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INTRODUCTION

Les infections urinaires de I'adulte représenteninotif trés fréquent de
consultation et de prescription médicale en praticpurante. Les voies urinaires
représenteraient en effet, le second site d’infedbiactérienne communautaire apres
I'appareil respiratoire (Tassouikat, 2014).

Les infectiongdu tractus urinaire sont souvent dues a des erstétéies
principalemen&scherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Proteus spp (Lo et al.,
2012).P. mirabilis peut alcaliniser les urines et étre responsabléhiases grace a
son uréase puissante. Ces lithiases se compoademhe du matériel étranger qui
permet a l'infection de devenir chronique, entrafransi une destruction progressive
du parenchyme rénal.

L’antibiothérapie des infections urinaires a pout [kéradication des germes
dans le tractus urinaire normalement stérile. Btnar efficace, I'antibiotique choisi
doit remplir plusieurs criteres : I'efficacité matriologique sur la bactérie en cause et
la bonne diffusion dans le site de l'infectionddlit aussi étre bien toléré, peu toxique,
d’administration facile et si possible peu onéreux.

Initialement, le choix de I'antibiothérapie estigent probabiliste : il tient
compte de I'épidémiologie bactérienne habituelle idéections communautaires ou
associées au soin de I'appareil urinaire (typeattdvie, sensibilité aux
antibiotiques), des traitements antérieurs recusegaatient et des données cliniques
(existence de signes de gravite, facteurs de ridgummplications ou non, site de
l'infection). Aprés identification du germe, le dkale I'antibiotique doit étre adapté a
I'antibiogramme en choisissant un antibiotiquecgftie, & bonne diffusion et avec un
spectre le plus étroit possible (Chausszide., 2013).

L’émergence et la diffusion des mécanismes detedgis acquise au sein des
especes bactériennes limitent aujourd’hui lescatihns d’'un certain nombre
d’antibiotiques de premiere intention. La surveitla de ces mécanismes de
résistance est nécessaire pour verifier la valai& protocoles de traitement de
premiere intention et de proposer d’éventuellesumasssusceptibles de contréler
cette évolution.

Les profils étiologiques et de sensibilité aux laiptiques des bactéries sont
susceptibles de varier dans I'espace et le teropd'idhportance d'une surveillance

réguliere.



INTRODUCTION

Les souches multirésistantesRlemirabilis produisent généralement a spectre
étendu des B — lactamases ou de la céphalospomapC — type et des
carbapénemases rarement, et leur prévalence daasisenilieux est relativement
élevé (Mok Sohn ail., 2010).

Le but de notre travail est d’étudier les comisioas d’antibiotiques efficace
contreProteus Mirabilis et cela pour les antibiotiques suivant : Céfazgline
ampicilline, pénicilline G et Amoxicilline.

Notre étude comporte quatre chapitres. Le prepri&sente une étude
bactériologique deroteusMirabilis. Le deuxieme chapitre présente un rappel sur
les antibiotiques, quant au troisieme chapitrprésente les matériel et méthodes.
S’ensuit un quatrieme chapitre dédié aux résudththscussion. Le tout est
couronné par une conclusion et des recommandations.



Proteus Mirabilis

CHAPITRE | : ETUDE BACTERIOLOGIQUE DE PROTEUS MIRABILIS
[.1 - INTRODUCTION

Proteus mirabiligst une bactérie qui se trouve dans le tube digeshain. Bien que
ce soit une partie de la composition normale deektin humain, il peut également
provoquer des problémes graves, tels que divemsstginfections du tube digestif. Les

infections urinaires sont la manifestation la ghésjuente des infections a Proteus.

Proteus mirabilis provoque approximativement 90% des infections atdes et est

considérée comme une infection contagieuse (1).
[.2- HISTORIQUE

Proteus mirabilisa d'abord été découvert par un pathologiste alldnrommeé
Gustav Hauser (Williams et Schwarzhoff, 1978). Hawsnommé ce genre Proteus, aprés
le caractere dans I'Odyssée d'Homere qui étaiibdranger de forme et de se soustraire a
étre interrogé (Williams et Schwarzhoff, 1978), mom qui semble en relation avec une

étrange capacité de cet organisme d'éviter lersgsigmunitaire de I'héte.

P. mirabilis est une bactérie en forme de batonnet Gram négatgfeut étre trouvé
dans le cadre de la microflore dans l'intestin ham@et organisme est un pathogene qui
est généralement inoffensif, mais qui devient usbfgme quand il entre en contact avec
de l'urée dans les voies urinaires. A partir del'ildfection peut se propager a d'autres
parties du corps. Elle est 'une des especes die ganoteus responsable de causer des
infections des voies urinaires chez des milliers pgesonnes chaque année dans les
hopitaux. P. compte mirabilis pour la plupart degections des voies urinaires qui
surviennent en milieu hospitalier et quatre-vingt gour cent des infections Proteus
(Gonzalez, 2006). Ses codes du génome pour au moifecteurs d'adhésion rendant cet
organisme extrémement collant et motie. mirabilis teste indole-négatif et il peut étre
facilement identifiable dans une plaque de gélasesang par la formation d'anneaux

concentrigues de son mouvement d'essaimage (Lwuaid £975).

Les infections des voies urinaires (IVU) sont tdésiloureuses et peuvent devenir
mortelles si l'infection se propage a d'autresesysts dans le corps. Aprés la pneumonie,
les infections des voies urinaires sont le probldmelus fréquent chez les patients

hospitalisés a long terme. Ces infections sontlds @n plus difficiles a traiter parce que
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quarante-huit pour cent dB. mirabilis souches sont résistantes a l'amoxicilline, la

pénicilline, les fluoroquinolones et d'autres aiotiigues de l'activité a large spectre.

Le pH de l'urine est habituellement neutre ou régent acide, mais lorsque le
patient porte un cathéter pour des périodes prélesmgde dépodts cristallins de temps a
partir de I'urine forment une crolte autour du étghet obstrue I'urine de se déplacer a
travers l'uretre. Les cristaux incrustés sur lené&@r donnent & Proteus mirabilis la
possibilité de coloniser en grand nombre et d'Hydes I'urée, ce qui augmente le pH de

I'environnement grace a la production ou de I'amawo(Stickler et al., 2004).

|.3-CLASSIFICATION DES PROTEUS

Regne :Bacteria

Embranchement: Proteobacteria

Classe: Gammaproteobacteria

Ordre : Enterobacteriales

Famille : Enterobacteriaceae

Genre :_Proteus

Espéece Proteus mirabilis

(Garrity et al.,2005)

|.4- ETUDE BACTERIOLOGIQUE DE PROTEUS MIRABILIS

I.4.1- Caractéristiques générales

Les bactéries du genRroteussont des bacilles (en forme de batonnets) Gram
négatif aérobies mobiles qui font partie de la femides entérobactéries. Les
entérobactéries mesurent habituellement de 0,8 arh,de large par 0,6 a 6,0 um de long.
Il s’agit de bactéries uréase positives capablessdimage lorsqu’elles sont cultivées en
milieu solide. Elles font partie de la flore gasintestinale normale de I'hnumaifAbbott,
2007).

1.4.2-ECOLOGIE ET HABITAT

P. mirabilis peut étre trouvé comme un micro-organisme vivédmeinent dans le
sol et l'eau. Elles sont normalement trouvées dansactus gastro-intestinal de I'étre
humain (Coker et coll., 2000). Certains pensent Buenirabilis a acces a la vessie en
infectant la zone péri — uretrale (Coker et alQ®O0P. mirabilis provoque des infections
des voies urinaires principalement par cathéteabitdellement, I'appareil urinaire peut se

débarrasser du microbe avant qu'il accumule, maisathéter empéche que cela se

4
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produise P. mirabilis peuvent ensuite adhérer a l'intérieur et l'extéridu cathéter,

formant des communautés de biofilms. Une fois @é&abkes microbes passent a travers
l'urétre par l'intermédiaire d'essaimage de la litéotie la vessie. P. mirabilis se lie a des
cellules épithéliales de la vessie ou il siege twadlement (Coker et al., 2000). P. infection
mirabilis peut aussi conduire a la production dasret la vessie pierres. Les bactéries
colonisent les pierres qu'ils forment, en les rehdaoins accessible a l'attaque des

antibiotiques (Pearson et al., 2008).
1.4.3- POUVOIR PATHOGENE CHEZ L'HOMME

» Proteus mirabilis peut étre responsableirdfections urinaires communautaires ou
nosocomiales grace a son uréase puissante qui peut alcalinerutines et étre

responsable de lithiases. Ces lithiases se commpoctamme du matériel étranger qui
permet a l'infection de devenir chronique, entrafrensi une destruction progressive du

parenchyme rénal.

* |l peut provoque Infections localisées surtouianées. Mais d’autres localisations sont

possibles (abces du cerveau, infections pleuraleérgonéales, infection de cathéter.....)

* Infections des voies respiratoires surtout ememihospitalier : infections ORL et

pneumopathies.

» Septicémies et bactériémies: l'isolement de tettéerie est possible dans les : - urines -

pus divers - hémocultures - selles ....)
[.4.4- CARACTERES BACTERIOLOGIQUES
a) Caractéres morphologiques et culturaux

Les Proteus spp sont des bacilles a Gram négatif, tres généralemmmbiles
(Figure 01), polymorphes, mesurant de 0,4 a 0,8 um de diansétrd0 pm a 80 um de
longueur. En milieu gélos®. mirabilisetP. vulgarispeuvent envahir la surface de milieu
en formant des ondes concentriqgues. Cet essaimagavarming, est d0 a la grande

mobilité de la bactérie.

L’envahissement des cultures par les Proteus peuté&luit par la présence dans le
milieu des sels biliaires ou de détergents, parogsement de teneur en gélose ou par une
diminution de la teneur en NaCl (milieu CLED) (Avet al.,2000).
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Figure 01 : motilité de Proteus mirabilis (Nicole 2013).

b) Caractéres biochimiques

Les Proteussont caractérisés par leur uréase trés activerdduption d’H2S,
d’'une gélatinase et leur pouvoir glucidolytiquebfai (Sougakoff eal., 2003 ; Avril etal.,
2000).

