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Glossaire

Atrophie: Diminution acquise de poids et de volume d'une cellule, d'un tissu ou d'un organe.
Bactériurie : Présence de bactérie dans les urines.

Cystite: Inflammation de |’ urétre et de lavessie.

Cystocéle : Descente de lavessie sur le vagin.

Dysurie: Difficulté a I'évacuation de la vessie sans tenir en compte la douleur qui peut étre associée.
L eucocyturie : Présence de globules blancs dans les urines.

Immunodéprimés : Sedit d'un sujet incapable d'avoir des réactions immunitaires normales.
Impériosité: Envieirrésistible et souvent douloureuse d'uriner.

I ncontinence : Définie par |a perte de contréle du sphincter anal ou de lavessie.

Neutropénie: Trouble hématologique caractérisé par un taux bas de granulocytes (ou
polynucléaires) neutrophiles dans le sang.

Osmolarité Concentration des particules osmotiquement actives contenues dans une

solution, exprimée en osmoles ou en milliosmoles par litre de solvant.
Pollakiurie : Mictions fréguentes et peu abondantes.

Prolapsus:. Chute (ptése) d'un organe, d'une partie d'organe ou d'un tissu par suite du

reléchement de ses moyens de fixation.
Pyéonéphrite: Infection desreins et des bassinets.
Reflux : Retour d'un liquide organique dans | e sens opposé au sens physiologique.

Périnée: Région du corps fermant en bas | e petit bassin, traversée par la terminaison des voies

urinaires, génitales et digestives.

Stase : Arrét, stagnation d'un liquide organique circulant.
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Introduction

| ntroduction

Les infections des voies urinaires (IVU) sont parmi les infections bactériennes les plus
communes. Jusqu'a 50% des femmes déclarent avoir eu au moins une infection urinaire dans

leur vie (Hoepelman et coll., 2003).

C'est une pathologie tres connue tant en médecine de ville qu’en pratique hospitaliére.

Elle est située en seconde position, apres les infections respiratoires (Sekhsokh et coll., 2008).

L’urine est un liquide organique de couleur jaune ambrée, d’ odeur safranée souvent acide.
Elle est secrétée par les reins puis emmagasinée dans la vessie entre les mictions (Berche et
coll., 1989).

L'IVU se produit lorsque les micro-organismes habituellement des bactéries du tube
digestif grimpent a l'ouverture de I'urétre et se multiplient pour provoquer une infection.
(Tazebew et coll., 2012). Les champignons font partie également de la population
microbienne qui peut contribuer comme uropathogenes fongiques dans les infections urinaires

en particulier Candida albicans qui est la plus retrouvée (Benhzadi et coll., 2010).

L'IVU peut impliquer le tractus urinaire inférieur ou supérieur. Les infections urinaires
inférieures comprennent la cystite (infection de la vessie) et les infections urinaires

supérieures impliquent le rein (pyélonéphrite) (Matthews et coll., 2011), (voir figurel).

TROMPE —e- L - UTERUS
OVAIRE —e- N I
15 4 1

Figurel: Schémadel’arbreurinaire chez lafemme




Introduction

L’ appareil urinaire féminin est caractérise par un urétre court (3 a 4 cm) et
topographiquement proche du vagin et du périnée qui sont réguliérement colonisés par des
bactéries d’ origine fécale, d’ou I’ exposition importante des femmes aux infections urinaires
(Lobel et Soussy, 2007).

Les symptdmes d une cystite comprennent, dysurie, impériosité, pollakiurie, tandis que la
douleur au bas du dos, la fievre, les nausées et les frissons ont été définis comme des

symptomes de pyél onéphrite (Chatterjee et coll., 2009).

Si I’infection urinaire survient chez des patients ne présentant pas de facteurs de risque de
complication €elle est dite simple. En pratique, elle ne concerne que la femme sans terrain
particulier (Afssaps, 2008). Cependant, dans d'autres groupes de patients, ils peuvent avoir un
parcours compliqué, et cela chez les personnes présentant des facteurs de risque, tels
(Hoepelman et coll., 2003) la présence d’anomalies de |’ appareil urogénita , le diabéte, la
grossesse, |'insuffisance rénale, I'immunodéprimé, |'age, I" hospitalisation (Hsueh et coll.,
2011), les relations sexuelles récentes, I'utilisation des  diaphragmes vaginaux,
I'administration récente d’ antibiotique, les femmes ménopausées, |'incontinence urinaire (Alos
et Ignacio, 2005).

L’ appareil urinaire est un systéme clos, normalement stérile et protégé par des moyens de
défense efficace contre les pathogenes. La pénétration des germes se fait par voie ascendante
plus souvent qu hématogene. La muqueuse vaginale est initialement colonisée par les

bactéries fécales qui peuvent migrer verslavessie au travers de I’ urétre (Lobel, 2005).

L’infection urinaire est le résultat d’'une interaction entre la virulence des germes et les
moyens de défense qui protégent la muqueuse et |’ héte. La colonisation du tractus urinaire
par les microorganismes, I’ adhérence bactérienne a |’ urothélium, la destruction cellulaire au
cours de I'invasion bactérienne s accompagnent de réactions inflammatoires. Ce processus
entraine la sécrétion de cytokines et |’ activation des granulocytes, et des macrophage (Lobel,
2005).

Dans |’ étape d adhérence aux voies urinaires par le germe pathogéne infectant, dans la
majorité des cas Escherichia coli est la plus impliquée. Les facteurs bactériens qui influencent
I'adhérence initiale entre le germe et la muqueuse urogénitale impliquent I'expression de pili
(comme P-fimbriae, localisés sur lamembrane d'Escherichia coli) (Anton et Jean, 2007).

-



Introduction

L’infection des voies urinaires est limitée a un groupe de micro-organismes, connu sous le
nom "uropathogene' qui sont en mesure de surmonter, contourner ou minimiser les
mécanismes de défense de I'h6te (AlGs et Ignacio, 2005). Les mécanismes de défense ne sont
pas tous connus et sont variés : le volume et la dynamique du flux urinaire (environ 1,5 L par
jour), permettant des vidanges réguliéres et completes de lavessie (4 a5 fois par jour), ainsi
que les propriétés antibactériennes de I'épithélium bordant I'appareil urinaire (urothélium).
L'intégrité et I'imperméabilité de I'urothélium qui recouvrent les cavités urinaires est donc
particulierement important. Parmi d'autres moyens, on peut citer la sécrétion d'une proténe
particuliere (Tamm-Horsfall) secrétée par le rein et présente dans les urines, ainsi que les
secrétions vaginaes (Anton et Jean, 2007), le pH de I’ urine et son osmolarité, les mécanismes
anti adhérence des germes sur la mugueuse et la sécrétion d’ anticorps (Lobel, 2005).

Parmi le large éventail de bactéries impliquées dans ces infections urinaires, on retrouve en
particulier les bacilles a Gram négatif (E. coli, P. mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter sp.) qui sont la cause habituelle. Cependant, il ya une évidence croissante du
réle que les agents pathogenes de certains micro-organismes qui ont longtemps été considérés
comme non pathogénes comme le groupe des staphylocoques (Gobernado et coll., 2002).
Lorsqu’on cherche une infection du tractus urinaire, qu'il s agisse d'une infection basse ou
haute, |I’examen cytobactériologique des urines (ECBU) est I’examen de choix, susceptible
de confirmer I’infection urinaire alors que les signes cliniques ou les tests rapides de dépistage
ont seulement une valeur présomptive et peuvent se trouver par défaut dans de nombreuses
situations (Cavallo et Coll., 2003).

L’ECBU permet la mise en évidence de signes inflammatoires de I’ arbre urinaire a travers

la mise en évidence et |a quantification d une leucocyturie d' une part et de micro-organismes
d’ autre part (Cavallo et Coll., 2003).
L'introduction de |'antibiothérapie a conduit a une profonde amélioration de la gestion des
infections des voies urinaires, mais celaainduit a des résistances aux antimicrobiens qui sont
devenues un probléme croissant et une cause majeure préoccupante dans de nombreux pays
(Renuart et call., 2013).

La résistance aux antibiotiques des bactéries rencontrées en milieu communautaire peut
étre naturelle ou acquise. La résistance naturelle est une caractéristique d'une espece
bactérienne, de support habituellement chromosomique qui délimite le spectre des
antibiotiques et peut aider al’identification (Mouy et coll., 2001).

Larésistance acquise, de support chromosomiqgue ou plasmidique, fait suite a une mutation

ou une acquisition de géenes conférant larésistance (Mouy et coll., 2001).

-



Introduction

L’évolution réguliere des bactéries vers une plus grande résistance aux [B- lactamines
représente un risque majeur en termes de santé publiqgue (Andremont, 2002). Les
entérobactéries hébergent naturellement et ont acquis des résistances limitant leur activité.

