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Introduction

Les infections causées par des microbes résistants aux antibiotiques sont souvent

exceptionnellement difficiles a traiter en raison de la gamme limitée d'options thérapeutiques
(Nicolle, 2011).Dans le traitement des infections urinaires (IU), I’'usage intensif et souvent abusif
des antibiotiques tels que les fluoroquinolones et les céphalo-sporines de troisiéme génération a été
rapidement suivi par ’apparition de souches multi résistantes.
Les IU sont essentiellement dues aux entérobactéries dont le chef de fil est Escherichia coli qui
constitue une priorité en matiére de surveillance et d’étude de résistance aux antibiotiques étant
donné sa fréquence élevée et sa gravité (Arsalane et al. 2014).Les souches multi résistantes restent
aujourd’hui un probléme majeur de santé publique. Au vu de ce probléme, la thérapie
photodynamique (TPD) pourrait étre une option thérapeutique intéressante pour le traitement des
IU (Wain wright et al. 2010).

D’apres certaines études, les biologistes se sont rendu compte que des molécules photosensibles
comme la phtalocyanine de zinc (ZnPc) associées & la lumiére pouvaient constituer un outil
thérapeutique efficace dans le traitement IU. Ils ont, en cela ouvert la voie a un nouveau type de
traitement fondé sur [P’activation lumineuse de composés photosensible : la photothérapie

dynamique (Chen et al. 2016).

L’objectif de notre travail est de montrer 1’effet du phtalocyanine de zinc sur la résistance des
bactéries responsables des infections urinaires.

Dans la premiére partie, purement bibliographique, nous exposons le contexte du sujet. Cette partie
est subdivisée en trois chapitres. Nous abordons, tout d’abord, au chapitre I des généralités sur les
IU. Dans le chapitre II, nous présentons la photosensibilisation et les différents
photosensibilisateurs, entre autres, la thérapie photodynamique. Le troisiéme chapitre est consacré a
I’étude plus particuliere du mécanisme d’inactivation microbienne par la photosensibilisation
(IPD).La deuxi¢me partie décrit les travaux expérimentaux ; les tests d’antibiogramme et la
méthode de photosensibilisation. Elle est suivie d’une discussion qui concerne les différents points

soulevés dans les résultats obtenus et une conclusion générale.
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LES INFECTIONS
URINAIRES
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L 1. Définition de I’infection urinaire :

Les infections urinaires (IU) sont I'une des causes les plus importantes de morbidité et de
mortalité touchant les personnes de tous ages. Elles sont situées en seconde position, aprés les
infections respiratoires (Delcaru et al., 2016; Sekhsokh et al., 2008).

Les infections du tractus urinaire (ITU) regroupent un ensemble hétérogéne d’infections de 1’un
des constituants de P’arbre urinaire ou de ses annexes, elles peuvent étre localisées dans les voies
urinaires basses (cystite, urétrite, prostatite, épididymite) ou hautes (pyélonéphrite ou pyélite)
(Lobel & Soussy, 2007).

Il est aussi important de distinguer les IU simples (en régle générale vésicales) qui sont les plus
fréquentes, survenant la plus part chez les femmes et les IU compliquées (Lobel & Soussy, 2007 ;
Puech et al. 2004).

L 2. I’appareil urinaire :

Le tractus urinaire des mammiféres est un systéme d'organes creux contigus dont la principale
fonction est de recueillir, transporter, stocker et expulser I'urine périodiquement et de maniére trés
coordonnée. L'appareil urinaire assure I'élimination des produits métaboliques et des déchets
toxiques générés dans les reins. Le processus d'écoulement constant de l'urine dans les voies
urinaires supérieures et I'élimination intermittente des voies urinaires basses jouent également un
role crucial dans le nettoyage des voies urinaires, en le débarrassant des microbes qui pourraient
déja avoir acces.

Lorsqu'il n'élimine pas l'urine, le tractus urinaire agit efficacement comme un systéme fermé,
inaccessible aux microbes (Flores-Mireles et al., 2015 ; Hickling et al., 2015).

1l est classique de diviser I’appareil urinaire en deux unités fonctionnelles :

Le haut appareil urinaire qui comprend le rein et I’uretere.
Le bas appareil urinaire qui comprend l'urétre et la vessie qui assure le stockage de 1’urine et son

expulsion (Tortora & Derrickson, 2017) (Figure 01).
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Figure 01 : Schéma des composants de l'appareil urinaire (Flores-Mireles et al., 2015).