- Fermentation des sucres: glucose (+) ;

- Réduction des nitrates en nitrites: NO3+ ;

- Métabolisme du tryptophane en indole: indole (-)

- ONPG (-) ;

- Ornithine décarboxylase: ODC (+) ;

- TDA (+).
|.5- Pathogénése

Comme beaucoup d'autres agents pathogéhesirabilisa évolué de nombreux
facteurs de virulence qui sont importants pour pgmer des UTI et plusieurs de ces
facteurs semblent étre plus importants pour étdllvifection dans les différentes parties
des voies urinaires (Figure 02). Ces facteurs cemqant l'adhésion a accueillir des
surfaces muqueuses, les dommages et l'invasiotistes hotes, I'évasion des systéemes
immunitaires de I'néte, et l'acquisition du ferylh, ainsi ,des facteurs de virulence qui

sont cruciaux pour la colonisation réussie debagil urinaire.

L'expression de ces facteurs de virulence estprebablement spatialement et
temporellement régulée. La bactérie doit gagnetrée a I'appareil urinaire par l'urétre,
Voyage vers et coloniser la vessie, monter desrggtaux reins, coloniser les reins et

6
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maintenir l'infection. Dans certains cas, ce miarganisme peut, avoir accés a des
capillaires et établir des bactériémies.

IgA- degrading protease

T Fimbriae é
\ MR/P l PMF l ATF | NAF |
Hemolysin - — _

Urease

,__---4- [Ketn acid]3 Fe3+

\'\—\%r G pemminnn

ea NH3 -+ COZ

Amino acid

Flagella

Pyelonephritis
Flagella
Urease
Hemolysin
MR/P Fimbriac
IgA Protease

Ureters
Cystitis
Flagella Bladder
Urease

MR./P Fimbriae
PMF Fimbriae
IgA Protease

Urethra

Figure 2 : diagramme montrant des protéines produites paP. mirabilis qui sont connus ou

hypothétiques comme facteurs de virulence importantians I'appareil urinaire (Coker et al.,2000)
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CHAPITRE Il : LES ANTIBIOTIQUES.
[I.1-INTRODUCTION

Parmi I'ensemble des médicaments, l&biatiques sont sans aucun doute ceux qui
sont le plus largement associés a la révolutionicaldu XXe siécle. Parfois qualifiés de
« traitements miraculeux », ils ont contribué dd& que la science pouvait vaincre toutes
les maladies. Hélas, cette certitude n’est plusctdaité : les maladies infectieuses,
notamment virales, restent au premier rang desesads décés dans le monde et les
antibiotiques ont montré d’inquiétantes limites wispune dizaine d’années. Leur usage
impropre ou excessif a multiplié les cas de résaactérienne, rendant de plus en plus

difficile le traitement de certaines infections @él, 2015).
[1.2- HISTOIRE DES ANTIBIOTIQUES

[1.2.1-LA THEORIE DES GERMES

L'utilisation des plantes et autres produits naipour lutter contre les maladies
remonte a l'aube des temps. Les propriétés aniigegst de certaines plantes étaient
utilisées de fagcon empirique dans les pharmacdpgdisionnelles.

Les Egyptiens distribuaient, par exemple, dé #ak ouvriers des pyramides pour
les revigorer et les protéger.

Les Chinois employaient une forme d’immunisatpar laquelle ils inhalaient des
poudres séchées provenant des croltes de Iésiosdesapar la variole, aux alentours de
I'an 1000. Mais c’est seulement a la fin du XIXecte que le lien entre les maladies et les
microbes a été établi, et que les notions d'immatios, d’antitoxines et de bactériophages
sont apparues.

En 1875, Cohn publia une classification de baesédians laquelle il utilisait pour la
premiere fois la classificatidBacillus.

En 1879, Neisser attribua la blennorragie a un abier En 1880,Louis Pasteur
atténua l'effet de certains agents pathogenesevitsil afin qu’ils servent a immuniser
contre des maladies plutdt qu’a en causer. En IB8obold Smith démontra qu’il n’était
pas nécessaire que les micro-organismes soientesi@our provoquer leur capacité de
protection. En 1890, von Behring et Kitasato mirent évidence que des antitoxines

étaient présentes dans le sang d'individus quétsblissaient d’'un épisode de diphtérie(2).
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En 1915, Twort découvrit les bactériophages. Cesuléertes successives poséerent
les bases de la médecine moderne. L’acceptatiptudeen plus générale de cette « théorie

des germes » allait permettre quelques annéesgrtlita découverte des antibiotiques(2).

[1.2.2-LES PREMIERS ANTIBIOTIQUES

En 1889, I'Allemand Rudolf Emmerich fut le premiar effectuer des essais

cliniques sur une substance antibiotique, la pyoaye.
Découvert par hasard un an auparavant, cet actft da capacité de détruire de
nombreuses bactéries pathogénes, dont celles fievte typhoide, du charbon, de la
diphtérie, de la peste et des abces cutanés. Riatiérét soulevé par cette découverte
retomba rapidement, le médicament se révelanthlestt toxique. Il fut cantonné a des
utilisations externes sous forme de pommade psuldematoses.

Quelques années plus tard, Paul Ehrlich obtiriahes résultats sur la syphilis avec
un colorant associé a de I'arsenic, le salvarsan.

Mais la toxicité de la substance et ses effeteradgires importants relativiserent
cette efficacité.

Le milieu médical fourmillait alors de découverfgmnctuelles, d’essais cliniques,
de pistes explorées puis abandonnées. La chimagtieésemblait devoir émerger comme
une révolution dans l'art de traiter les maladiesis il restait encore aux médecins a
trouver le médicament « miracle», a la fois effecaet sans effets négatifs, car

I'enthousiasme du public risquait de disparaitre(2)

[1.2.3- FLEMING ET LA PENICILLINE

De nombreuses personnes doivent leur survie arleifine, soit directement, soit
parce que cette substance « miracle » a sauve eveurs parents ou grands-parents.
En 1887, le Francais Ernest Duchesne fut le preeni@marquer le pouvoir antibactérien
des moisissures du genPenicillium et a envisager des possibilités thérapeutiguess Ma
son travail, encore trop précurseur, n'eut pasuie.s
En 1928, a I'h6pital Sainte-Marie de Londres, letdar Alexander Fleming redécouvrit ce
phénomeéne. Alors qu'il effectuait des recherchedesistaphylocoques, il remarqua dans
'une de ses boites de Petri — ces petites badtedes utilisées pour tester la toxicité d’'un
produit sur une souche de bactéries que les calaigestaphylocoques proches de la
moisissurePenicillium étaient mortes. Il fut le premier a publier un @deisur les effets

antibactériens de la pénicilline(2).
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Quelques années plus tard, Howard Florey, ErnstirClet Norman Heatley
étendirent les travaux de Fleming ; ils réussieefaire produire et a purifier la pénicilline,
prouvant ainsi son intérét en tant que meédicameéxbrs que leurs recherches
commengaient a étre couronnées de succes, la SeGuetre mondiale fut déclarée. Le
projet fut déplacé aux Etats-Unis pour le présedes bombardements allemands, et les
travaux s’orientérent vers la fabrication en grangeantités de la moisissure produisant la
pénicilline. L'objectif était de pouvoir fournir umédicament pouvant traiter les nombreux
blessés dus a la guerre(2).

Le monde entier parla alors de la pénicilline ets#s effets miraculeux. Dans
I'inconscient collectif, les antibiotiques commerex# & devenir le remede aux maladies

infectieuses.

1.2.4-LA STREPTOMYCINE

La fin de la Seconde Guerre mondiale vit 'appamitd’un autre antibiotique
célebre, la streptomycine.

Produite par un micro-organisme vivant dans le Stleptomyces griseusegtte
substance fut découverte par Waksmad®8. Elle se révéla efficace contre les bactéries
de certainesfections courantes, de la méningite et, surtdetia tuberculose.

La streptomycine fut le premier véritable médicaheapable de lutter efficacement contre
cette maladie chronique, souvent fatale a I'époque.

C’est avec la streptomycine que les premiers phnénes de résistance furent
découverts. Certaines bactéries devenaient résstan cours méme du traitement, ce qui
ne s’était encore jamais remarqué. Comme, pauesllda streptomycine avait des effets
secondaires importants a hautes doses, les chesagsayérent de trouver des substances
chimiqguement proches, ce qui conduisit a la décaewie la néomycine.

A partir de 13, les chercheurs du monde entier releiude cesse de trouver de nouveaux
antibiotiques et de créer des variétées de semhégata partir des souches existantes, dans
le but d’une plus grande efficacitée.

En parallele, les bases de la médecine moderee,sn cortege de consommation
excessive d'antibiotiques, étaient posées. Souspiessions croisées du public, des
laboratoires pharmaceutiques et des pratigues alédjc la surconsommation

d’antibiotiques prenait son essor (2).
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[1.3- DEFINITION ET ORIGINE DES ANTIBIOTIQUES

Les antibiotiques se définissent comme des migdéceapables d'inhiber la
croissance ou méme de tuer des bactéries, samseaffbadte (cellules eucaryotes). Les
sources principales d'antibiotiques sont les chgnguis, mais parfois aussi les bactéries
(Van Bambeke edl., 2008).
[1.3.1- CIBLES BACTERIENNE DES ANTIBIOTIQUES

Pour pouvoir étre utilisable en pratique clinique,antibiotique doit se caractériser
par une action spécifique sur les germes viséssamsrber le fonctionnement des cellules
eucaryotes (héte). Un antibiotique devra donc &iéaht affecter une voie métabolique
absente ou peu active chez les eucaryotes maistiefiseaux procaryotes, ou atteindre
une cible spécifique aux procaryotes.

Les antibiotiques actuels peuvent se diviser gmobipes, en fonction de leur cible

pharmacologique(Van Bambekeatt 2008).

[1.3.1.1-ANTIBIOTIQUES ACTIFS SUR LA PAROI BACTERIE NNE

Les cellules eucaryotes animales ne possedemtepparoi. Les bactéries par contre
sont entourées d'une coque en peptidoglycan, potyde sucres réticulé par des ponts de
nature peptidique. Plusieurs classes d'antibiosigmeennent pour cible des enzymes
intervenant dans la synthése de cette paroi. Dettes catégorie, nous trouvons
- les B-lactames, qui inhibent la transpeptidatanenant dans la synthése de la paroi;

- les glycopeptides, qui se lient & un intermédidie synthese;

- quelques molécules dintérét mineur (fosfomyciogclosérine, bacitracine, acide
fusidique, polymyxine et, dans une certaine medaregomycine) (Van Bambeke &i,
2008).

[1.3.1.2-ANTIBIOTIQUES ACTIFS SUR LA SYNTHESE PROTE IQUES

Les ribosomes procaryotes ne sont pas constdaésmémes protéines que les
ribosomes eucaryotes, et ont d'ailleurs des caoefic de sédimentation différents [70S
pour les ribosomes procaryotes (50S pour la soiié-lourde et 30S pour la sous-unité
leégere) et 80S pour les ribososmes eucaryotesg606la sous-unité lourde et 40S pour la
sous-unité legere)].