Ces résistances sont liées a un défaut d accumulation au contact de la cible (les PLP ou
protéines liant les pénicillines) suite a une imperméabilité ou un efflux de I’ antibiotique, a des
modifications des PLP ou a la production d’enzymes inactivatrices appelées B-lactamases
(Robin et call., 2012).

Depuis plus de 20 ans, la résistance des entérobactéries aux céphalosporines de 3°™
génération (C3G) ne cesse de se renforcer notamment par |’ acquisition de bétalactamases a
spectre dargi (BLSE). De nombreuses études relatent la progression continue a |’ échelle
mondiale de ce type de résistance. Alors que ce probléme était essentiellement d’ ordre
hospitalier, aujourd hui la diffusion est a grande échelle dans le domaine communautaire
(Belmonte et coll., 2010).

Les staphylocoques ont élaboré au cours du temps plusieurs mécanismes de défense pour
lutter contre les antibiotiques qui sont utilisés pour les éradiquer. Le mécanisme le plus
fréquent est la résistance aux P-lactamines qui peut se manifester par différents profils de
sensibilité. Les autres molécules actives sur le staphylocoque peuvent étre touchées par
différents mécanismes : inactivation enzymatique, modification de la cible, efflux actif ou
passif... (Dupont, 2000).

L’intérét porté ces dernieres années aux infections urinaires et leur prise en charge en

thérapeutique anti-infectieuse restent encore d actualite.
En effet, ces infections constituent un véritable probléme de santé publique tant par leur
fréguence que par leur difficulté de traitement. On n’ estime qu’ 1% des sujets venant consulter
un médecin généraliste pour la premiere fois, le fait pour des signes (dysurie, pollakiurie)
évoquant une infection urinaire. Ces infections du tractus urinaire sont ainsi responsables
d’une part significative de la charge de travail dans beaucoup de laboratoires cliniques de
microbiologie (Stevens, 1989 ; Kunin, 1997).

Le traitement des infections des voies urinaires (1VU) est I'un des défis les plus redoutables
dans la pratique clinique compte tenu de leur prévalence élevée, souvent renouvelées, et une
évolution rapide des résistances aux antimicrobiens. Atteindre le soulagement des symptémes
en temps convenable, le contréle des infections, la prévention de la morbidité, I'émergence de
micro-organismes résistants et les infections récurrentes sont souvent difficiles (Dielubanza
et Schaeffer, 2011).

Y



Introduction

Nous nous proposons, pour notre part, d' éudier la résistance des souches bactériennes
isolées au niveau du laboratoire d'analyse médicale Moualek vis-avis des antibiotiques
couramment utilises.

Pour cela nous nous sommes fixés comme objectifs specifiques :
Déterminer les bactéries responsables d’infection urinaire communautaire chez les patients de
sexe féminin.

Etablir le profil de résistance aux différents antibiotiques couramment utilisés.

)
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Matériel et méthodes

I. Lieu et duréedu stage

Notre stage s'est déroulé du 22 janvier au 4 avril 2013 au sein du laboratoire médical
Moualek. Notre travail a porté d'une part sur I'isolement des bactéries responsables d’infection
urinaire et d autre part a laréalisation de leur antibiogramme en vue de déterminer leur profil de

résistance.

II. Population d'étude

Dans notre éude, seuls les patients de sexe féminin ont étéinclus.

[11.  Echantillonnage
Pour notre étude, 938 échantillons d’'urines de patientes venues pour un ECBU ont été
analysés. Sur le plan bactériologique, 148 examens cytobactériologiques des urines soit 15,8%

répondaient aux criteres d’ une infection urinaire.

Un questionnaire d’un mois a été élaboré. 1l a pris en compte les données de 320 patientes. les
parametres d'intérét étaient les suivants: age, femmes enceintes, femme diabétique, activité
sexuelle chez les femmes mariées, récidive, menopause, hospitalisation et antibiothérapie dans
les 6 mois précédants (annexe ).

Avant de faire le préévement, des pots a urines stéiles et des collecteurs (pour les

nourrissons) sont distribués pour chague malade.
IV. Technique de préevement

Les urines sont recueillies de préférence le matin aprés un lavage soigneux des organes
génitaux externes avec une solution antiseptique ou un savon doux, et rincage soigneux a |'eau.
La premiére partie de la miction sera rejetée, permettant d'éiminer tout ou une partie de la flore
commensale de I'uretre inférieur, et seul le milieu du jet sera recueilli dans un pot stérile
(Bonacorsi, 2011).

Chez le nourrisson sans miction volontaire aprés un nettoyage soigneux de larégion périnéae,
un sac plastique collecteur serafixé au moyen d'un adhésif et doit étre enlevé des|’émission des
urines et il ne doit pas rester en place plus de 30 minutes (Bonacorsi, 2011).

Le transport au laboratoire se fait dans la demi-heure qui suit (idéalement |’ ensemencement
devrait avoir lieu au laboratoire dans les 20 min). Sinon conserver les urines dans la glace ou au
réfrigérateur jusqu’ au transport (Caquet, 2008).

-
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V. Examen cytobactériologique des urines (ECBU)

C'est I’'examen le plus demandé en pratiqgue médicale de ville. 1l autorise le diagnostic de
certitude d'une infection urinaire en isolant le microorganisme responsable (bactérie ou levure)
et permet de déterminer la sensibilité de la ou des bactéries isolées aux antibiotiques
(antibiogramme) (Caquet, 2008).

V.1 Examen macroscopique
Le préevement d urine est homogénéiseé par retournement du flacon et on note |’ aspect

l[impide ou trouble.

V.2 Examen microscopique

L’ examen microscopique se fait sur une urine fraichement prélevée, apres avoir homogénéisee
soigneusement |’ urine par retournement du flacon, a I’ aide d une pipette on préléve une a deux
gouttes et les disposées entre la cellule mallasses et une lamelle par capillarité en évitant tout
débordement. Observer au microscope al’ objectif 40.

Ceci permet de déenombrer les éléments cellulaires : leucocytes, hématies
Et delaprésence d’ éventuelle cellules épithéliaes, bactéries, levures, cristaux et cylindres.
Deux critéres de décision qui sont laleucocyturie et la bactériurie ont été utilisés pour définir une
urine compatible avec une infection urinaire lors de I’examen cytobactériologique des urines
(ECBU).

Selon les critéres de Kass une leucocyturie significative est représentée par un nombre > 10*

éléments/ml (Bouskraoui et coll., 2010).

V.3. Examen bactériologique

[l comporte la numération du germe et son isolement (Sekhsokh et coll., 2008).

V.3.1 Culture

L’isolement consiste a ensemencer une goutte d'urine (10ul) par la technique de I'anse
calibrée et cela en rédisant trois stries paralleles en surface sur une boite de Pétri contenant une
gélose nutritive, puis incubation a 37°C/24h.

Depuis les travaux de Kass en 1957, le seuil traditionnel de 10° UFC /ml aévolué.

Dans notre éude, nous avons interprété nos résultats selon ce qui a été proposé par un groupe

de microbiologistes européens. Ils ont proposé un classement en catégories des germes
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retrouveés en culture dans les ECBU en fonction de leur niveau d’ implication dans |’ étiologie des
infections urinaires (Denis et coll., 2010).

-un premier groupe peut étre considéré comme pathogene lorsgue les germes sont isolés, méme
en petite quantités, (10°UFC/ml) : E. coli ; Staphylococcus saprophyticus ;

-Un second groupe, plus habituellement impliqué dans le cadre des infections urinaires
nosocomiales. Lorsgu’il existe des facteurs anatomiques ou iatrogenes favorisants, un taux de
10* UFC/ml peut étre proposé: Proteus sp; Klebsiella spp; Enterobacter spp ;Serratia spp.
Citrobacter spp., Peudomonas aerogenosa ; Enterococcus spp. et Staphylococcus aureus ;

-Un troisiéme groupe, dont I'implication comme pathogéne exige un niveau de bactériurie >10°
UFC/ml. Ce groupe comprend des especes a Gram positif (Sreptococcus agalactiae, les
Saphylocoque a coagulase négative autre que Staphylococcus saprophyticus), a Gram négatif

(Acinetobacter spp ; autre pseudomonas ; Stenotrophomonas maltophilia).

V.3.2 Réisolement

Ensemencer a I'aide d’'une pipette Pasteur une a deux colonies sur une boite de Pétri
contenant une gélose Chromagar orientation, puis incubation a 37°C/24h.