L. 3. Physiopathologie :

L’arbre urinaire est normalement stérile, & I’exception de la flore microbienne présente au niveau
des derniers centimétres de ’urétre distal et qui est diverse et reflete a la fois la flore digestive
(entérobactéries, streptocoques), et la flore cutanée (staphylocoques) (Bruyére er al. 2008).

Les micro-organismes atteignent 1’appareil urinaire par différentes voies : la voie ascendante qui
est le mode principale d’infection par Escherichia coli et autres entérobactéries
(Dunand er al., 2008), la voie hématogéne causant I’atteinte rénale, ou la voie lymphatique (Blery-
Krssat et al., 2006).

Toutes les espeéces bactériennes ne sont pas identiques sur leur capacité d’induire une infection,
cette capacité dépend de facteurs liés a I’h6te et de facteurs liés a la bactérie (facteurs de virulence).

Certaines souches de bactéries, possédent des facteurs de virulence permettant leur ascension a
partir de la flore fécale, le milieu vaginal, ou 1’espace péri-urétral, jusqu’a I’urétre et la vessie, ou

moins fréquemment, jusqu’aux reins, induisant ainsi une inflammation systémique (Bruyére et
al. 2008).

L. 4. Les causes de Pinfection urinaire :

Plusieurs types de bactéries vivent normalement dans les intestins, le vagin, sur la peau, la vessie
et ’urine et qui sont des milieux habituellement stériles. Lorsque les bactéries pénétrent dans la
vessie par I’uretre une IU se produit.

Les chercheurs montrent que I’JU se produit par la présence de :

Modification de I’acidité vaginale et des sécrétions vaginales en plus de la diminution normale des
hormones cestrogénes aprés la ménopause, mauvaise hygiéne, état nutritionnel déficient

(malnutrition), calculs rénaux et flore intestinale (Lobel & Soussy, 2007).

2T <
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I. 5. Les signes cliniques :
Les IU se manifestent essentiellement par des signes généraux, les briilures et douleurs a la
miction, pollakiurie, malodorante, dysurie, I’existence d’une fievre et des frissons, choc septique et

hématurie macroscopique (Lobel & Soussy, 2007 ; Nison, 2014).

L 6. Epidémiologie :

Les IU surviennent plus fréquemment chez la femme que chez I’homme, selon les données
épidémiologiques, 52% des femmes ont au moins une [U au cours de leur existence (Figure 02).

Différents facteurs favorisent la survenue des IU : les facteurs génétiques, 1'dge avancée
(ménopause), la prise récente des antibiotiques quel que soit le motif de prescription, antécédents
d’1U récidivantes, la grossesse, sexe féminin, activité sexuelle, utilisation des spermicides, troubles
du comportement mictionnel (mictions rares, retenues, incomplétes), diabéte déséquilibré ou
compliqué (neuropathie vésicale) et anomalie organique ou fonctionnelle du tractus urinaire
(Eyquem et al., 2005).

|
o Jourrissons
10 2% 2%

| o s ‘nfants

eunes femmes

‘emmes enceintes
‘emmes de 60 ans
‘emmes de 70 ans ‘
‘emmes hospitalisés
{iommes (>60 ans) A
Jommes hospitalisés |

Atteintes asymptomatiques

—

Figure 02 : Fréquence des IU (Eyquem ef al., 2005).

L 7. Les principaux germes responsables des infections urinaires :

Sur le plan bactériologique, les TU causées par des uropathogenes sont généralement des
entérobactéries. Parmi elles Escherichia coli est le germe le plus fréquemment isolé (plus de 80 %
des cas), Proteus mirabilis (dans 5 % des cas) plus fréquent chez les sujets de plus de 50 ans
(Puech et al. 2004), le groupe Klebsiella - Enterobacter - Serratia, Pseudomonas aeruginosa ,
Enterobacter et Citrobacter représente 3 a4 4 % des cas. Outre, les germes cités ci-dessus, on
rencontre d’autres germes a Gram-positives tels Streptoccocus groupe B et Staphylococcus

saprophyticus (3 & 4 % des cas) (Bruyére et al., 2008) (Figure 03).
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Figure 03 : Répartition des germes responsables des IU (Puech ef al., 2004 ; Bruyére et al., 2008).