Il existe des inhibiteurs:
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- de la sous-unité 50S, qui empéchent la fixatiom douvel acide aminé sur la chaine en
croissance (phénicolés) ou le transfert de la ehaincroissance du site A vers le site P

(macrolides, lincosamides, streptogramines) (VamiBzke etl., 2008).

- de la sous-unité 30S, qui empéchent ou pertuaehidison des aminoacyl-ARNt aux
ribosomes (tétracyclines, aminoglycosides; voirenstir la spécificité de l'action des
tétracyclines a ce chapitre).
[1.3.1.3- ANTIBIOTIQUES ACTIFS SUR LE METABOLISME D ES ACIDES
NUCLEIQUES ET DE LEURS PRECURSEURS

On distinguera les antibiotiques actifs d'une partla synthése des ARN et d'autre
part, sur la synthese des ADN ou de leurs préctsseu
- Les inhibiteurs de I'ARN polymérase sont repré&rpar la classe des ansamycines,
tandis que les inhibiteurs de I'ADN-gyrase regroupkes quinolones. Ces 2 familles
d'antibiotiques doivent leur spécificité d'actionxadifférences qui existent entre les
enzymes procaryotes et eucaryotes et qui permédteatonnaissance spéecifique d'un type
de cible exclusivement.
- Les sulfamidés agissent sur la synthése de dédolijue, un cofacteur de la synthése des
bases puriques et pyrimidiques a incorporer dassadédes nucléiques. Leur spécificité
d'action provient du fait que les eucaryotes néhstisent pas d'acide folique.
- Les diaminopyridines inhibent la réduction decile folique en tirant parti de la
difféerence de sensibilité de la dihydrofolate rédse bactérienne par comparaison avec
I'enzyme des cellules eucaryotes (Van Bambelak,62008).

[1.3.1.4-ANTIBIOTIQUES INHIBITEURS DE VOIES METABOL IQUES

Chez les procaryotes, le métabolisme procede s w@s variées car ils ont acquis
une capacité d'adaptation a la vie dans des milexritifs et des conditions de survie trés
différents des eucaryotes. Malgré ce fait, le nad® molécules d'antibiotiques agissant a

ce niveau et utilisables en clinique est tres tdan Bambeke atl., 2008).

11.3.1.5- ANTIBIOTIQUES ANTI-ANAEROBIES

Certaines bactéries sont capables de vivre enraraéen utilisant des voies
d'oxydo-réduction indépendantes de l'oxygéne, etvgrd atteindre des niveaux de
potentiel rédox nettement plus bas que chez lesrgoies. Ceci permet l'activation

métabolique spécifique de certaines molécules, mmasinitroimidazoles, et leur confere
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un effet particulier sur ces organismes (et d'auparasites anaérobies) (Van Bambeke et
al., 2008).
11.3.2-PARAMETRES PHARMACODYNAMIQUES
11.3.2.1- ANTIBIOTIQUES BACTERIOSTATIQUES OU BACTER ICIDES

Les antibiotiques peuvent étre distingués sur baskype d'activité qu'ils exercent.
Un antibiotique bactériostatique arréte la croissames bactéries. Un antibiotique
bactéricide tue les bactéries.

La distinction entre les deux types d'activité tpseifaire en comparairt vitro la
CMI (concentration minimale inhibitrice) et la CMBoncentration minimale bactéricide).
Un antibiotique peut étre considéré comme bacti&itdrsque sa CMB est sensiblement
égale a sa CMI. Un antibiotique dont la CMB ess tsapérieure a la CMI, de telle sorte
que sa concentration au site d'infectionvivo ne permet pas d'atteindre la valeur de la
CMB, sera considéré comme bactériostatique (Vantig&metl., 2008).

a)Définitions

* CMI (concentration minimale inhibitrice) : comgeation minimale en antibiotique
inhibant la croissance macroscopique visible d'soeche donnée dans le standard de
mesure. Il existe un standard de référence derdétation en milieu solide et la méthode

en milieu liquide.

« CMB (concentration minimale bactéricide) : camication minimale en antibiotique
conduisant a un taux de survie 0,01% (soit 10-4imeculum de la souche testée dans le
standard de mesure. Il existe deux méthodes classide détermination : une en milieu

solide et une en milieu liquide (Perrin, 2015).
[I.4- LA RESISTANCES AUX ANTIBIOTIQUES

L'utilisation massive et répétée d’amtiiues en santé humaine et animale généere
au fil du temps une augmentation des résistanceg@rennes. En effet, les antibiotiques
agissent non seulement sur leur cible spécifiqudyalctérie responsable de l'infection a
traiter, mais également, pour la majorité d’entu,esur d’autres cibles telles que les
bactéries commensales du tube digestif qui sonbdetgries utiles et non pathogenes. Or,
toutes les bactéries sont susceptibles d'acquéss dapacités de résistance aux
antibiotiques. Ainsi, la prise d’antibiotique, ré@e ou ponctuelle, peut conduire a
I'’émergence de bactéries résistantes qui vont ecledrtraitements antibiotiques ultérieurs

moins efficaces, pour le patient chez qui ellesaagipsent, mais également pour la
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collectivité quand elles diffusent dans I'enviromment et se transmettent a d’autres
patients (Carlet et Shlemmer, 2015).

[1.4.1- DEFINITION DE LA RESISTANCES AUX ANTIBIOTIQ UES:

La résistance aux antimicrobiens est un termeddait relatif. En effet, il existe un
grand nombre de définitions pour I'expression 4stéace bactérienne aux antibiotiques»,
qui sont basées sur différents critéres (génétjghexhimiques, microbiologiques et
cliniques) et qui ne se recoupent pas forcémers. définitions les plus fréquemment
employées se fondent sur les criteres microbiolaggq(résistance in vitro) et sur les
criteres cliniques (résistance in vivo). Selon &irdtion microbiologique du terme, une
souche est dite résistante lorsqu’elle se cultiverésence de concentration plus élevée en
antibiotique comparativement a d’autres souchesluyusont phylogénétiquement liées.
Par conséquent, la résistance est une propriétéequeeut étre étudiée que par comparaison
d’au moins deux souches, dont I'une de référeneevesd appelée souche sauvage et
développée en laboratoire a partir d’individus @vék dans la nature, d'une méme espéce
ou d’'un méme genre, cultivées dans les mémes aomglitSelon la définition clinique, une
souche est qualifiée de résistante lorsqu’elleisaria thérapie antibiotique mise en place.
En outre, il est important de signaler, qu’en ctinds in vivo, la capacité de résistance ou
de sensibilité de la souche a la thérapie antirhierme mise en place sera dépendante de
différents parameétres, tels que la localisation lalebactérie, le dosage et le mode
d’administration de I'antibiotique, et I'état dussgme immunitaire de l'individu traité. Et
nombreuses sont les situations ou le composé neappénétrer ou agir au niveau du site
infectieux, créant de la sorte un état de résistatinique : citons pour exemples les abces
fibrotigues ou les conditions de pH ou de presgiantielle en oxygene trop faibles
(Muylaert et Mainil, 2012).

11.4.1.1- LA RESISTANCE NATURELLE OU INTRINSEQUE

Est un caractére d’espéce qui touche toutes le®riex de I'espece considérée.
Elle est stable, transmise a la descendance (gltmuiasupport génétique le chromosome
bactérien) mais elle n'est pas ou peu transmissilslen mode horizontal (d’'une bactérie a

l'autre au sein d’'une méme espece ou entre espdt@Eentes) (Loziniewski etl., 2010).
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11.4.1.2- LA RESISTANCE ACQUISE

Est moins stable, mais elle se propage souverag@mfimportante dans le monde
bactérien. La résistance acquise résulte d’'une finatibn du capital génétique de la
bactérie, lui permettant de tolérer une concerminatl’antibiotique plus élevée que celle

qui inhibe les souches sensibles de la méme espece.

La résistance acquise a été observée des le déblardibiothérapie mais sa
fréquence était initialement faible. La généralatde I'utilisation des antibiotiques a
conduit a une sélection des souches résistantegh&wmeéne a atteint une telle ampleur
que la seule identification bactérienne ne pernhets de prédire le comportement d’'une
souche isolée vis-a-vis des antibiotiques d'outdiiét et la nécessité de réaliser des

antibiogrammes (Loziniewski at., 2010).
[1.4.2- LES MECANISMES DE LA RESISTANCES AUX ANTIBI OTIQUES
[1.4.2.1- LES MECANISMES GENETIQUES DE LA RESISTANC E ACQUISE

Le potentiel génétique d’'une bactérie est constitwéehromosome et d’'un ou de
plusieurs génophores facultatifs et extra-chromagoes, les plasmides. Des génes sont
également portés par des éléments génétiques dsaidps et par des intégrons. Une
bactérie peut ainsi acquérir une résistance aukiatiues par deux grands mécanismes
génétiques. L'un a pour support le chromosome #itléne résistance chromosomique,
l'autre a pour support les plasmides ou les él&neahsposables ou les intégrons et ils

définissent une résistance extra-chromosomiqueirfleneski etal., 2010).
a- LA RESISTANCE CHROMOSOMIQUE

Elle résulte d'une mutation. C'est un phénomeéne,rdu au hasard. Il n'est pas
provoqué par la présence de l'antibiotique. Maentibiotique révéle la mutation de
résistance en sélectionnant les bactéries mutagt@stante (ou plus exactement, en
détruisant les autres bactéries de l'espéce, calstees sensibles a Il'action de
I'antibiotique). C’est un phénoméne indépendarapgarition d’'une mutation ne favorise
pas I'apparition d’autres mutations de résistand&atres antibiotiques. La probabilité de
deux mutations simultanées est donc trés faibldteCmdépendance des mutations
constitue un des meilleurs arguments pour justifEessociation des antibiotiques. Elle est

transmissible ; elle est permanente et a donc tacieae héréditaire (transmission sur un
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bY

mode vertical de bactérie-mére a bactéries-filleBputes les mutations ont pour

conséquence la perte ou la modification d’'une pmetétructurale ou enzymatique et une
bactérie mutée est souvent contre-sélectionné@lesehce d’antibiotique (Loziniewski et

al., 2010).

b- LA RESISTANCE EXTRA-CHROMOSOMIQUE (PLASMIDES)
Deux faits expliquent I'importance de la résistaplesmidique :

1/ la résistance plasmidique est liée a la syntbesgrotéines additionnelles et non
a une modification des constituants normaux dealetdvie. Les bactéries porteuses de
plasmides sont normales alors que les bactérigstad®es par mutation sont souvent
fragilisées. Aussi, les bactéries porteuses dempiss ne sont pas ou peu contre —

sélectionnées en I'absence d’antibiotique (Lozisiavetal., 2010) .