Apres incubation, on examine |’ aspect des différentes colonies ayant pousses sur la gélose

nutritive. Seules les boites contenant une colonie est prise en considération.

e Identification sur milieu Chromagar orientation
Le diagnostic se fait dans un premier temps en fonction de la couleur des colonies sur la
gélose chromagar orientation. Lalecture est réalisée en se référant au tableau suivant :

Tableau | : Identification des bactéries sur gélose Chromagar orientation

Microor ganisme Aspect typique des colonies
Escherichia coli Roses foncées arougeatres
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter Bleues métalliques

Proteus Halot brun

Staphylococcus aureus Dorées, opaques, petites
Staphylococcus saprophyticus Roses, opaques, petites.

En plus de I’ aspect sur gélose Chromagar orientation, quelques tests sont réalisés en vue de

confirmer |”identification. Ces tests sont représentés dans le tableau I1.
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Tableau Il : Testsd'identification des bactéries isolées

Test d'identification

Coloration de Gram

Recherche de I'uréase sur le

milieu Urée-indole

Production d’indole a 44°C
(E. coli)

Etude de la voie fermentaire
(réaction de Voges
Proskauer (VP))

Recherche dela catalase

M ode opératoire
La coloration de Gram est une coloration complexe qui
permet de mettre en évidence les caractéres morphol ogiques
(forme et taille) des bactéries (Prescott et coll., 2003).

Nous avons introduit environ 1 ml de ce milieu dans un
tube a hémolyse stérile. Par la suite nous |'avons ensemencé
avec une suspension dense, prélevée sur gélose nutritive.
Apresincubation a37°C /24 h, une lecture est faite.

La présence d' uréase se traduit par le virage du milieu au
rouge (Denis et call., 2007).

Pour la mise en évidence de la production d'indole. Nous
avons gjouté quel ques gouttes d’ un réactif Kovacs dansles
tubes du milieu Urée-Indole, la production d’ Indole se

traduit par I’ apparition d’ anneau rouge (Denis et coll., 2007).

Le bouillon eau peptonée exempte dindole  est
ensemence avec une colonie prélevée a partir d’ une culture
fraiche puis incubé a 44°C pendant 48h. Aprés I’ incubation,
on g oute quelques gouttes du réactif de Kovacs.

L’ apparition d’un anneau rouge indique une production
d’indole (Roberts, 1979).

Le bouillon de Clark et Lubs est ensemencé avec
suspension dense prélevée a partir d’ une culture fraiche puis
incubé a 37°C pendant 24h. Aprés I’incubation, on goute
quelques gouttes des réactifs VP | et VP Il puis chauffage
jusgu'a ébullition. Aprés agitation, |’ apparition d une
coloration rouge indigque une réaction VP positive par la
formation de I’ acétoine (Roberts, 1979).

Une goutte de peroxyde d hydrogeéne est déposée sur une



Matériel et méthodes

lame, puis gjout d'une colonie sur la goutte. Un résultat
positif se traduit par une effervescence (Denis et coll. 2007).
Recherche dela Coagulase Dans un tube, on verse 10ml de plasma humain et on lui
introduit 2 a 3 colonies. La suspension ainsi constituée est
placée a |'étuve a 37°C pendant 30mn, 1h, 4h aprés on
incube 24h. La coagulation du milieu indique une réaction
positive (Denis et coll. 2007).
On dépose une goutte de réactif latex dans un des cercles
(PASTOREX™ de la carte d’ agglutination, ensuit on préléve 1 & 3 colonies
STAPHPLUS (BIORAD)) d'une culture fraiche de stapylocoque et on les émulsionne
avec une goutte de latex pendant 10 secondes.
On |I"homogénéise en effectuant un mouvement rotatif de
la carte. Une réaction positive se traduit par une
agglutination.

VI.  Antibiogramme standard

Nous avons testé la sensibilité de toutes les souches identifiées vis-avis des différents
antibiotiques par la méthode de |’ antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller
Hinton selon les recommandations du Comité Frangais de I’ Antibiogramme de la Société
Francaise- de Microbiologie (CA-SFM, 2010).

L es antibiotiques testés sont presentés dans letableau 11 et 1V.

% Préparation del’'inoculum
A partir d' une culture pure sur milieu d’'isolement, prélever al’ aide d’ une pipette Pasteur 3 a
5 colonies parfaitement identiques ensuite décharger la pipette dans 5ml d’eau physiologique
stérile et bien homogénéiser la suspension.
% Ensemencement
On trempe I’ écouvillon dans la suspension bactérienne, puis on ensemence sur la boite de
Pétrie contenant la gélose Mueller Hinton en réalisant des stries serrés.
Les disques d’ antibiotiques testés sont par la suite déposés ala surface de la gélose.
L’incubation est réalisée a 37°C pendant 24h.
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Tableau |1 liste des antibiotiques testés sur les entérobactéries
Antibiotique Abréviation Charge
Amoxicilline AMX 25ug
AmoxicillinetAcide clavulanique AMC 30ug
Ampicilline AMP 10pg
Céfotaxime CTX 30ug

I mipeneme IMP 10ug
Gentamycine GN 10pg
Acide nalidixique AN 30ug
Ciprofloxacine CIP 5ug
Ofloxacine OFX 5ug
Cotrimoxazole coT 25ug
Nitrofurantoine NIB 300ug
Colistine CS 50ug

Tableau IV : liste des antibiotiques testés pour les staphylocoques

Antibiotique
Oxacilline
Cefoxitine
Gentamycine
Ciprofloxacine
Ofloxacine
Spiramycine
Erythromicine
Pristinamycine
Clindamycine

Vancomycine

Cotrimoxazole

% Lecture

Les diametres d'inhibition autour des disques sont mesurés a I’aide d'une regle graduée.

Abréviation
OX

FOX

GN

CIP

OFX

Sk

PT
CD

VA
COoT

Charge

SHg
30pg
10pg
SHg
SHg
100ug
15ug
15ug
20pg

30ug
2519

L’interprétation est faite selon les criteres du CA-SFM (2010).

Famille

B-lactamines

Aminosides

Quinolones

Sulfamides
Nitrofurane

Polypeptide

Famille

B-lactamines

Aminosides

Quinolones

Macrolides

Glycopeptide
Sulfamides



Matériel et méthodes

Une souche dont la sensibilité aux antibiotiques est ainsi évaluée peut étre déclarée " sensible,
intermédiaire ou résistante”, sachant que les intermédiaires sont consi dérées comme résistantes.
Les valeurs critiques des diametres de zones d'inhibition pour les différentes souches sont

données en annexe 1 V.

VII. RecherchedeBL SE par letest desynergie (DD-Test)

La production d’une B-lactamase a spectre ¢largi a ét¢ détectée par 1’épreuve de synergie qui
consiste a placer un disque damoxicilline + acide clavulanique (augmentin) et les disques de
céphalosporine de troisiéme générationn (céfotaxime, ceftazidime) et |’ aztréonam placés a une
distance de 20 mm centre a centre sur une boite de Pétri contenant une gélose Muller-Hinton.
Les boites ont été incubées a37° C pendant 24h.

L’augmentation de la zone d'inhibition entre le disque daugmentin et les disgques de

ceftazidime, cefotaxime indique la production de BLSE (Jarlier et coll., 1988).

VIIl. Recherchedelaproduction de carbapénemase par letest de Hodge

Ce test permet la mise en évidence d'une enzyme hydrolysant I'imipenéme chez une souche
résistante a cet antibiotique.

Une suspension de la souche sensible aux carbapénemes E. coli ATCC25922 est préparée et
ensemencee par écouvillonnage sur une boite de Pétri contenant la gélose Mueller Hinton, un
disque d’'imipeneme est placé au centre de la boite de Pétri. La souche a tester est ensemencée,
en ligne droite depuis le bord du disgque vers le rebord de la boite de Pétri ainsi que le témoin
positif et négatif comme schématise dans la figure2. Incubation est effectuée a 37°C. (Lee et K,
2001).

Un test positif indique une croissance de la bactérie E. coli ATCC25922 sur la ligne de série
de micro-organismes vers le disque carbapénémes (imipenéme). Un résultat négatif n’'indique
aucune croissance de la bactérie E. coli ATCC25922 sur la ligne de strie de micro-organisme
(Leeet K, 2001).
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—— Gélose Mueller Hinton
Strie épaisse du témoin négatif
— E. coli ATCC25922
Strie épaisse de la bactériea .' f— Disque d'imipeneme 10ug
tester
Strie épaisse du témoin
positif

Incuber 24 h a 37°C

Figure2 : Schémaillustrant letest de Hodge

-
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l. Caractéristique dela population

Au cours de notre stage effectué au niveau du laboratoire Moualek durant la période du 22
janvier au 4 avril 2013, le nombre de patientes ayant une infection urinaire était de 148 parmi
un nombre total de 938 patientes. Ains le taux d’infection urinaire dans notre étude est de

15,8% représenteé dans lafigure 3.

m|U mAbsenced'lU

15,8%

IU : infection urinaire

Figure 3: Taux del’infection urinaire parmi la population étudiée

Les infections des voies urinaires (1VU) sont un motif fréguent de consultation des femmes
en matiere de soins de santé primaires. Selon les enquétes épidémiologiques une incidence
annuelle de 11,3 millions de cas aux Etats-Unis et 175 millions de cas dans e monde peuvent

étre estimée (Kamenski et coll., 2012).