I. 8. Mécanisme d’action des uropathogénes :

L’épithélium urinaire constitue une barriére fortement imperméable aux bactéries (Landraud et al.
2003). La pathogénicité des uropathogénes, notamment a Escherichia coli, est due a la présence
d’adhésines sur les fimbriz et la paroi bactérienne qui ont la capacité de se lier a un récepteur
présent sur les cellules urothéliales, permettant I’adhésion au tractus; a la présence de flagelles
permettant la mobilité, a la production d’hémolysine et d’autres substances activant la réponse
inflammatoire et diminuant ’activité bactéricide du plasma (Delcaru et al., 2016).

Proteus mirabilis est redoutable par sa capacité de synthétiser une uréase, qui en alcalinisant
puissamment les urines, favorise la survenue de calculs coralliformes (struvite), de traitement
difficile et d’évolution péjorative. D’autre microorganismes peuvent coloniser les voies urinaires

par la formation de biofilm (Puech et al., 2004).

L.9. Antibiothérapie :

Le traitement de I’IU est depuis longtemps une source de débats sur le choix de I’antibiotique, la
voie d’administration et la durée de traitement qui dépendent dans la majorité des cas de la
présentation clinique.

Les molécules utilisées dans le traitement des IU sont trés nombreuses, depuis les sulfamides,
suivis des dérivés de la pénicilline (ampicilline) actifs sur les bactéries a Gram négatif et des
premiéres céphalosporines, des aminosides (gentamicine), du triméthoprime- sulfaméthoxazole
jusqu’aux modernes fluoroquinolones.

D’autre part, la disponibilité des autres antibiotiques utilisables dans le traitement des IU (environ
50 molécules avec présentations galéniques multiples, et en nombre croissant du fait du
développement des génériques) souléve de multiples problemes : développement de résistances

bactériennes, facteurs d’échec thérapeutique, problemes de toxicité (gentamicine), durées de
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traitement prolongées qui peuvent s’accompagner d’une mauvaise tolérance ou traitements courts
ne permettant pas toujours |’éradication bactérienne avec risque d’échecs thérapeutiques.
Aussi le choix d’une antibiothérapie adaptée doit prendre en compte 1’ensemble de ces facteurs et

les recommandations issues des différents consensus (Bergogne-Bérézin, 2006).

I.10. L’évolution de la résistance des uropathogeénes :

L’évolution vers ’accroissement des résistances aux antibiotiques des bactéries responsables des
IU, est une tendance connue depuis longtemps, la relation entre augmentation de la résistance et la
consommation d’antibiotiques a été notée par de nombreux auteurs: (Howard et al, 2001 ;

McDonald et al., 2001; Oteo et al., 2001 ; El Bakkouri et al., 2009).

L.11. Les stratégies thérapeutiques :

L'augmentation progressive des souches résistantes aux antibiotiques et aux antiseptiques a
suscité un grand intérét dans les recherches sur des autres stratégies antibactériennes (Paronyan,
2014).

La méthode thérapeutique classique repose sur I’utilisation des végétaux qui ont toujours
constitués une source d’inspiration de nouveaux médicaments (Baudoux, 2000), particuliérement
les huiles essentielles (Bouhdid ef al., 2005).

Actuellement, une approche attrayante pour le traitement des infections microbiennes est une
chimiothérapie antimicrobienne photodynamique. Elle utilise des composés activés par la lumiére
ou des photosensibilisateurs, et pourrait étre efficace pour les infections qui sont difficiles a

localiser ou & cibler (Oniszczuk ef al., 2016).




CHAPITRE I

LA
PHOTOSENSIBILISA TION
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I1. 1. Historique :

Depuis I’antiquité les effets thérapeutiques de la lumiere sont connus, qu’elle soit naturelle
ou artificielle. Elle a été utilisée comme traitement pour certaines maladies de la peau, des
yeux ou contre le cancer (Ascencio et al., 2007 ; Garcia ef al., 2017).

Ce n’est qu’a la fin du XIXeme siecle que le concept de photosensibilisation apparait
lorsque Oscar Raab décrit pour la premiére fois le phénomene phototoxique en associant un
colorant (I’acridine ou I’éosine) a la lumiére. Par contre, ils n’avaient aucun effet a
I’obscurité (Tylcz, 2013 ; Frochot ez %al. 2015).

Au début du vingtieme siecle (1903), Jesionek et Von Tappeiner traitent un cancer cutané
par application topique d’€osine suivie d’une exposition a la lumiere blanche (Ascencio e al.
2007; Garcia et al., 2013 ).

En 1904, Tappeiner suppose que I’oxygene est essentiel dans le processus de
photosensibilisation et introduit le terme « d’action photodynamique ». Cette supposition sera
confirmée en 1909 par Hasselbach (Tylcz, 2013).