2/ de nombreux plasmides de résistance sont cdifpigai mobilisables ce qui
permet un transfert horizontal ; ces transfertst sofiorigine d’'une dissémination tres
importante de la résistance au sein des populabangriennes ce qui fait qualifier la
résistance plasmidique de "contagieuse ou d'irdast". Les plasmides de résistance sont
susceptibles d’évoluer par acquisition ou pertexessives de déterminants de résistance
portés par des éléments génétiques transposaldstléments génétiques transposables
permettent la dissémination de génes entre degrieciphylogéniquement éloignées en
permettant I'implantation d’'un gene la ou celle ™’plasmide échoue. Comme pour la
résistance chromosomique, les genes de la résesextcachromosomique ne sont pas
induits par l'utilisation des antibiotiques qui sententent de sélectionner les bactéries
porteuses de tels géenes. Il est important de rmpterla résistance extra-chromosomique
étant souvent une multirésistance, I'utilisatiomird’seul antibiotiqgue va sélectionner des
bactéries multirésistantes qui ne sont pas coglexigsonnées en I'absence d’antibiotique
(Loziniewski etal., 2010).

Il. 4.3- LES MECANISMES BIOCHIMIQUES DE LA RESISTAN CE ACQUISE
lIs peuvent étre regroupés en trois grands typaaécanismes :

1/ diminution de la perméabilité (mutation affedtinstructure des porines ou diminuant
la synthese des porines par lesquelles I'antibietipeut pénétrer dans la bactérie) et efflux

actif : I'efflux repose sur une pompe insérée dameembrane et capable d'éjecter
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I'antibiotique hors de la bactérie grace un cacat efflux conduit a une diminution de la

concentration intracellulaire de I'antibiotiqueyoif figure. 03) (Loziniewski el., 2010) .

AntibEotious

GCanal odrtang

Figure.03: Imperméabilité chez Gram - (Archambaud, 2009)
2/ modification de la cible des antibiotiques : emodification des PLP (voir figure. 04):

les PLP ou "protéines liant les pénicillines" sdes enzymes qui catalysent I'étape finale
de la biosynthése du peptidoglycane (paroi bactéeket qui sont la cible des béta-
lactamines (en se fixant aux PLP les béta-lactasrieeempéchent de jouer leur réle ; la

synthése du peptidoglycane est donc entravée)rflevski etal., 2010) .

Figure.04: Modification de la cible de I'antibiotique (Archambaud. 2009)
Trois mécanismes peuvent intervenir:

a/ diminution de l'affinité des PLP pour les bé&athmines .
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b/ augmentation de la synthése des PLP existameshgper-expression de PLP
possédant naturellement une faible affinité posibigta-lactamines.

c/ synthése d’'une ou de plusieurs nouvelles PEenisibles aux béta-lactamines

3/ production d'enzymes inactivant les antibiatgju ex. : production de béta-lactamases
codées par des plasmides ou des éléments génétignsgosables. Le nombre des béta-
lactamases plasmidique est trés élevé et elleckm®ées selon leurs vitesses d’hydrolyse,
leurs constantes d’affinité pour les béta-lactasiirieur faculté a étre inhibée par les

inhibiteurs tel que I'acide clavulanique, (voirdig 05) (Loziniewski eal., 2010) .

r

AL WYATETIT

Figure 05: modification de I'antibiotique (Archambaud. 2009)

Sur un plan pratique, les béta-lactamases pe@mentegroupées en 4 catégories :

a/ Les pénicillinases sensu stricto ; Elles s@mtqontre sans action sur la pénicilline M
(oxacilline ou méticilline) ainsi que sur les célgsporines. Ces pénicillinases sont

inductibles et codées par des plasmides ou despivaons.

b/ Les béta-lactamases a spectre élargi ; ceslditanases, codées par des plasmides,
entrainent une résistance (ou une diminution d/&é}i vis-a-vis des pénicillines G, des

pénicillines M, des carboxypénicillines, des ur@éboicillines, des céphalosporines de 1lére
et de 2éme génération (sauf les céphamycines)bétdactamases a spectre élargi sont

bien inhibées par I'acide clavulanique, le sulbacta le tazobactam.

c/ les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) h&ta-lactamases dérivent des enzymes
précédentes par mutation des genes codant polétadactamases a spectre élargi. Le
profil de résistance conféré est identique a cebniféré par les béta-lactamases a spectre
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élargi mais, il s’étend aux céphalosporines de 3gémeration et a I'aztréonam. Les béta-

lactamases a spectre étendu restent sensiblestahitaurs.

d/ les béta-lactamases résistantes aux inhibitdessbéta-lactamases résistantes aux
inhibiteurs dérivent de certaines béta-lactamasgeétre élargi par mutations ponctuelles.
Le profil de résistance conféré est identique aiads béta-lactamases a spectre élargi
mais ces enzymes ne sont pas inhibées par I'alddelanique, le sulbactam ou le

tazobactam.

4/ 'efflux des antibiotiques : Les bactéries sapables d'éliminer les antibiotiques par
pompage actif hors de la cellule, qui « recrachiéésalement les composés toxiques au
dehors.(voir figure 06) Loziniewski at., 2010) (Loziniewski eal., 2010) .

Antibiotigue

. ¥
Ffﬂ‘r'.‘?

Pompe & efflux

Figure 06: L'efflux des antibiotiques( Archambaud. 2009)

II. 4- SELECTION ET DIFFUSION DES BACTERIES RESISTA NTES :

Les antibiotiques n’induisent pas la résistancesmgrace a leur pression de
sélection, ils permettent I'émergence des souchsistantes qui, au sein d’'un biotope,
seront favorisées par rapport aux souches sensiBida résistance a pour origine une
mutation, le biotope sera colonisé par une soutthelus souvent monorésistante et
généralement plus fragile que les souches sauvagesque la pression de sélection
diminue, par arrét d’utilisation de I'antibiotiqul@, souche mutée est contre-sélectionnée et
le biotope sera a nouveau colonisé par des soushegages sensibles. Ceci n'est
généralement pas le cas lorsque la résistance i@st d un mécanisme extra-
chromosomique. Les antibiotiques & usage agriccdégment des maladies bactériennes
des plantes), les résidus d’antibiotiques présgems le milieu extérieur sont a I'origine de
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la sélection de bactéries résistantes. En médécimaine, toute antibiothérapie, quel que
Soit son succes, sélectionne des souches résst&its I'utilisation des antibiotiques est
importante (ou anarchique), plus la fréquence diafipn des bactéries résistantes est
grande (Loziniewski etl., 2010).

[I. 5- LA MULTI-RESISTANCE :

Il s’agit dune terminologie trés couramment utdéis@éme si elle ne répond pas a
une définition univoque. Il est d’'usage de parkemntultirésistance face a "une bactérie qui,
du fait de lI'accumulation de résistances naturellesacquises, n'est plus sensible qu'a un
petit nombre d'antibiotiques habituellement aaiisthérapeutique” ou face a "une bactérie
sensible a moins de 3 familles d'antibiotiques”.nuatirésistance peut donc étre acquise,
mais aussi naturelle, comme par exemple @unkholderia cepaciaou a un moindre
degré pouAcinetobacter sppAu total, ce terme s’emploie généralement por hactérie
qui pose en général un probleme de ressource thérgpe. Le réle de I'exposition aux
antibiotiques dans I'émergence de la multirésistaies bactéries est largement rapporté
dans la littérature. Si durant la seconde moitiévihgtieme siécle, la découverte et
I'utilisation de nombreux antibiotiques ont été€arifjine de quelques uns des plus grands
succes de la médecine, aujourd’hui, I'émergencéa daliffusion, dans les populations
humaines, de bactéries ayant peu a peu acquisédetances aux antibiotiques, sont
devenues des problémes de santé publique préodsupas antibiotiques administrés a
des individus dans un souci de bénéfice individurdl un impact sur la collectivité par
I'activité antibactérienne qu’ils exercent sur lésosystémes. Ainsi, I'évolution de la
résistance bactérienne acquise aux antibiotiquesoserétise aujourd’hui par des taux
élevés de multirésistance de certaines especegrieacies qui étaient sensibles "a
I'origine", espéces plutdt impliguées dans les dtims acquises a I'hépital. La
progression de cette multirésistance conjuguéealdsdénce de réelles perspectives de
découverte de nouveaux antibiotiques dans les phoes années risque de conduire a une
augmentation de la létalité de certaines infectibastériennes et représente donc une
menace réelle pour I'avenir. De ce fait, la madtride la résistance bactérienne aux
antibiotiques apparait bien comme un enjeu majeusahté. Les deux déterminants de
I'émergence et de la diffusion de la résistancetdmmmnne aux antibiotiques sont
I'exposition de la population aux antibiotiquesl@ttransmission inter-individuelle des
souches résistantes. Il convient donc d’agir saerXaspects : bon usage des antibiotiques
et lutte contre les transmissions croisées (Louwisle etal., 2010)
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II. 6- RESISTANCE DE PROTEUS MIRABILIS
II. 6- 1- RESISTANCE NATURELLE

P. mirabilis est naturellement résistant a la colistine, cygdi(spécificité de I'espéce
mirabilis) et furanes. Souches sensibles a toutes bétdactamines (pas
céphalosporinasehromosomique de classe C). Lastres antibiotiques testés sur
bacilles a Gram négatif type Entérobactéries satiithellement actifs (aminosid
quinolones, cotrimoxazole, chloramphénicol) (Sowdfkt al., 2@3; Archambaud et &
2004).

Al. 6- 2- RESISTANCE ACQUISE
Mécanismes identiques a ceux décrits gouroli.

1. beta-lactamase de classe A haut niveau (péniciinales carbénicillinases (ty
PSE-4) ont été décrites.

2. résistance aux inhibiteurs des beta-lactamasesmutant de type TEM, IRP-
(Arg244Ser), a été décrit en association avec TEN&Nns une souche insens
aux inhibiteurs des beta-lactamases de classe A.

3. beta-lactamases de classe A a spectre étendu (BlL®iE)souche produisant TEM-
10 a été decrite.