» Selon I'age

La répartition des patientes atteintes d’infections urinaires au cours de notre éude, selon

I’ &ge est représentée dans le tableau V.
Tableau V: Répartition des patientes selon lestranches d’age

Classe |09 | 1019 | 20-29 | 30-39 | 40-49 |50-59 |60-69 |70-79 |80-89 | >90 | Total
d'age

(ans)
Frég 13 4 10 16 20 8 6 5 3 1 80
% 163 | 5 125 |20 25 10 75 6.3 38 13 | 100

Fréq : fréquence, % : pourcentage.




Résultats et discussion

Au cours de notre étude, il est noté que I’ &ge des patientes atteintes d'infection urinaire varie
de 7 mois a90 ans (figure 4). La classe d’ &ge la plus touchée et cellede 30 a49 ans avec un
pourcentage de 45% suivie delaclasse d’age 0 a 9ans avec un pourcentage de 16,3%. Par
80 a 8%ans et > 90 ans sont moins touchées et représentent

contre les classe d’age

respectivement des pourcentages de 3,8 et 1,3%.
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Figure4 : Répartition des patientes selon lestranches d’ age

Au Nord de Saskatchewan (Canada), Golding et coll. (2012) ont rapporté sur une
population de 2664 patients (95,9% étaient des femmes) que la tranche d'ége la plus
touchée se rencontre entre 20 et 39ans (35,4%). Cette différence de classe d’ &ge par rapport
anotre éude est peut étre due al’ activité sexuelle qui commence ala puberté.

D’ apres le questionnaire qui a été effectué, latranche d’ &ge de 30 a 49 ans présente un taux
devé dactivité sexuelle (chez les femmes mariées). Plusieurs auteurs ont rapporté que
I’ activité sexuelle est un facteur prédisposant aux infections urinaires (Raul, 2011 ; Salvatore
et coll., 2011 ; Trulset coll., 2011).

En Irlande, Eriksson et coll. (2010) ont rapporté que I'infection urinaire augmente avec
I’ &ge. Toujours dans le méme contexte, Magliano et coll. en Italie (2012) ont estimé que la
tranche d’&ge la plus touchée se rencontre a partir de 60 ans. Contrairement & nos résultats,
les infections urinaires diminuent a partir de cet d age. Cela est peut ére du au nombre de
patientes qui était faible (15/80).

Chez les personnes agées, les infections urinaires sont dues a plusieurs facteurs:
diminution des défenses immunitaires, mais surtout des modifications du bas-appareil urinaire
et des voies génitales, la diminution de la sécrétion ostrogénique éléve le pH vagina et
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favorise la colonisation du vagin par les germes fécaux. La présence d'un prolapsus peut aussi
entrainer une vidange incompléte de lavessie (Guibert et Destree, 1988).

Les enfants dans latranche d'age de 0 a9 ans présentent également un effectif assez éleve
cela est probablement di chez le nouveau-né et les nourrissons a des uropathies
malformatives et a I’&ge pré scolaire a des particularités anatomiques, le reflux vésico-
urétéral et laprécarité d’ hygiene (Lacobelli et coll., 2009).

> Selon lesfacteursderisque
Le pourcentage d'infection urinaire, quand il existe un terrain particulier, est trés variable.
D’ apres les résultats de notre éude, nous constatons que les facteurs de risque les plus
retrouves chez les patientes présentant une infections urinaire sont dominés par : L’ activité
sexuelle chez les femmes mariées (53/80) avec un pourcentage de 66 ,3% suivi par le diabéte

(25/80) avec un pourcentage de 31,3%.
D’ autre facteurs ont été également retrouveés, cités dans le tableau ci-dessous

Tableau VI: caractéristiques des 80 patientes présentant une infection des voies

urinaires
Facteurs Nombre POURCENTAGE %
Diabétique 25
31,3

Enceinte 19 23,8

Activité sexuelle 53 66,3

Récidive 14 17,5

M énopause 20 25

Antibiothérapie dans lessix mois précédants | 16 20

Hospitalisation dans lessix mois précédants | 13 16,3

L’'influence de I'activité sexuelle, est due a un effet mécanique par I'introduction
d’ uropathogenes dans |a vessie pendant la pénétration (Franco, 2005).

Concernant le diabete, nos résultats concordent avec les résultats obtenus par
Papazafiropoulou et coll. (2009) en Grece. Dans leur étude, ils ont révélé que le diabéte et

I”un des facteurs les plus impliqués dans les infections urinaires. Cela est peut ére di ala

F
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glycosurie qui est un milieu favorable a la culture des bactéries et une augmentation de
I” adhérence bactérienne (Radi et coll., 2008).

Sur 80 femmes atteintes d’infection urinaire, 14/80 soit 17,5% présentent des infections
urinaires reécidives. Nos résultats concordent avec les résultats obtenus par Schmiemann et
coll. (2012) en Allemagne. Cette éude, effectuée sur 191 cas d'infection urinaire chez les
femmes a révélé que 35/191 patientes avaient eu une infection des voies urinaires récidive,

présentées par un pourcentage de 18, 3%.

Nous avons remarqué sur les 20 femmes en meénopause, que 9 cas présentent une
récidivité.

Ces résultats concordent avec les résultats obtenus par Abdelmalek et coll. (2010) en
Tunisie. lls ont noté que les récidives éaient surtout rencontrées chez les femmes
MEenopausees.

Lameénopause présente un facteur de risque pour une infection urinaire. Celaest peut étre
du a une réduction significative de la sécrétion d'cestrogénes par les ovaires (Minardi et coll.,
2011). Cette diminution d’ cestrogene peut étre directement impliquée dans le dével oppement
d'atrophie de la muqueuse vaginale et urétrale conduisant a une infection urinaire récurrente.

Au cours de notre étude, 19 femmes enceintes présentent une infection urinaire. Selon
Queiroz Lins Guerra et coll. (2012), la grossesse présente un facteur de risgue pour une
infection urinaire, résultant d’une série de changements physiologiques chez |la mére, stase
urinaire secondaire ala compression de I'uretére par I’ utérus. Par ailleurs, au cours de cette
, 0N note une augmentation du pH au dessus de 5 ; ce qui favorise la prolifération des micro-
organismes (Bishop, 2004).

Parmi les patientes présentant une infection urinaire, 16/80 d’entre elles ont éé sous
antibiothérapie dans les six mois précédents et 13/80 ont été hospitalisées dans les six mois.
Selon Lobel et Soussy (2007) les antécédents d'antibiothérapie ou d'hospitalisation quel qu’en

soit le motif sont corrélés ala survenue d’ une infection du tractus urinaire.

Les facteurs de gravité recueillis ne sont pas exclusifs les uns des autres il peut y avoir
association de plusieurs facteurs. En raison d’ un nombre faible de patientes il est difficile de

savoir lequel est prédominant dans la décision.

-
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I. Les données bactériologiques

I1.1 Aspect macroscopique desurines
Le tableau suivant donne la répartition des échantillons durine selon leurs aspects

MacroScopi qUES.

Tableau VII: Répartition selon I’aspect macr oscopique des urines

Aspect Effectif Pour centage %
Limpides 49 331

Troubles 99 66,9

Total 148 100

Dans notre étude, nous avons observé que 66.9% des urines éaient troubles et 33,1%
étaient limpides. Sur le total des échantillons, 148 cas présentent une infection urinaire et ne
provenaient pas tous d’ urine trouble, certains provenaient d urine limpide. Ce qui nous améne

adire que |’ aspect macroscopique des urines ne présume pas de |’ infection.

[1.2 Cytologie des urines
Selon les criteres de Kass, une leucocyturie significative est représentée par un nombre
supérieur ou égal & 10" &éments/ml (Bouskraoui et coll., 2010).

D’ apres le tableau ci-dessous, nous constatons que la leucocyturie significative présente
un pourcentage de 64,2% contre un pourcentage de 35,8% pour une leucocyturie non
significative. Cette derniére peut étre observée dans des infections débutantes au moment ou

les urines sont encore limpides.