Depuis les années 1980, on voit apparaitre un grand nombre de nouvelles molécules
photoactivables de plus en plus efficaces (Garcia ef al. 2013).

Le premier photosensibilisateur mis sur le marché en 1985 fut le PhotofrinW, dérivé de
I’hématoporphyrine. Depuis, de nouvelles molécules photosensibilisatrices plus actives et plus
spécifiques ont €té développées (Ascencio et al. 2007).

Malgré qu’il existe trois générations de photosensibilisateurs peu de ces molécules ont

atteint le stade clinique (Barberi-Heyob et al. 2007; Garcia ef al. 2013).

IL. 2. Définition de la photosensibilisation:

On peut définir la photosensibilisation comme le processus suivant lequel un changement
photochimique ou photophysique (la photosensibilisation des plaques photographiques par les
colorants) se manifeste au niveau d’une entité moléculaire (le substrat) suite & I’absorption de
radiations par un photosensibilisateurs (PS).

La photosensibilisation, surtout en présence d’oxygene, joue un rdle majeur dans de
nombreux processus d’importance industrielle et biologique, comme par exemple la
photodégradation des polymeres et I’action photodynamique.

Les effets de substances photosensibilisantes sur les systémes biologiques sont connus
depuis trés longtemps et 1’on sait que les végétaux et les systémes vivants y sont sensibles,
depuis les organismes unicellulaires tels que les bactéries jusqu’aux animaux supérieurs

(Barberi-Heyob et al. 2007).
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II. 3. Les photosensibilisateurs :

Les photosensibilisateurs sont des molécules non toxiques, biologiquement stables en
absence d’activation lumineuse, ils peuvent se localiser dans les cellules, s'activent par la
lumiere et entrainent finalement la destruction des tissus (Colin ez al. 2011; Leanne et al.
2012; Paronyan, 2014).

Chaque PS est photo activé par une ou plusieurs longueurs d’onde qui lui sont propres et
correspondent a son spectre d’absorption  “olin ef al. 2011).

La plupart des PS utilisés en thérapie photodynamique (PDT) sont issus des macrocycles
tétrapyrroliques et sont principalement des porphyrines, chlorines ou phtalocyanines (Leanne
et al. 2012).

IL. 4. Les types des photosensibilisateurs:

Depuis les années 1980, trois générations de PS ont vu le jour (Frochot ez al. 2015).

Les PS de premiére génération d’origine naturelle possédent une demi-vie longue (> 24
heures) responsable, lors d’une administration par voie générale, d’une photosensibilité
cutanée prolongée limitant leur utilisation (Colin ef al. 2011). Ils sont caractérisés par une
faible sélectivité pour les tissus cibles, associée a une faible clairance, sont difficile & obtenir a
I’état pure et contiennent des composés oligoméres responsables de 1a photocytotoxicité
(Frochot ef al. 2015).

Les PS de deuxiéme génération ont été développés afin de pallier a ces inconvénients, ils
présentent une faible toxicité en absence de lumiére. La plupart absorbent fortement dans la
partie rouge du spectre optique et possedent un rendement quantique de formation d’oxygéne
singulet élevé, permettant le traitement de tumeurs de taille plus importante mais n’ont
aucune sélectivité intrinséque vis-a-vis des cellules tumorales (Garcia et al. 2013).

Enfin, les PS dits de troisiéme génération sont des PS de deuxiéme génération modifiés
(conjugués ou vectorisés) de maniére a favoriser leur accumulation préférentielle dans la
cellule afin de cibler de fagon passive ou active les cellules néoplasiques, et donc d’améliorer

la sélectivité pour le tissu a traiter (Barberi-Heyob et al. 2007).

IL. 5. La phtalocyanine :
L'origine du mot phtalocyanine (Pc) vient du mot grec « naphta » qui décrit un caractere
visqueux ou huileux, et « cyanine » qui traduit une couleur bleue foncée portant sur le vert.
Les Pc sont des macrocycles formés par quatre groupements isoindoles qui constituent un

systéme aromatique plan de 42 électrons. Ce sont des colorants de synthése obtenus a partir
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de noyaux pyrroles condensés avec des cycles benzeénes et possédant des ponts aza entre les
unités pyrroliques (Dougherty et al., 1987).

Les Pc présentent un intérét particulier en raison de leur forte absorption de la lumiére entre
650 et 700 nm, une production d'oxygene singulet ('0») trés efficace, une forte photostabilité
et une facilité de la modification chimique, et peuvent facilement étre métallées par le zinc ou
le silicium, elles montrent une forte activité photodynamique contre une gamme de Gram-

positif et des Gram négatifs, ainsi que des virus enveloppés (Ke er al., 2014) (Figure 04).