4. résistance a I'imipéneme : chBz mirabilis, elle n'est pas d’origine enzymatiqt
La résistance a l'imipénéme semble associée a liémtoon des PLP1A et

(protéines liant la pénicilline) (Sougakoff et $tmam, 2003).

[1.7-ASSOCIATION D’ANTIBIOTIQUES

L’optimisation de I'utilisation des antibiotiquéspose la recherche d’'une effica
maximale, de conséquences écologiques minimald&salution des flores bactérienn
d’'une moindre toxicité, et du meilleur rapport dbéhéfice. Dans le but d’augmente
bactéricide, d’élargir le spectre antib&en, voire de prévenir 'émergence de mul
résistants, les antibiotiques sont souvent utilggssociation. L'apparition de moléci
dotées de CMI plus basses ou d'un spectre plugdétaia cependant pas conduit

cliniciens a remettre en cause I'intérét des aasiodis (Auboyer, et al, 1999)
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[1.7.1- DEFINITION DE L’ASSOCIATION D’ATB

En bactériologie, les associations d’antibiotigsst caractérisées par quatre types

d’interactions :

» indifférence : l'activité de I'un des antibiotigue®st pas affectée par la

présence de l'autre.

» addition : I'effet de I'association est égal a tarsne des effets de chau
antibiotique étudié séparément a la méme condemtraque dar

I'association.

» synergie : I'effet de I'association est signifis&imentsupérieur a la somr
des activitts de chaque antibiotique étudié séparena la mén

concentration. La traduction arithmétique est : 1L>+2.

e antagonisme : l'association diminue l'effet de l'uou l'autre de
antibiotiques. L’activité de cette assomat est inférieure a la somme
effets de chaque antibiotique étudié isolément &éane concentration. |
facon arithmétique : 1 + 1 < 2 (Denes et Hidri, 200

11.7.2- LES INTERETS DE L'ASSOCIATION D’'ATB
Les objectifs théoriques de la pratique d’'une dssioa sont :
a) Elargir le spectre

C’est I'objectif recherché le plus facile a attemdparticulierement dans le cadre
I'antibiothérapie probabiliste et du traitement defections poly microbiennes a flc
mixte aéro- et anaérobie. Il est pantierement justifié avec des antibiotiques a sp
étroit. De nouvelles molécules a spectre largeisnndent la nécessité sans méconn

I'inactivité de certaines d’entre-elles sur cergaibbactéries (Auboyer, et al, 1999).
b) Obtenir une synergie

La synergie résulte d’'une interaction positive emteux antibiotiques dont l'acti
antibactérienne conjointe est supérieure a la sordet actions de chacun des ¢
antibiotiques pris isolément. Une synergie ou utaganisme observeé in vitro ne squas

toujours extrapolables en clinique. En effet, lemditions d’action in vivo de de
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antibiotiques peuvent étre influencées par des npaetras pharmacocinétiques
pharmacodynamiques mal pris en compte in vitro. d@meées expéerimentales in vitgo,
condition de reproduire des caractéristiqgues phemgiagtiques proches de celles obte
chez 'homme, permettent d’approcher I'intérét ptitd d’une association. In vitro,
observe une synergie essentiellement en assoceant dntibiotiques baatiéides. L
synergie d’'une association visvés d’une espece bactérienne n’est pas extrapofabls

autre espece. (Bricaire.1997)

La recherche d’'une synergie n’est habituellemestifie que dans les situations ou

la bactéricide est difficile a obtenir avec un saniibiotique (Auboyeet al.,1999).
c) Diminuer 'émergence de souches résistantes

Au sein de la population bactérienne visée pataiéement, la proportion de muta
résistants varie selon l'espece et selon laniguiet Par exemplela proportion d
bactéries mutantes résistantes adadkamines par hyperproduction de céphalospori
est d'environ 18 pour Enterobacter cloacgemais seulement de 1% pour Escherichi
coli. La proportion de mutants résistant a la fois axdantibotiques est beaucoup p
faible puisque égale au produit des proportionsndgants résistant a chacun des ¢
antibiotiques. Le nombre absolu de mutants résstst ainsi toujours en relation dire
avec la proportion de mutants et la taille deptgpulation bactérienne (inoculum).
sélection, sous traitement, de mutants résistasitscenditionnée par les parame
pharmacodynamiques. Elle n'est possible que soh@entration de I'antibiotique au s
du site infectieux est supérieure a la CMI de ikaotique vis-avis de la populatic
sensible et inférieure a la CMI de l'antibiotigus-&-vis de la soupepulation résistan
(Vincent et Martin, 2005).

De maniere générale, le risque de sélection estplgrement éleve :

* pour certains antibiotiques comme la rifampicies, fluoroquinolones, I'acide

fusidique, la fosfomycine ;

Ces situations conduisent a recommander une assacie deux antibiotiques, n
affectés par un méme mécanisme de résistancenétrgét tous deux correctemerut site

de l'infection, afin d'obtenir une bithérapie effee (Bricaire, 1997).

Il est nécessaire de rappeler qu'il faut utilises gosologies suffisantes et un rytl
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d'administration prenant en compte les propriétéarmppacodynamiques de chacun

partenaires de l'association de maniere a assurer :
a) une concentration élevée au pic pour les andessi
b) une concentration Résiduelle élevée pour kasogleptides ;
C) une aire sous la courbe optimale pour les flgoirmwlones ;
d) un rythme d'administration des B-lactamines dapeur demi-vie d'élimination.

Enfin, il faut mentionner que la réduction de lgotum bactérien (chirurgi
drainage), toujours recommandée, concourt aussir@duction du risque de sélectior

mutants résistants (Bricaire.1997)
d) Diminuer la toxicité du traitement

Cet objectif est illusoire. Les antibiotiques @i#ls en association doivent étre utilisés
chacun aux doses préconisées. Les associatiori®addnt les risques d'effets
indésirables de chaque médicament et peuventespemsables d'une potentialisation de
toxicité (Bricaire.1997).

[1.7.3- LES REGLES D’ASSOCIATIONS DES ANTIBIOTIQUE S

La regle de base des associations vise a chereBesynergies et a éviter
antagonisme. Ces effets peuvent déjperde la bactérie ciblée et il n’existe pas ddes
générales. Les regles dawetz et Gunissoraffirment que :

- deux antibiotiques réputés bacteriostatiques somfenéral additifs.

- deux antibiotiques réputés bactéricides peuvieatsynergiques.

- 'association d’'un antibiotique réputé bactérigsfue avec un antibiotique réputé
bactéricide peut étre antagoniste.

Cependant, ces regles souffrent de nombreuses texteplLes sulfamides et
triméthoprime agissent en synergie a deux étapesediéme voie métabolique ; de pl
'association de ces deux molécules bactériostasigest réputée bactéricidées
associations macrolide-chloramphénicol ou macrdiimsamide ou macrolide-
macrolide sont antagonistes alors que tous cesiatnjues sat bactériostatiques. Ces |
ne sont qu'un guide destiné a éviter les errewrssgres notamment celles conduise

des associations antagonistes : associationl@&mine avec une tétracycline ou ave
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macrolide ou avec un phénicolé. Seul unnega de laboratoire peut permettre d'éve

les effets d'une association sur une souche bewtéri(Euzéby, 2001 ; Ganiere, 2009).

[1.7.4-LES BACTERIES NECESSITANTS UNE ASSOCIATION D'ATB
» Bacilles & Gram négatif

L'usage d'une association est recommaqdél que soit I'antibiotique utilisé, dan
traitement des infectionsR aeruginosalu fait de sa moindre sensibilité, de meécani
particuliers de résistances et de la sélectiorufrgte de mutants résistant sous traiter
Bien que l'intérét die bithérapie n'ait jamais été formellement déngoatr clinique, ur
approche similaire peut s'envisager péainetobacter spp. Enterobacter spp., Seri
sppet les entérobactéries sécrétrices dacixmases a spectre étendu ou ayant un r

de résistance inhabituel par rapport a leur es@adeoyeret al.,1999).
» Cocci a Gram positif

Pour les streptocoques et les entérocoques, iteexise synergie démontrée
constante entre une [3-lactamine et un aminoside&xéeption des cas impliquant une
souche ayant un haut niveau de résistance aux aith@®). Pour le traitement d't
infection grave a entérocoque, il est indispensakeleecourir a une association a d
gentamicine (sauf exception). Pour les infectio®s aureusine association gestifie a I
phase initiale du traitement particulierement loesqles conditions d'acceés
antibiotiques au sein du tissu infecté sont aléagofendocardites, infections osseuse
Lorsque la souche d&. aureugméti-S. ou méti-R.) est sensibleagentamicine, il fal
souligner que l'association de cet antibiotiques gjue de tout autre, avec l'oxacilline c
vancomycine, est synergique. Dans les infectionsS.a aureus méti-R.-gentes..
I'association vancomycine-gentamicine est probabtenhigitime. En revanche, on d
rappeler gu'il n‘existe pas de preuve cliniqgueadgulpériorité les associations a I'égarc
souches d&. aureusnéti-R.-genta-R (Auboyeet al.,1999)

[1.7.5- MECANISME DE SYNERGIE ET ANTAGONISME DES AT B

[1.7.5.1-Mécanismes des associations synergiques

25



Les antibiotiques

a) Facilitation de la pénétration

la pénétration d’'un antibiotique dans la bactpeat étre facilitée par une autre
molécule. Ce mécanisme est observe lors de I'astsmeid’'un antibiotique inhibant la
synthese de la paroi avec un aminoside. Ainshé&alactamines ou la vancomycine
facilitent la pénétration des aminosides en augamnd& permeéabilité de la paroi .Cet e
synergique a été démontré pour les Entérocoquas,iim&st pas constaté pour toutes les
souches de ces especes(4).

b) Inhibition séquentielle d'une méme voie métabajue

Les associations triméthoprime-sulfamides sontrgygees car il y a une inhibition
séquentielle de la dihydroptéroate synthétase kt dinydrofolate réductase qui sont

deux enzymes impliquées dans la synthése desd@ate
c) Inhibition de la synthese de la paroi

Un effet synergique séquentiel se produit lorsakesbciation de la vancomycine
avec une béta-lactamine. L’association de deuxlbétamines se fixant sur des Protéines
liant les Pénicillines différentes peut égalemenatiraun effet synergique. Les PLP ou
protéines Liant les Pénicillines constituent lddes d’action des béta-lactamines(4).

d) Inhibition des béta-lactamines

Une synergie par compétition d’affinité pour unéabl@ctamase peut étre observée
lors de I'association pénicilline G (ou ampicilljrevec la cloxacilline. L’association d’'un
inhibiteur des bétéactamases tels que I'acide clavulanique avec Baailbne permet a ¢
dernier antibiotique de conserver une efficacitédas souches productrices de certaines
béta-lactamases(4).