Tableau VIII: Répartition des urines selon la numération leucocytaire

L eucocyturie Effectif Pour centage %
Significative (>10% 95 64,2
Non significative (<10%) 53 35,8
Total 148 100

.
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1.3 Résultats destests d’identification

Tableau | X : Résultats d’identification selon les espéces

Espéces Uréase | Indole VP | Catalase Coagulase
Enterobacter sp. - - + / /

K. pneumoniae + - + / /
Proteus sp. + - - / /
Citrobacter sp. - + - / /

S. aureus / / / / /

S. saprophyticus / / / + -
Staphylococcus a / / / / /
coagulase (-)

(/) : Test non effectue, (+) : présence, (-) : absence

1.4 Germesidentifiés

D’ apres | es résultats obtenus, représentés dans le tableau ci-dessous, on retrouve 2 groupes
de germes : les bacilles Gram (-) et les Cocci Gram (+) représentant respectivement des
pourcentages de 88,5% (131/148) et 11,5%(17/148).

Dans notre population d'étude, |’ agent pathogéne le plus fréquemment isolé est E. coli avec
un pourcentage de 75,7% (112/148) contre un pourcentage de 24,3(36/148) pour les autres
entérobactéries et les Gram(+).

Tableau X : Répartition des ger mesidentifiés selon les especes

Gram Bactéries Fréquence Pour centage %
Gram(-) E.coli 112 75,7
N =131 Enterobacter sp 11 7,4
88,5% Klebsiella pneumoniae 5 34
Citrobacter sp 2 1,3
Proteus sp 1 0,7
Gram(+) Staphylococcus aureus 11 7,4
N =17 Staphylococcus saprophyticus | 1 0,7
11,5% Staphylococcus coagulase(-) | 5 34
Total 148 100
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Cette répartition est conforme aux données de lalittérature :

L’ étude réalisée par Renuart et coll. (2013) a Gaborone (Botswana) a aussi rapporté que
les germes les plusisolés chez les patientes atteintes d’ infections urinaires sont des bacilles a
Gram négatif.

Parmi les Bacillesa Gram (-), E. coli est |a principale espece impliquée dans les infections
urinaires communautaires. Des résultats similaires sont rapportés par L’étude réalisée par
Renuart et coll. (2013).

E. coli est de loin le germe le plus fréquemment isolé. Cela est en rapport avec la
physiopathologie de I'lU qui est en général ascendante. Il existe une forte colonisation du
périnée par les entérobactéries d’ origine digestive, en particulier E. coli. A celas gjoutent des
facteurs spécifiques d uropathogénicité. Ainsi E. coli posséde des adhésines, capables de lier
la bactérie a I’ épithélium urinaire et d empécher son éimination par les vidanges vésicales.
(Sekhsokh et coll., 2008).

En plus des bactéries, nous avons identifié des levures.

La figure ci-dessous montre que les bactéries sont plus impliquées dans les infections
urinaires que leslevures (Candida albicans) représentant respectivement des pourcentages de
94,3%(148/157) et 5,7%(9/148).

[ bacterie 94,30% M Candida albicans 5,70%

Figure 5. Répartition des différents types de germes retrouvés dans les préévements
ECBU

Nos résultats concordent avec les résultats obtenus par Behzadi et coll (2010). L’étude
réalisée a montré que les infections des voies urinaires associées a Candida albicans
présentent un pourcentage de 6,8%. Alors que celle causée par des agents pathogeénes
bactériens présentent un pourcentage élevé (93,2%). Dans les derniéres décennies, les
infections urinaires fongiques dues au genre Candida ont augmenté de fagon significative.
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La présence de Candida dans I’ urine peut souvent étre le résultat d'une contamination lors
de la collecte des échantillons d'urine particulierement chez les personnes agées,

hospitalisées, ou immunodéprimés (Minardi et coll., 2011).
1. Profil derésistance des bactéries aux antibiotiques

La principale bactérie impliguée dans les infections urinaires est Escherichia coli avec 112
souches isolées parmi un nombre total de 148 souches.
1. Profil derésistance d’Escherichia coli
Nous avons testé 112 souches d’'E. coli vis-&vis de 12 antibiotiques et les résultats de la
résistance sont présentés dans | e tableau ci-dessous

Tableau Xl : Taux derésistance des souchesd’E. coli vis-a-visdes antibiotiques testées

Antibiotigue | AMX | AMC | AMP | CTX | IMP | GN | AN CIP | OFX | COT NIB  CS

Fréquences | 79 78 73 14 5 11 |28 27 26 32 2 50

Pourcentage | 705 | 696 |652 |125 45% |98 |25 |241 232 |286 |18 |44,6
(%)

AMX :amoxicilline, AM C :amoxicilline-acideclavulanique,AM P:ampicilline,CT X cefotaxime, GN :gentamycine,
AN : acide nalidixique, CIP :ciprofloxacine, OFX :ofloxacine, COT : cotrimoxazole, NIB : nitrofurane, CS:

colistine.

% Resistance aux p-lactamines

» Lesaminopénicillines

Autrefois I’'ampicilline (AMP) et I’amoxicilline (AMX) éaent les molécules les plus
utilisées dans le traitement des infections causées par Escherichia coli. De nos jours, la
résistance de cette bactérie a ces deux antibiotiques a beaucoup augmenté.

Notre étude confirme le caractére inquiétant de I’évolution de la résistance d'E. coli aux
aminopénicillines (AMX, AMC, AMP). 70,5% (79/112) des souches d’'E. coli étaient
résistantes al’amoxicilline et 65,2% (73/112) al’ Ampicilline (figure 6).

-
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Antibiotique testés

AMP : ampicilline, AMX : amoxicilline, AMC : amoxicilline-acide clavulanique

Figure 6 : Taux derésistance aux aminopénicillines chez E. coli

Ces observations sont en accord avec des résultats rapportés par d’ autres auteurs :
- Sanchez et coll. (2012) aux Etats-Unis ont rapporté une augmentation de la résistance a
I’ Ampicilline au fil des années de 2000 a 2010 comme suit (38.2 %, 38.1 %, 38.2 %, 38.2 %,
38.2%, 39.4 %, 40.5 %, 41.5 %, 42.4%, 42.4%, 43.4 %).
- Zhanel et coll (2006) au Canadaont rapporté une résistance de 100%(98/98) al’ ampicilline.

Concernant |’association amoxicilline + acide clavulanique (AMX), 69,6% (78/112) des
souches d'E. coli étaient résistantes. Le taux de résistance a ce dernier est élevé par rapport
aceux trouveés par Tazebew et coll. (2012) en Ethiopie dont les taux de résistance al’AMX
sont de 37,5% (6/16). Toujours dans le méme contexte, Fabre et coll. (2010) en France ont
trouvé une résistance basse a I’ AMX représentant un pourcentage de 27,5% (340/1279).

E. coli est naturellement sensible a I’ ensemble des aminopénicillines. Cette résistance est
due probablement & une production de beta lactamase (Affsaps, 2008).

» Lescéphalosporines

Au cours de notre éude, 14 souches d'E. coli étaient résistantes aux céphalosporines de
3% génération (céfotaxime) avec un pourcentage de 12,5 %(14/112).
Cetaux est élevé par rapport acelui trouveé par Kamenski et coll. (2012) en Austraie: 2,7%
(4/146).

E. coli est naturellement sensible a |’ ensemble des céphal osporines (Affsaps, 2008).

L’évolution de la résistance des E.coli et les autres entérobactéries aux C3G est
probablement liée al’ émergence et la diffusions de certains mécanismes de résistance dont le
plus important est la production enzymatique de BLSE d origine plasmidique dégradant

toutes les bétalactamines sauf les carbapénemes et céphamycine. D’autres mécanismes ont
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été auss décrits, comme les céphalosporinases hyperproduites et les céphal osporinases

plasmidique (Mkaouar et coll., 2008).

¢ Résistance aux Quinolones
Au cours de notre étude, |a résistance a |’ acide nalidixique (Quinolones de *© génération),
présente un pourcentage de 25% (28/112).
Les résistances & la ciprofloxacine et I’ ofloxacine (quinolones de 2°™ génération) présentent
respectivement des pourcentages de 24,1%(24/112) et 23,2%(26/112). Les résultats obtenus

sont représentés dans la figure ci-dessous.

25% r Iﬂ n
NA CIP OFX

% derésistane

20% -~

Antibiotiquetestés

NA: acide nalidixique, CIP: cirofloxacine, OFX: ofloxacine
Figure 7 : Pourcentage derésistance aux Quinolones et Fluoroquinolones chez E. coli

Des différents taux de résistance aux quinolones de 1%° et 2 *™ génération ont été rapportés
par plusieurs auteurs:

-Schmiemann et coll. (2012) en Allemagne ont rapporté une résistance de 8,7% (12/139) ala
Ciprofloxacine. C’ est un taux faible par rapport a nos résultats (24,1%).

-Fabre et coll. (2010) en France ont rapporté des résistances a I’ Acide nalidixique et la
Ciprofloxacine, représentent respectivement des pourcentages de 17,7% (252/1426) et
11,2% (159/1426).