[1.7.5.2- Mécanismes des associations antagonistes
a) Association d’'un antibiotique bactériostatique €d’'une béta-lactamine

Les antibiotiques bactériostatiques comme lesagtimes, les macrolides ou les
phénicolés diminuent I'activité bactéricide desabi@ictamines car celles-ci ne sont actives
que sur les bactéries en phase de multiplicatieha@tagoniste a été démontré in vitro et

in vivo(4).
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b) Associations d’antibiotiques actifs sur la sousnité 50S des ribosomes

Les associations macrolides-chloramphénicol ou atides-lincosamides ou
macrolides-macrolides conduisent a une compétiiair la fixation sur la sous-unité 50S

des ribosomes ce qui produit un effet antagonikte(4
c¢) Inhibition du transfert actif des aminosides

In vitro, I'association d’'un aminoside avec un pieélé ou une tétracycline inhibe
mécanisme de transfert actif nécessaire a la @dtide I'aminoside dans la cellule
bactérienne(4).

d) Induction des béta-lactamases

L’association de deux béta-lactamases peut éteganiste si 'une d’elles est inductrice
de béta-lactamases. Exemples : associations pillieexcéfotaxime (ou ceftazidime ou
imipenéme); associations céfotaxine-céfamandoleéftazidine ou carbénicilline
(Diouara, 2007).

[1.8-CONCLUSION

De ce fait, on conclue que l'association des amtiifpies est intéressante et es
outil indispensable au clinicien en cas d’écheclalenonothérapieLes combinaisor
synergiques réaliséan vitro doivent se prouvein vivo en tenant compte de la for
galénique de l'antibiotique et du mode d’administr® qui peuvent controverser
résultatsd’in vitro, surtout le point de la biodisponibilité et pharmacodynamique (
médicaments.

Proteus mirabilis constitue une des bactéries pathogenes pour I'Homuoi
implique l'utilisation une combinaison efficace, dembreuses associations sont mise
point par les cliniciens et les chercheurs. Noulsnal étudier dans notre projet I'effet
quelques associations d’antibiotiques surPl®teus Mirabilis en utilisant la méthoc

I’échiquierin vitro.
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CHAPITRE Ill : MATERIELS ET METHODES

Il 1.LE BUT DU TRAVAIL

Le but de ce travail est de rechercimevitro une association d’antibiotiques efficace pour

le traitement de certaines infections causée pardesus Mirabilis. En se basant sur la

méthode de I'échiquier

[l1.2. MATERIEL UTILISE

1. La bactérie utilisée est :

a.

b.

Proteus mirabilis, isolé a partir des ceufs de poules pondeuses ;

Proteus mirabilis, isolé a partir de poulets de chair.

2. Les antibiotiques utilisés dans la présente étadéefeurnis par la filiere
antibiotique de SAIDAL de Médéa

a.
b.
C.
d.
Le bouillon de Muller Hinton (37 g/l) stérilisé alitoclave (121°C pendant 15 mn)

© 0 N o O b~ W

Céfazoline.

Amoxicilline sodique pure.
Pénicilline G.

Ampicilline.

L’eau distillée stérile

Tube a essai de 12x75 mm stérile

Embouts micropipettes bleu et jaune stériles
Micropipettes 1000 pl, 100ul variables stérilisés [fethanol.
Plaques Api 20E

Gélose hektoen

10.Bouillon BHIB

11.Flacons en verre avec un bouchon a vis de 250eaménmeyer pipette pasteur,

éprouvette

12. Agitateur magnétique.

13.Balance de précision

14. Autoclave

15. Etuve

16. Boites de pétri

17.Bec bunsen

18. Portoir pour les tubes
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[11.3.LES METHODES UTILISEES :

L'obtention des informations indicatives sur éraction des ATB en association
séparément ou dans la synerlgieitro peut exiger I'essai dans le laboratoire clinidue
détermination de la résistance franche, la sudubigj identification de mutant résistant,
antagonisme, synergisme, et résistance attrib@ablbesoin génotypique d'induction peut
étre évalué par des méthodes sensibles au lalverastie que : la méthode de I'échiquier

111.3.1.l1dentification des isolats

On ensemence des tubes a essai contenant le hdBiHllB avec les isolats de
Proteus mirabilis afin de les reviviez. On incube a 37°C pendari.2é lendemain, on
ensemence une boite contenant la gélose hektoen,ietube a 37°C pendant 18-24h.

La présence des colonies de couleur vertes sd@daghektoen avec ou sans

centre noir est suivis par identification biochgue sur galerie api 20E.

On prend une seule colonie bien isolée sur la ge&osn la mit dans 5 ml eau

physiologique. Apres homogénéisation, on ensemlangalerie selon indication suivante :

* pour les tests VP, Gel et CIT remplir le tube giuda.

e pourlestests ADH, LDC, ODC,.8 et Ure remplir les cupules par huile de
paraffine.

e pour les autres tubes testes remplir que les tubes.

On dépose 5ml eau distillé dans les alvéoles p@areine atmosphere humide.
Apres incubation a 37°C pendant 18 a 24 heureajaute des réactifs pour :

» Letest TDA : on ajoute une goutte de réactif TDA.
* Letest IND : on ajoute une goutte de réactif Kavac
Le test VP : on ajoute une goutte \@®une goutte VPII

Noter sur les fiche accompagné les résultats eéntegpréter a partir d’'un logiciel.

111.3.2.Détermination de la CMI :

[11.3.2.1.Principe

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) mesueesensibilité des germes aux

antibiotiques ou antifongiques (antimicrobiens)eElvalue la capacité de croissance des
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micro-organismes en présence d’antibiotiques adesentrations différenteka mise en
evidence de l'effet d'un antibiotique vis-a-visn@'lsouche bactérienne est simple et
macroscopique: Effet sur la croissance. La définitle la CMI fait référence a l'inhibition

macroscopique (3).

[11.3.2.2. La méthode de dilution en milieu liquide

Pour déterminer la CMI d'un antibiotique, on ted#e concentrations croissantes

d'antibiotique vis a vis d'un germe.

La méthode classique se fait par dilution en miliguide. On met dans chaque tube le
méme inoculum, et on ajoute des quantités croigsatiaintibiotique. Au bout de 18 heures
si le tube est trouble, c'est qu’il y a croissatieda bactérie, Le premier tube clair nous
donne la CMI.

[11.3.3. LA METHODE DE L’ECHIQUIER (CHECKEBOARD) :

[11.3.3.1- Le principe : (Schwalbe, et al, 2007)

L’échiquier est l'une des techniques les plus sé#éis pour I'évaluation des
interactions des ATB. Le terme « échiquier » ré&sulti modéle qui est produit par les
dilutions des deux agents antimicrobiens testéggdrame des concentrations examinées
pour chague agent antimicrobien est quatre a dintjahs plus bas que la concentration
inhibitrice minimale (CMI) et au moins deux diluti® plus haut que le CMI (si on suspecte
I'antagonisme). Les tubes sont arrangés dans umafale colonnes et de rangés. Chaque
rangé a une quantité constante du premier ATB&éha&fgue colonne contient la gamme de
concentrations de l'autre ATB2 (voir la figure liwante). Les résultats sont calculés
mathématiquement et exprimés en termes FIC indextidnal inhibitory concentration)
égale a la somme des FIC index pour chaque ATBFICepour un ATB est défini en tant
gue CMI de I'ATB en association divisé par la CM! ATB seul. Si l'index de FIC est
0.5, la combinaison antimicrobienne est interpré@e¢ant qu'étant synergique ; entre 1 et

4 comme indifférents ; et > 4 comme antagonigq@ebwalbe et al, 2007).

30



Matériels et méthodes

Tableau .01. Représentation de I'arrangement desibes dans la méthode de I'échiquier

ATB1 1/2 CMI 1 CMmI 2CMI 4CMI 8 CMI
ATB2

1/2 CMI

1

1CMI

2CMI

4CMI

8 CMI

111.3.3.2- Le Protocol : méthode de macro-dilutionen bouillon

A. Préparation des solutions d’ATB :
La solution mere dATB 80 mg/ml (peser 80 g 'ATB en poudre et
ajouter 10 ml de I'EDS ; avec une homogénéisatianl@ vortex). Préparer une
solution de 40 ml de chaque ATB (voir le tableau02)
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Tableau. 02. la préparation des solutions d’ATB stde

ATB Solution | 1®®dilution La gamme des concentrations utilisée (pg/ml)
mere pour gsp
1/8 CMI| 1/4CMI 1/2CMI CMI 2 CMI
10 ml 40ml
8 mg
Tableau.
06. la
préparatior 200
PEN G 1 2 4 8 16
des pg/ml
solutions
d’ATB
stériles /ml
200
Amp 8 mg/ml 0,5 1 2 4 8
pg/ml
200
CEFA 8 mg/ml 0,5 1 2 4 8
pag/mi
200
Amox 8 mg/ml 0,25 0,5 1 2 4
pag/mi

[11.3.3.3- Préparation de I'inoculum

La souche utilisée pour inoculer le milieu de adtuest conservée au
réfrigérateur dans des tubes inclinés. En cas deifeon utilise une culture fraiche ; on
inocule 4 a 5 colonies dans 10 ml de bouillon de, dtbn incube pendant 18 a 24 heures

a une température de 37°C.

[11.3.3.4- ECHIQUIER :

On remplit les tubes a essai par le bouillon M gfiie le volume final soit 10 ml en
tenant compte du volume de l'inoculum ainsi quedkime de la solution d’antibiotique a
ajuster (tenir compte de la concentration finaleaatibiotique). On stérilise les tubes a
l'autoclave (121 °C pendant 15 mn) ; on les laig$midir, puis on ajoute les volumes des

antibiotiques selon les concentrations désirédde@a.06). On inocule les tubes par 1ml
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de la souche et on homogénéise par le vortex. ©pape 2 tubes a essai qui vont servir
comme témoins ; on met dans l'un le milieu de celtlet dans l'autre le milieu avec
I'inoculum. On incube a 37°C pendant 18 - 24 heules lecture des résultats de
I'échiquier est interprété comme celle de la leztde la CMI : une croissance bactérienne
est signalée négative lorsqu’elle n’est pas visibleeil nu, et une croissance bactérienne

est signalée positive lorsqu’il y a un trouble ateau des tubes a essai.
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V. CHAPITRE VI : RESULTATS ET DISCUSSION

V.1. LES RESULTAT :

Les résultats sont représentés dans des tabjpaux!’échiquier) dont les résultats
positifs sont les tubes qui présentent une tudbidsuelle aprés incubation de 18-24
heures. Le FIC index est calculé pour chaque &gsmt Les concentrations des
antibiotiques sont exprimées en pg/ml.

Les témoins : tubes contenants le Bouillon MH gewir témoin de la non
contamination du paillasse et de la manipulatioimogulés par la souch®roteus

Mirabilis pour témoin de la culture.
V.1.1 identification des isolats

V.1.1.11 SOLAT DE PROTEUS MIRABILIS (poulet de chair)

Figure 07 Proteus Mirabilis sur milieu hektoen

V.1.1.2 ISOLAT DE PROTEUS MIRABILIS (poule pondeusg

14:51

Figure 08 Proteus Mirabilis sur milieu hektoen
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V.1.1.3. identification biochimiques des isolat paAPI 20E

Les résultats des galeries API20Edes souches sest@efigurés comme suite ;

Figure 09: Résultat de Galerie Api20E d’un isolat

Aprés la comparaison de notre galerie avec un t@émoia faire la lecture
facilement; puis a I'aide d’un logiciel d’identifition (identification microbienne via les
API-Microsoft Excel) on obtient les résultats dosingvoire I'annexe)

V.1.2 calcul de la CMI

V.1.2.1 isolat deProteus mirabilis (poulet de chair)

Le calcul de la CMI de cet isolat montre une résisé assez élevée pour les
antibiotiques étudiés. La CMI pour I’Amoxicillinesede 128ug/ml ; | et pour
I'ampicilline est 128 pg/ml la pénicilline G estpgrieur & 256 pg/ml. Cet isolat est
sensible a la Céfazoline (CMI = 4 ug/ml) les réstsldans le tableau suivant
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Tableau 03 La CMI de Proteus mirabilis (poulet de chair)

Gamme de concentration (pg/ml)

ATB 1 2 4 8 16
Amx + +
Pen + +
Amp + +
Cef + +

D Croissance positive.
- Croissance négative.

V.1.2.2 isolat deProteus mirabilis (poule pondeuse)

Le calcul de la CMI de cet isolat montre une sdlilpour les antibiotiques
étudiés La CMI pour 'Amoxicilline est de 8pug/mbyr I'ampicilline est 4 pg/ml et
pour la pénicilline G est 4pug/ml. Cet isolat eéstsensible a la Céfazoline (CMI = 4
png/ml) (Tableau 04) .

Tableau 04 : La CMI de Proteus mirabilis (poule pondeuse)

Gamme de concentration (pg/ml)

ATB 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
Amx + + + + +

Pen i i i i

Amp i i i i

Cef + + + +

Croissance positive.

- Croissance négative.

V.1.3.Résultats de I'échiquier d’isolat deProteus mirabilis (poulet de chair)
Nous n’avons pas effectuée I'échiquier pour cdaisau gu’elle est résistante a
la plupart des antibiotiques étudies.
V.1.3.Résultats de I'échiquier d’isolat deProteus mirabilis (poule pondeuse)
Nous présentons ici les différentes combinaisondiés$ exception faite pour la
pénicilline et I’Amoxicilline (faute de temps).
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V.1.3.1. Association de la pénicilline G et I'amipilline.

La gamme des concentrations des antibiotigaeshoisie selon la CMI calculée dans
la présente étude

Tableau 05. Résultat de I'association la penecilin®@ (CMI= 4ug/ml) et I'ampicilline. (CMI=2ug/ml) sur

la croissance deéProteus Mirabilis
PEN G

[] croissance positive.
- Croissance négative.

Sur le tableau ci-dessus on voit bien que la caoiss était quasiment nulle au niveau
des tubes 4 pug/ml pour le Pen G et 4 pg/ml pounpAce qui représente la CMI des deux
antibiotique seuls. Dans le tube [2 PENG + 2 arapdroissance était nulle. C’est la

concentration qui représente I'association la plfisace dans la présente étude.
Calcul du FIC index:

Le FIC index de I'association, est la somme d€SiRtiex de chaque antibiotique.
Le FIC pour un ATB est défini en tant que CMI d&TB en association divisé par la CMI
de I'ATB seul.

> FIC index = FIC index Amp + FIC index Pen G.

FIC index = CMI Amp en association /CMI Amp + CMéR® G en association / CMI Pen
G
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FIC index (Amp) = 2/4=0.5

FIC index (Pen G) = 2/4=0.5

FIC index (association) = 0.5+0.5=1

FIC index compris entre 1 et 4 implique que ca#igociation est indifférente.
V.1.3.2. Association de la pénicilline G et la Cétoline

La gamme des concentrations des antibiotigaeshoisie selon la CMI calculée dans
la présente étude.

Tableau 06. Résultats de I'association de la périaie G (CMI=4pg/ml) et de la céfazoline
(CMI=4pg/ml) sur la croissance deProteus Mirabilis

Pen G

4pg/ml

Croissance positive.
- Croissance négative.

Sur le tableau ci-dessus on voit bien que la caoiss était quasiment nulle au niveau
des tubes 4 pug/ml pour la PEN G et 4pug/ml pourd&A& qui représente la CMI des deux
antibiotique seuls. Dans les tubes [4APENG + 1CetfPENG + 2Cefa], la croissance
était nulle. Sont ces concentrations qui représeititessociation la plus efficace dans la
présente étude.

Calcul du FIC index:

Le FIC index de lI'association, est la somme d€siRtlex de chaque antibiotique.
Le FIC pour un ATB est défini en tant que CMI d&TB en association divisé par la CMI
de I'ATB seul.
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-1-" FIC index = FIC index Cefa + FIC index Pen G.

FIC index (CEFA) = 2/4=0.5

FIC index (Pen G) = 2/8=0.25

FIC index (association) =0.75
FIC index compris entre 0.5 et 1 implique quedtsation est partiellement synergique
-2-> FIC index = FIC index Cefa + FIC index Pen G.

FIC index (CEFA) = 1/4=0.25

FIC index (Pen G) = 4/8=0.5

FIC index (association) = 0.75

FIC index compris entre 0.5 et 1 implique quedtsation est partiellement

synergique
V.1.3.3Association de ’Amoxiciline et la Céfazoline

La gamme des concentrations des antibiotiqueshesgie selon la CMI calculée

dans la présente étude

Tableau 07. Résultats de I'association de | AmoxCMI=8ug/ml) et de la céfazoline
(CMI=4ug/ml) sur la croissance deProteus Mirabilis

AMOXI

Croissance positive.
- Croissance négative.
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Sur le tableau ci-dessus on voit bien que la caoiss était quasiment nulle au niveau
des tubes 8 pg/ml pour ’Amoxi et 4pug/ml pour laR2Equi représente la CMI des deux
antibiotique seuls. Dans les tubes [8BAmoxi + 2Cefa][4Amoxi + 4Cefa], la croissance
était nulle. Sont ces concentrations qui représgiitessociation la plus efficace dans la
présente étude

Calcul du FIC index:

Le FIC index de I'association, est la somme desiktléx de chaque antibiotique.
Le FIC pour un ATB est défini en tant que CMI d&TB en association divisé par la CMI
de I'ATB seul

-1->" FIC index = FIC index Cefa + FIC index Amoxi

FIC index (CEFA) = 2/4=1

FIC index (Amoxi) = 4/8=0.5

FIC index (association) = 1+0.5=1.5
FIC index compris entre 1 et 4 implique que ca#isociation est indifférente.
-2-Y FIC index = FIC index Cefa + FIC index Amoxi

FIC index (CEFA) = 4/4=1

FIC index (Amoxi) = 8/8=0.5

FIC index (association) = 1+0.5=1.5

FIC index compris entre 1 et 4 implique que caisociation est indifférente.

V.1.3.4. Association de | Ampi et I’Amoxi

La gamme des concentrations des antibiotigaeshoisie selon la CMI calculée dans
la présente étude
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Tableau 08 Résultats de I'association de | Amoxi (@l=2ug/ml) et de | Ampi(CMI=4ug/ml) sur la
croissance deProteus Mirabilis

Amoxi

Croissance positive.
- Croissance négative.
Calcul du FIC index:

Le FIC index de I'association, est la somme desiRtleéx de chaque antibiotique.
Le FIC pour un ATB est défini en tant que CMI d&TB en association divisé par la CMI
de I'ATB seul

> FIC index = FIC index Ampi+ FIC index | Amoxi
FIC index (Ampi) = 4/4=1
FIC index (Amoxi) = 2/4=0,5
FIC index (association) = 1,5
FIC index compris entre 1 et 4 implique que ca#igociation est indifférente.
V.1.3.5. Association de I' Ampi et Cefa

La gamme des concentrations des antibiotigaeshoisie selon la CMI calculée dans

la présente étude
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Tableau 09Résultats de I'association de | Ampi (CMi4pug/ml) et de Cefa(CMI=4pg/ml) sur la
croissance deProteus Mirabilis

Ampi

Croissance positive.
- Croissance négative.
Calcul du FIC index

Le FIC index de I'association, est la somme desiktléx de chaque antibiotique.
Le FIC pour un ATB est défini en tant que CMI d&TB en association divisé par la CMI
de I'ATB seul

> FIC index = FIC index Ampi+ FIC index Cefa
FIC index (Ampi) = 2/4=0.5
FIC index (Cefa) = 2/8=0.25
FIC index (association) = 0.5+0.25=0.75

FIC index compris entre 0.5 et 1 implique que kasstion de la Cefa et I'’Ampi est

partiellement synergique
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Le but de ce travail était de recherchevitro une association d’antibiotiques
efficace pour le traitement des infections caupaedeProteus Mirabilis en basant sur la

méthode de I'échiquier.

Le calcul de la CMI nous a permis de constaterligedat du poulet de chair était
résistant a la plupart des antibiotiques étudi@é28pg/ml) et etait sensible pour la
Céfazoline (4pg/ml). Pour l'isolat d& mirabilisissus des ceufs des poules pondeuses, une
sensibilité variable a été enregistre a I'égaslatttibiotiques étudiés.

La variabilité de la résistance aux antibiotiquiesztles deux isolats peut étre
expliquée par le fait que les éleveurs de poulaethder utilisent beaucoup plus
d’antibiotiques que les éleveurs des poules poregeles études concernant les résidus
des antibiotiques montrent que la viande de paldathair est a plus de 60% contaminés
par les antibiotiques (Mohamed Said, 2015), ceaixfavorisent la sélection de bactéries

résistantes aux antibiotiques (El Bahri, 2007).