La résistance aux quinolones chez les agents pathogenes d'infections urinaires n'a cesse
d'augmenter et cela au niveau mondia (Bouchillon et coll., 2012).

Les mécanismes qui peuvent étre en cause chez cette espece sont similaires a ceux
retrouves chez les autres especes d entérobactéries. Alors que la résistance de bas niveau aux
fluoroquinolones peut ére due a différents mécanismes (mutation unique dans GyrA,
imperméabilité/efflux actif, résistance plasmidique). Larésistance de haut niveau est toujours
due a I’accumulation de plusieurs mutations dans les régions QRDR (Quinolone Resistance-

Determining Regions) des topoisomérases de typell et IV (Cattoir ,2012).
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% Lessulfamides et associations

Au cours de notre étude, la résistance aux Cotrimoxazole a présenté un pourcentage de
28,6% (32/112). Cela est représenté dans le tableau (X).

Cette résistance a été aussi rapportée entre autre par les études suivantes :
- Hillier et coll. (2007) aux Etats Unis ont trouvé 17% (154/903) de souches d’E. coli qui
présentaient des résistances aux Cotrimoxazole, Ce taux est faible par rapport a notre étude
28,6% (32/112).
- Den Heijer et coll. (2012) en Inde ont trouvés que 28%(22/146) des souches d' E. coli étaient
résistantes aux Cotrimoxazole, ce qui est trés proche de nos résultats 28,6%(32/112).
- Nadmi et coll. (2009) au Maroc , dans leur étude portant sur 100 patients des deux sexes et
de différentes catégories (85% de sexe féminin), ont rapporté un taux de résistance de 33,7%.

E. coli est naturellement sensibles aux cotrimoxazole. La résistance observée est peut étre
due a une modification qualitative de la DHFR (dihydropteroates synthétase), modification
quantitative de la DHFR : la bactérie produit une quantité accrue de DHFR, nécessitant

d autant plus de cotrimoxazole pour étre inhibée (Goldstein, 2006).

% Lesaminosides

Notre étude arévélé que 9 ,8% (11/112) de souches sont résistantes ala Gentamycine.

Nos résultats présentent un taux éevé par rapport aux résultats de Kamenski et coll (2012),
qui ont rapporté un taux de 1,37% (2/146). Les auteurs AlGs et coll. (2005) ont rapporté une
résistance de 2,4% (4/164).

Les taux de résistance retrouvés indiquent que les aminosides gardent une bonne efficacité
sur les souchesd' E. cali.

E. coli et les autres entérobactéries sont naturellement sensibles aux aminosides. La
résistance observée est peut étre due a une mutation du site ribosomal, site de fixation de
I’ antibiotique, modification des porines, atération du transport actif, mécanisme d’ efflux
actif, modification enzymatique de I'antibiotique qui est le mécanisme le plus fréquent
(Nguyen et Lambert, 2012).

% Lacolistine
Concernant la colistine, notre étude a révélé 44,5% (50/112) des souches d’E. coli

résistantes.
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L’ éude de Mezghani et coll. (2012), réalisée en Tunisie, montre une augmentation de la
résistance des Entérobactéries ala colistine. E. coli présentait un taux faible (12.9%) par
rapport a notre éude.

L'exposition préalable a la colistine a été considérée comme le principa facteur de risque

pour |'acquisition de la résistance a cet antibiotique (Mezghani et coll., 2012).

% Nitrofuranes
Au cours de notre éude, 2 /112 soit (1,2%) des souches d'E. coli présentent une
résistance ala nitrofurane.
Le taux de résistance obtenu est faible par rapport a celui rapporté par Magliano et coll.
(2011) en Italie, sur une période de trois mois (4,9% soit 458 /9344). L’ étude réalisee a
Madrid par AlGs et coll. (2005) n’a rapporté aucune souche d’E. coli (0/112) résistante a cet

antibiotique.

2. Profil derésistance d’ Enterobacter sp
Nous avons testé la sensibilité de 11 souches d’ Enterobacter vis-a-vis de 12 antibiotiques.

Les résultats des taux de résistance sont donnés dans | e tableau ci-dessous.

Tableau XI1 : Nombre de résistance des souches d’Enterobacter vis-a-vis des
antibiotiquestestés

ATB | AMX |AMC | AMP | CTX IMP | GN AN CIP | OFX | COT | NIB CS
Fréeg | 11 7 8 0 0 0 1 0 0 2 0 2

ATB : antibictique, Fréq : fréquence, AMX : amoxicilline, AMC :amoxicilline-acideclavulanique, AMP: ampicilling, CTX :
cefotaxime, GN : gentamycine, AN : acide nalidixique, CIP : ciprofloxacine, OFX : ofloxacine, COT : cotrimoxazole, NIB :

nitrofurane, CS: colistine.

Concernant les souches d’ Enterobacter (n=11), toutes éaient sensibles a la Gentamicine,
alaCiprofloxacine, al’ ofloxacine, al’ Imipenéme et au Céfotaxime.

Nous avons noté une résistance totale pour |I’amoxicilline (100 %), I’amoxicilline-acide
clavulanique (100 %), I’ampicilline (80%).

Deux souches d’ Enterobacter présentaient une résistance a la cotrimoxazole, la colistine

et une seul al’ acide nalidixique.

b
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Enterobacter sp est naturellement résistante a I’amoxicilling, I’amoxicilline + acide
clavulanique, par production d’une céphal osporinase chromosomique. (CA-SFM, 2010).

3. Profil derésistance des autres bactériesa Gram négatif
Nous avons testé 8 autres bactéries a Gram (-) vis-a-vis de 12 antibiotiques et les résultats de
la résistance sont présentés dans | e tableau ci-dessous

TableauXII1 : Profil derésistance des autres bactériesa Gram négatif isolées

Antibiotiqgue | AMX | AMC | AMP | CTX | IMP | GN | AN | CIP | OFX | COT | NIB | CS

Klebsiela 5 5 5 1 0 1 2 1 0 2 0 2
pneumoniae

Citrobacter 1 0 2 0 0 0 1 0 0 1 1 1
sp.

Proteus sp. 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1

Les 5 souches de K. pneumoniae sont résistantes & |’amoxicilline, I’amoxicilline-acide
clavulanique et I’ ampicilline.
K. pneumoniae est naturellement résistante aux aminopénicillines (AMX, AMP, AMP) et

celapar production d' une B-lactamase chromosomique (SHV-1) (Bryskier, 1999).

Les 2 souches de Citrobacter sp. testées, étaient sensibles a tous les antibiotiques

exceptés e cotrimoxazole, lacolisting, | acide nalidixique, ampicilline, amoxicilline.

On a observé pour I’unigue souche de Proteus sp. testée, une résistance ala colistine
(résistance naturelle) (CA-SFM , 2010) et une résistance a I’ acide nalidixique, I’ ofloxacine

et le Cotrimoxazole ains qu’au nitrofurane.

4. Profil derésistance de Staphylococcus aureus
On atesté 11 souches de Sapylococcus aureus vis-aVvis des onze antibiotiques et les

résultats de la résistance sont présentés dans le (tableau XI11)

-
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Tableau XIIII : Profil de résistance des souches des Staphylococcus aureus isolées
(N=11)

ATB OX |VA |[CD SP |CIP | PT E OFX | FOX | GN | SXT
Nombre 7 7 5 3 3 4 4 3 9 &) &)

OX :oxacilline, VA : vancomycine, CD : clindamycine, SP :spiramycine, CIP :ciprofloxacine, PT : pristinamycine, E:

erythromicine, OFX : ofloxacine, FOX : cefoxitine, GN : gentamycine, SXT : cotrimoxazole

Nous avons noté une résistance élevée de S aureus aux f-lactamines (céfoxitine (9/11),
I’ oxacilline (7/11)) et lavancomycine (7/11 %) qui peut étre liée ala modification de lacible
par |’ acquisition des genes qui codent des variants de PLP (Proteine Liant la Pénicilline) ayant
une faible affinité pour les B-lactamines (Cavallo et coll., 2004), et par production de
pénicillinase (Chambers, 1988 ; Nour et coll., 2005 ; Drugeon, 2006).
Saphylococcus aureus est un germe habituellement sensible aux glycopeptides
(vancomycine). La résistance observée est peut étre due a une modification du précurseur du
peptidoglycane (Nauciel et Vildé, 2005).

Une faible résistance est observée vis-a-vis des autres antibiotiques.