Cette variabilité de sensibilité envers les antié&aens deP. mirabilis a été décrite
par d’autres auteurs, elle varie de 0.25ug/ml a gai256pg/ml pour 'ampicilline et
I’Amoxicilline. Pour la Céfazoline, elle a été dadlus de 256 pg/ml (EUCAST, 2016).

L’étude de I'association des antibiotiques a mouatré synergie partielle dans
I'association de la pénicilline G et de la Céfazelet dans I'association de I'ampicilline et
de la Céfazoline. Toutes les autres associatiamiégts semblent étre indifférentes.

Les céphalosporines sont des antibiotiques appartea la famille des béta-
lactamines, Les céphalosporines présentent de musds analogies structurales avec I'un
des composants de la paroi bactérienne. Ellesergnpar conséquent en compétition avec
ce composant lors des réactions enzymatiques dieésgnde la paroi, entrainant un défaut
dans I'élaboration de celle-ci. Les enzymes suqueBes se fixent les céphalosporines sont
appelées Penicillin Binding Proteins (PBP 1, 2, 3)

- Fixation sur la protéine PBP1 : cette enzyme responsable de lintégrité
structurale de la paroi et intervient dans I'éldiga de la bactérie. La fixation d’'une
céphalosporine sur cette protéine affaiblit donsttacture de la paroi de la bactérie qui
éclate sous l'effet de la pression osmotique.
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- Fixation sur la protéine PBP2 : cette enzymeresponsable de la forme de la
bactérie. La fixation d’'une céphalosporine sur ecqitotéine entraine l'apparition de
bactéries de forme anormale (cellules rondes nomisi@eeroplastes) qui sont lysées.

- Fixation sur la protéine PBP3 : cette enzyme péran formation du septum dans
les bactéries en division. Son inhibition condwihd a des bactéries trés longues qui seront
aussi lysées. (Riviere et Papich, 2009 ; PlumB91haussade et al., 2013).

L’affinité variable des céphalosporines vis — ais-des PBP explique en partie les
variations du spectre d’action de celles-ci (Plutf®99). Les concentrations critiques de la
Céfazoline séparent les souches sensibles desesodehsensibilité intermédiaire et ces
dernieres, des résistantes : S <= 8 mg/l et R m@2 Dans notre étude, les deux isolats

étudiés étaient sensible a la Céfazoline avec Wikir@erieur a 4 mg/l pour 'ensemble.

Les béta-lactamines se fixent de fagon covalentéesiprotéines liant la pénicilline
(PLP), enzymes (essentiellement des transpeptidiaspiquées dans la synthése du
peptidoglycane de la paroi bactérienne. Cetteitiradtloque de maniére irréversible la

croissance bactérienne.

Pour les bactéries Gram négatif, elles atteignesntenzymes aprés pénétration a
travers les canaux porines de la membrane ext€meont des antibiotiques bactéricides
dont I'action est temps — dépendante (Chausade, 2013).

L’Amoxicilline n’est pas le choix N° 1 pour le ttement des infectionsRroteus
mirabilis, puisque 53 a 96% des souches sont résistarifamnaxicilline (Ayub etal.,
2015 ; Chaussade &t, 2013 ; Alabi etl., 2013). Cette résistance peut étre diminuée par
I'ajout de I'acide clavulanique (Crief al., 2015): I'acide clavulanique inhibe rapidement et
irréversiblement la plupart des bétalactamasesyiexsipar des bactéries a Gram + et a
Gram -. De ce fait, cette association se montretiteasur un nombre important de
bactéries, y compris les bactéries résistantes@métion de bétalactamases de type
essentiellement pénicillinases, que cette résistaait acquise (staphylocoque dore,
gonocoqueHaemophilus influenzae, colibacille,Proteus mirabilis) ou naturelle
(klebsiellesProteus vulgaris, Bacteroides fragilis) (VIDAL, 2016) .

Les concentrations critiques de I’Amoxicilline séga les souches sensibles des

souches de sensibilité intermédiaire et ces desj@les résistantes : S <=4 mg/l et
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R > 16 mg/l. I'isolat de. mirabilis (p. pondeuse) a une résistance intermédiaire;qdre
celle isolées a partir du poulet de chair étad tesistante.

Les taux de résistance de P. mirabilis sont redatent moins élevés avec 60 % a
I'ampicilline (Bentorki etal., 2012) et 8,7% (Harada et al., 2014). Les conceotrs
critiqgues de I'ampicilline séparant les souches#des des souches de sensibilité
intermédiaire, et ces dernieres, des résistarfBes= 4 mg/l et R> 16 mg/l. l'isolat &
mirabilis (p. pondeuse) est sensible, par contre celleas@éartir du poulet de chair était
trés résistante.

P. mirabilis est résistante a la pénicilline G (Munsakf 2015),I'efficacité des
antibiotique contre les biofilm d& mirabilis peut étre influencé par leurs maturité et par
I'origine des isolats (Kwiedska-Piroget al,.2013).

Le test de synergie utilisé (I'échiquier) nous ckenia possibilité de tester la
combinaison de plusieurs concentrations d’antiQues. Toutes les associations
d’antibiotiques étudiés semblent avoir une assiociatdditive ou indifférente, seulement
deux associations ont une synergie partielle. €Egtoilu au fait que tous les antibiotiques
ont le méme mode d’action ; action sur la synttieska paroi sur les bactéries en voie de
multiplication.

Une combinaison de la Céfazoline avec d’autredbemijues, notamment ceux
actifs sur la réplication de I'’'ADN ou sur la synsleéprotéiques peut étre envisagée si les

moyens le permettent.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’antibiothérapie est la voie de traitement de ghmdur traiter les infections a
Proteus mirabilis, que ce soit la monothérapie, la bithérapie vopdl-thérapie. Les
résultats obtenus suite a la présente étude nonsedb une idée générale sur
'association d’antibiotiquen vitro par la méthode de I'échiquier utilisé en cas
d’associations d’antibiotiques.

Le but de ce travail est de rechercimevitro une association
d’antibiotiques efficace pour le traitement de aeres affections causée par le
Proteus Mirabilis parmi les antibiotiques suivant : Céfazoline, antipie, pénicilline
G et Amoxicilline..

Le calcul de la CMI a montré que les isolats praveg du poulet de chair étaient
résistants a la majorité des antibiotiques testétude de I'association des
antibiotiques a montré une synergie partielle dassociation de la pénicilline G et
de la Céfazoline et dans I'association de I'amlinel et de la Céfazoline. Toutes les
autres associations étudiées étaient indifféreniesdditives.

Nous avons traité dans cette étude, qu’'un seulctibjdes combinaisons
d’antibiotiques: La Synergie. D’autres points rasta élucider: élargissement du
spectre d’action, diminution de la toxicité et égesrce des mutants résistants.
Certains objectifs nécessitent de I'expérimentasiondes étres vivants. De méme, les
résultats trouvés (synergie partielle), peuverg ébessayes sur des animaux vivants

pour prouver que I'association est synergigqudtro etin vivo.

Nous recommandons aussi d’élargir la liste desbmmifjues étudiés et
d’augmenter le nombre d’isolats.
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LES ANNEXES

Annex01 composition des milieux de culture

1-Muller Hinton

Pour 1litre de milieu

Hydrolysat acide de CASEINE .......cccceveecieieieire e sttt et se st st st beat s et 175¢
INFUSION E VIANAE ettt ettt s st st st e e e b et ae e ens 20¢g
Y3 01 o o o OO TR 15¢g
PH:7.4

2-Milieu gélosé Héctoen
Composition type (g/1)

Peptone pepsique de VIande .........cceceieecece e e 15
EXtait de VIANAE .ottt st st s 3
EXErait d@ IEVUIE oottt e et e e r s e 3
I Tt 013 RSN 12
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Figure 03 Proteus Mirabilis sur milieu hektoen
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Figure 02 Proteus Mirabilis sur milieu hektoen
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Fiche de résultat de galerie api 20E

Figure 04 : Résultat de Galerie Api20E d'un isolat
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Abstract : The aim of this work is to seek in vitro effectigetibiotic combination for the treatment of certain
diseases caused Byoteus mirabilis among the following antibiotics: Cefazolin, Ampiiti, Amoxicillin and
penicillin G.

Two isolates from farmed layer and broiler wsetgdied. We calculated the MIC for each isolate] a
we proceeded to study the association of antitsdticthe checkboard method.
The calculation of the MIC showed that the isofaden chicken meat was resistant to most antibidgssed.
The study of the association of antibiotics showgghrtial synergy in the combination of penicilnand
Cefazolin and the combination of ampicillin and &&flin. All other associations studied are indiferor
additive.

The combination of antibiotics can limit spendiog antibiotics and limit the emergence of bacterial
resistance. It may be effective in vitro for tregtinfections withProteus mirabilis but the in vivo study remains
the main condition for the application of this traant in clinical pathway.

Key words: Proteus mirabilis, antibiotics, multi-resistanb8C, antibiotic combination, synergy, indifference

Titre du mémoire : Antibiothérapie des infections ausées par Proteus Mirabilis

Nom: Bellkhdar et Ghozlane  Prénom: Sihamet dthedidja  Encadreur: Rahmani mokhtar Mohamed

Résumé :Le but de ce travail est de rechercimevitro une association d’antibiotiques efficace pour le
traitement de certaines affections causées prRmokeus Mirabilis parmi les antibiotiques suivants : Céfazoline,
ampicilline, pénicilline G et Amoxicilline.

Deux isolats provenant d’élevage de poule et déepde chair ont été étudies dans la région de
Laghouat du mois de Mars a Avril. Nous avons c&l¢alCMI pour chaque isolat, et nous avons proéédé
I'étude de I'association des antibiotiques paméthode de I'échiquier.

Le calcul de la CMI a montré que l'isolat provendatpoulet de chair était résistant a la majorég d
antibiotiques testés. L'étude de I'associationawsbiotiques a montré une synergie partielle dassociation
de la pénicilline G et de la Céfazoline et dansdtiation de 'ampicilline et de la Céfazolineules les autres
associations étudiées étaient indifférentes oitiaes.

L'association des antibiotiques permet de limitss dépenses en antibiotiques et de limiter I'agipari
des résistances bactériennebe peut étre efficacm vitro pour traiter les infections Broteus mirabilis, mais
I'étudein vivo reste la condition principale de I'applicationaidte voie de traitement en clinique.

Mots clés : Proteus mirabilis, antibiotiques, multi-résistances, CMI, associat@antibiotiques, synergie,

indifférence