5. Profil derésistance des autresbactériesa Gram positif
Nous avons testé 6 autres bactéries a Gram (+) vis-a-vis de 11 antibiotiques et |es résultats de
la résistance sont présentés dans | e tableau ci-dessous

Tableau XI11111 : Profil derésistance des autres bactériesa Gram positif isolées:

Antibiotique OX VA |CD S [ CIP [PT | E OFX | FOX |GN | COT

Staphylococcus a | O 3 1 1 0 1 1 &) 1 0 2
coagulase (-)
Staphylococcus | 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0
saprophyticus

Les 5 souches de Saphylococcus a coagulase (-) isolées présentent une sensibilité
relativement absolue vis-avis de I’oxacilline, ciprofloxacine et gentamycine. Une faible

résistance a été observée pour les autres antibiotiques.

o
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bY

La seule souche de Saphylococcus saprophyticus testée, était resistante a |'oxacilline,
cefoxitine, gentamycine et les macrolides (SP,PT ,E), ainsi que la vancomycine.

V. Détermination des phénotypes de résistance aux p-lactamines chez les
entérobactéries
1. BLSE

Il aétéréaisé pour les entérobactéries qui présentaient une résistance aux céphal osporines de

3°™ génération (Céfotaxime). Les souches productrices de BLSE sont énoncées dans le

tableau ci-dessous

Tableau XIII11I : Résistance des souches d’entérobactéries aux antibiotiques testées et
lesrésultats du DD-test

Code | Souche AMC | AT CAZ | CTX FOX Image de synergie
4216 E. coli R R R R S Oui

H1278 | E. coli R R R R S Oui

4181 E. coli R R R R S Oui

4328 | E. coli R S R R S Oui

H834 | E.coli R R R R S Oui

4143 E. coli R R R R S Oui

7877 K. pneumoniae ' R R R R S Oui

19525 | E. coli R R R R S Non

19523 | E. coli R S R R S Non

2229 E. cali R R S R S Non

2837 E. coli R R S R S Non

H1076 | E. coli R S S R S Non

H1280 @ E. coli R S S R S Non

6709 E. cali R R S R S Non

7512 E. coli S S S R S Non

R: résistant, S: sensible, AMC : amoxicilline-acide clavulanique, CTX: céfotaxime, CAZ: ceftazidime, AT: aztréonam,
FOX: céfoxitine .
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D’aprés le (tableau VIIIII), 7souches incluant 6 souches de E. coli, 1 souche de K.
pneumoniae, présentent une image de synergie entre CTX e AMC indiquant la présence
d une BLSE (figure8). Pour les autres souches, aucune image de synergie n’a été observée
(figure9).

La résistance des 6 souches de E. coli et de |’unique souche de K. pneumoniae aux
céfotaxime alors qu'ils sont naturellement sensible est donc du a une production de Béta

lactamase a spectre étendu (BLSE).

Selon Vodovar et coll (2012), la production de BLSE est en augmentation puisque une
étude realisé en France évaluait en 2006 que 1,1 % des entérobactéries isolées de
prééevements en communauté a visée diagnostique étaient productrices de BLSE. Cette
proportion est en augmentation car en 1999, cette prévalence était estimée a 0,3 % (Vodovar
et coll., 2012).

Figure 8 : Résultat du DD- test Figure9: Résultat du DD-test
(présence de synergie) (absence de synergie)

2. Carbapénemase

Il a été réalisé pour les 5 souches d entérobactéries qui présentaient une résistance a
I'imipenéme. Le test de Hodge permet la mise en évidence d'enzyme a activité

carbapénémase.

Toutes les souches d'E. coli testées se sont révél ées négatives (figure 10)

29
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Témoin positif

Souche a testée

Témoin négatif

Souche a testée

Figure 10 : Reésultat du test de Hodge

La résistance intermédiaire a I'imipenéme des souches d'E. coli n'est pas due a une

production de carbapénémase.

Plusieurs mécanismes peuvent intervenir pour cette résistance acquise a I’imipeneme: la
modification de la cible ou la modification de la barriére de perméabilité. Ce dernier
mécanisme, implique soit la mise en place de pompes a efflux, soit une diminution du flux
entrant d’ antibiotiques par I'intermédiaire des porines (Lee et coll., 2001).

|
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Conclusion et perspectives

Au terme de cette étude qui s est déroulée au niveau du laboratoire Moualek du 22 janvier
au 4 avril et qui a porté sur 148 souches isolées a partir de prélévements urinaires chez 938

patientes, nous avons pu :

D’une part identifier les différentes souches incriminées dans les infections urinaires
communautaires.

D’ autre part établir leur profil de résistance vis avis des antibiotiques couramment utilises

Dans |’ensemble des résultats, il se dégage :

Une prédominance des bacilles a Gram négatif représentés par les entérobactéries
(88,5%), tandis que les cocci a Gram positif ont été isolées dans 11,5% des cas. Le germe le
plus représenté est Escherichia coli avec 75,7%, suivi d’ Enterobacter sp. et Saphylococcus
aureus avec des taux de 7,4% ;

Selon I’enquéte qui a éé réalisée nous constatons que les facteurs de risque les plus
retrouvés chez les patientes présentant une infections urinaire sont dominés par : L’activité

sexuelle chez les femmes mariées (53/80) suivi par le diabéte (25/80).

L’ éude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques, a révélé une résistance des
entérobactéries aux aminopénicillines qui est un phénomene croissant. Néanmoins ces
bactéries présentent une résistance faible aux nitrofuranes (2/148); I'imipeneme (5/148) ;
aminosides (12/148) ainsi qu’ aux céphal osporines de 3™ génération (15/148).

Les résultats du DD-test ont montré que 7/15 des souches (6 E. coli et une K. pneumoniae)
résistantes aux céfotaxime sont productrices de BLSE.

Notre étude confirme |’ augmentation de la résistance aux antibiotiques des entérobactéries
en pratique de ville.

Concernant la sensibilité des staphylocoques aux antibiotiques, nous avons déterminé une

résistance élevée aux céfotaxime (11/17) ains qu’alavancomycine (11/17).

L'usage des antibiotiques doit étre rationnalise et guidé par les données de
I’ antibiogramme en tant que possible afin de limiter I’émergence de souches résistantes
compliquant encore plus la prise en charge des infections urinaires d’'ou |’intérét d une
surveillance continue et systématique de la résistance des souches aux antibiotiques. Cette

surveillance basée sur des éudes épidémiologiques prospectives nécessitant la coopération

2
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permanente entre cliniciens et microbiologistes pour un double objectif : thérapeutique et

prophylactique.

Cependant, ces résultats restent préliminaires et nécessitent leur élargissement sur une
population plus vaste représentative de la région. L’isolement d’'un plus grand nombre de
souches sur plusieurs années permettra un suivi de larésistance au fil du temps dans la région

de Bgaia.
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Questionnaire

Date de préléevement : Age: code:

Marié: oui/non

M énopause : oui/non

Diabétique : oui/non

Enceinte: oui/non

Hospitalisation dansles 6 mois précédants : oui/non
Antibiothérapie dansles 6 mois précédants: oui/non
Avez-vousdégaeu unel TU ? oui/non :

Soucheidentifiée :
Confirmation del’identification :

Résultat de |’ antibiogramme:
ATB
SOUCHE

R/S

Résultat de |’ antibiogramme complémentaire::
ATB

SOUCHE
R/S

Résultat du DD-test :
Phénotype derésistance:
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Tableau | : résultats del’antibiogramme des bacillesa Gram(-)

Code Souches NIT |CS |[CIP|IPM | NA | COT |CTX | AMP CN | AMX OFX AMC
18159 | Enterobacter | S S S S S S S R S R S R
P
18278 | Enterobacter | S S S S S S S R S R S R
P
19617 | Enterobacter | S S S S R S S S S R S S
P
19861 | Enterobacter | S S S S S S S R S R S R
P
2524 | Enterobacter | S S S S S R S R S R S R
P
2312 | Enterobacter | S S S S S R S R S R S R
P
3346 | Enterobacter | S S S S S S S S S R S R
P
4414 | Enterobacter | S S S S S S S S S R S S
P
4927 | Enterobacter | S R S S S S S R S R S S
P
C809 Enterobacter | S R S S S S S R S R S S
P
18269 | Enterobacter | S S S S S S S R S R S R
P
7511 | Citrobacter R R S S R R S R S S S S
P
19473 | Citrobacter S S S S S S S R S R S S
P
1161 | Proteus sp R R S S R R S S S S R S
9 | Klebsiella S S S S S S S R S R S R
pneumoniae
3382 | Klebsiella S S S S R R S R S R S R
pneumoniae
4139 | Klebsiella S S S S S S S R S R S R
pneumoniae
7877 | Klebsiella S R R S S R R R R R S R
pneumoniae
9504 | Klebsiella S R S S S S S R S R S R

pneumoniae
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AMX | OFX | AMC

AMP | GN

SXT | CTX

NIB | CS CIP IPM | NA

Souche

Code

R

S
S
S
S

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S

18143 | E. coli

18654 | E. coli

M2235 | E.co
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S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S

(S

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S

DJ125 | E. coli

H1046 | E. col

H1076 | E. coli

H1161 E.co

H1157 | E.co

H1233 | E. coli

H1280 | E. coli

H1269 | E.co

H1278 | E. coli



C763
7050
7103
7274
6934
7512
7661
7636
7905
7808
M82
7857
7755
8090
7915
M190
H1487
H1464
8717
8875
9074
8738
9240
9239
9812
5018

Annexes

. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli

mmmm{mmmMmmMmmMmmmmMmmMmMTmMmmMMIMMM MMM M M M
N ounuounnonmounounnoumounoununononunounonounmonunnonounon
A n wn A0 OO0 0N A0 O 000DV OD0NDONVDIOND OO
TN n n n nlDAO nNnn nun nondnlnn3JdonnBnon
nNunnnunnonnnunnounounonounnonnnndononononon
NN AT VOO nonaonnonunonononD0n 0 nn
NN AT ONOOOODBIODO OO IO naOown DO n D
Nnununnnonunoumnnonmununnnonununnonannonoumnon
Nn a0 nNn 000N KOO00D0NDAIONAONDAONAOND AT N OO 0n D
N unadnnonnnonnounononunnononnondnononnon
WA 00D 0ADNONDONINAONAITNION I N OO 0n AL
T n onmnndounonnDnoumnnZnounonIJdonBnon

AMX :amoxicilline, AMC :amoxicilline-acideclavulanique, AMP:ampicilline, CTX : cefotaxime, GN :gentamycine, AN :
acide nalidixique, CIP :ciprofloxacine, OFX :ofloxacine, SXT : cotrimoxazole, NIB : nitrofurane, CS: colistine

Nn a0 n 000N IDO0NDNINAON T NDIONDOBDVAIOADO0n D
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Tableau |11 : résultats de I’ antibiogramme chez les Cocci a Gram(+)
Code Souche OX | VA CD CIP OFX | FOX | CN COT
19222 | Saphylococcus S S S S S S S S
coagulase (-)
H752 Saphylococcus S S S S R S S S
coagulase (-)
6595 | Staphylococcus S R S S R S S R
coagulase (-)
C720 Saphylococcus S R S S R S S R
coagulase (-)
H1572 Saphylococcus S R R S S R S S
coagulase (-)
H524 Staphylococcus R S S S R R S R
aureus
19991 | Staphylococcus R S R R S S S S
aureus
H770 Staphylococcus S R S S S R S S
aureus
1932 | Saphylococcus R S S S S R S R
aureus
2059 | Staphylococcus R R R R R R S S
aureus
3754 | Stapylococcus R R R S S R S S
aureus
4222 | Staphylococcus R R R S S R R S
aureus
4856 | Saphylococcus R R R S R R R S
aureus
5648 | Stapylococcus S R S S S R S S
aureus
H1413 Stapylococcus S R S R S R R S
aureus
9742 | Staphylococcus S S S S S S S R
aureus
4744 | Stapylococcus R R R S R R R S
saprophyticus

OX :oxacilline, VA : vancomycine, CD : clindamycine, SP :spiramycine, CIP :ciprofloxacine, PT : pristinamycine, E:

erythromicine, OFX : ofloxacine, FOX : cefoxitine, GN : gentamycine, COT : cotrimoxazole
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Compostions des milieux de cultures (pour 1L d’eau distillée)
.  Milieux gélosés

Mueéller- Hinton

Extrait de viande 29

Hydrolysat acide de caséine 17,59

Amidon 1,59

Géose 10g
Ph=7.4

Géose Nutritive

Peptone trypsique 159
Chlorure de sodium (NaCl) ou Chlorure de potassum  5g

Agar 15a20g
Macération de viande qsp 1000 ml

Autoclaver 2120° C pendant 15 min.

Ph=7
Gélose CHROMagar Orientation
Chromopeptone 16,1 g
Mélange chromogene 1,39
Gélose 15,09
Ph=6,9+0,2

[I. Milieux liquides
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Urée-Indole

Tryptophane

Phosphate mono potassique
Phosphate bi potassique

Chlorure de sodium

Urée

Alcool 495°

Solution de rouge de phénol 1p.100

Ph=6.7
Clark et Lebs
Peptone
Phosphate dipotassique
Glucose
Autoclaver 20 mn al20 C°.
Ph=7

Eau physiologique
Chlorure de sodium
Eau distillée
Autoclaver 20 mn a120 C°

Eau péptonée

Peptone exempte d'indole

Chlorure de sodium

Ph=7.2

39

1g

1g

59
20g
10 ml
2,5ml

10g

29

=)

99

1L

10,0g

509
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1. Réactifs
Kovacs (réactif pour révélation d’ uréase)

Alcool amylique ou isoamylique
p.diméthylaminobenzal déhyde
Acide chlorhydrique concentré
Conserver a+4 C°.

VP I

a-Naphtol

Alcool éthylique a 60 %

VP I
NaOH 4N

Conserver dans un flacon opaque au réfrigérateur.

150 ml
10g

50ml

100ml
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ANNEXE |V

Diameétres des zones d’inhibition pour les entérobactéries édités par le CASFMF, 2010

Antibiotique
Amoxicilline
AmoxicillinetAcide clavulanique
Ampicilline
Céfotaxime

| mipenéme
Gentamycine
Acide nalidixique
Ciprofloxacine
Ofloxacine
Cotrimoxazole
Nitrofuran
Colistine

Abréviation
AM X
AMC
AMP
CTX
IMP
GN
AN
CIP
OFX
COT
NIB
CS

S
>21
>21
>19
>26
>24
>18
>20
>25
>25
>16
>15
>15

<16
<16
<16
<23
<17
<16
<15
<22
<22
<13
<15
<15
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Diamétres des zones d’inhibition pour les staphylocoques édités par le CASFMF, 2010.

Antibiotique

Oxacilline
Cefoxitine
Gentamycine
Ciprofloxacine
Ofloxacine
Spiramycine
Erythromicine
Pristinamycine

Clindamycine

Vancomycine
Cotrimoxazole

Abréviation

OX
FOX
GN
CIP
OFX
SP

E

PT
CD

VA
SXT

S

<20
<25
<20
<22
<22
<19
<19

<19
<17

<13



Résumé:

Notre travail mené au laboratoire d analyse médicale Moualek durant la période du 22
janvier au 4 avril aévalué lafréquence d'isolement et le niveau de résistance des bactéries
responsables d’infection urinaire communautaire chez les femmes vis-a-Vvis des antibiotiques
utilisés. Elle a porté sur 938 patientes présentées au laboratoire pour un examen
cytobactériologique des urines (ECBU), 148 répondaient aux critéres d'infection urinaire.
Les microorganismes étaient surtout des entérobactéries (88,5 %), avec Escherichia coli en
téte (75,7 %). Les Gram positifs (11,5%) étaient dominés par Saphylococcus aureus (7,4 %).
La fréquence de la résistance des souches d enterobacteries aux aminopenicilline est tres
élevée par rapport aux autres antibiotiques. La résistance aux céphalosporines de troisiéme
génération par production de bétalactamase a spectre éendu éait présente chez 6souches
d’E. coli et une souche de K. pneumoniae.

Les Gram positifs présentaient une résistance élevée a la vancomycine et la céfoxitine
Av17).

Vu les différents fréquences de résistance des bactéries isolées, notre éude confirme
I’importance croissante des résistances des bactéries rencontrées en pratique de ville et
I’importance d’ un suivi régulier de cette évolution.

MOTSCLES: Infection Urinaire, Communautaire- ECBU - Résistance-BL SE, Bactérie

Abstract:

Our study led to the medical analysis laboratory Moualek during the period from January 22
to April 4 evaluated the frequency of isolation and the level of bacterial resistance responsible
for community urinary tract infection (UTI) in women to antibiotics frequently used.

In al 938 patients presented to the laboratory for a urine analysis, 148 met the criteria for
UTIl. The most microorganisms isolated were the Enterobacteriaceae (88.5%), with a
majority of Escherichia coli (75.7%). Gram-positive (11.5%) were dominated by
Staphylococcus aureus (7.4%).

The aminopenicillin resistance of enterobacteria strains is very high compared to other
antibiotics. Resistance to third-generation cephal osporins by production of extended-spectrum
beta-lactamase was present in 6strains of E. coli and a one strain of K. pneumoniae.
Gram-positive bacteria presented high resistance to vancomycin and cefoxitin (11/17).
Our study confirms the growing problem of bacterial resistance encountered in community
and the importance of regular monitoring of this resistance
Key-words: Urinary Tract Infection, Community, Resistance, ESBL, Bacteria
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