N
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Figure 04: Représentation de la structure chimique de ZnPc (Touaiti ef al., 2013).

IL.6. Les métallophtalocyanines :

Les métallophtalocyanines (MPc) est une famille de macrocycles aromatiques basées sur un
systtme d'électrons délocalisés de 18 p, sont connus non seulement comme colorants
classiques dans l'utilisation pratique, mais aussi comme fonctionnels dans la recherche
scientifique (Akkaya et al. 2015) (Figure 05).
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Figure 05 : Représentation de la structure chimique de MPc (Akkaya ez al. 2015).
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IL 7. La thérapie photodynamique :

La thérapie photodynamique (TPD) est une méthode trés utilisée dans le domaine médical.
Elle se révele étre treés efficace pour certains types de cancers et s’avére prometteuse dans
d’autres pathologies (Boyer, 2001).

Cette technique faisant appel a I’action concomitante d’une molécule photoactivable, le PS,
de lumiére de longueur d’onde appropriée et d’oxygene présent naturellement dans le milieu

biologique (Frochot et al. 2015).

IL. 8. Mécanisme de la thérapie :

L’action de la TPD permet grice a une irradiation lumineuse localisée d’éradiquer les
celiules tumorales tout en préservant les cellules saines (Frochot et al., 2015).

La premiére étape consiste a administrer un PS en topique ou par voie systémique
(intraveineuse) a la cellule tumorale (Hamblin, 2016). Apres excitation de PS, il s’active sous
Paction de la lumiére a une longueur d’onde spécifique et en présence d’oxygene. Il peut
transférer un électron ou un hydrogéne pour produire des composés cytotoxiques (radicaux
libres trés réactifs) et/ou transférer son énergie a l’oxygene et engendrer la formation
d’espéces réactives de I’oxygéne, en particulier 'O, qui est identifié comme I'agent
cytotoxique dans la réaction TPD (Frochot es al. 2015); Tuchin, 2016). Ce mécanisme
déclenche une destruction cellulaire par un effet photochimique probablement associé a un

effet vasculaire (Jacques er al. 2011) (Figure 06).

Scheme of photodynamic therapy

|

[Inactlve‘ph-otosensmzer ] [ Toxic effect on cells ]
in tissue

! I

O, from tissue

Figure 06: représentation schématique du principe de la TPD (Oniszczuk ef al. 2016).
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II. 9. Mécanismes d’éradication tumorale :

La thérapie photodynamique induit des dommages toxiques directs sur les cellules tumorales
conduisant a la mort cellulaire soit par apoptose ou nécrose a cause des composées
cytotoxiques ROS ou 'Oy. Il peut se produire aussi une destruction indirecte de la tumeur
(destruction de la vascularisation tumorale) provoquée par des Iésions de son endothélium
vasculaire ce qui conduit a I’hypoxie puis a la mort cellulaire, outre, une immunosuppression
cytotoxique correspondant a une réponse inflammatoire et immunitaire (Gattegno & Chopin,
2001).

Dans le cas des ZnPc, ils induisent principalement des dommages directs sur les systémes
membranaires des cellules malignes. Par ailleurs, les ZnPc entrainent des dommages

vasculaires indirects par action sur I'endothélium (Rodal ef al., 1998).

IL.10. Les applications cliniques de la thérapie photodynamique :

L’effet photodynamique est largement reconnu en cancérologie. Un autre effet a été mis en
évidence ces derniéres années, c’est I’effet antimicrobien (Oniszczuk et al., 2016).

Il est utilisée, en urologie (cancer prostate ou cancer vésicaux), gynécologie (dysplasies
vulvaire, dysplasies cervicale), dermatologie, gastro-entérologie, neurochirurgie,
pneumologie, ophtalmique et aussi dans le cadre de la thérapie parodontale (Mettraux et al.,

2011 ; Frochot et al., 2015).

IL 11. Définition du mécanisme d’inactivation microbienne par la photosensibilisation :

La résistance aux antimicrobiens, conséquence de l'utilisation excessive d'antibiotiques, est
devenue une menace pour la santé humaine. Actuellement, différences techniques de contrdle
microbien sont étudiées. L'inactivation photodynamique des micro-organismes (IPD) est la
technique Ia plus prometteuse dans le domaine de la bactériologie et notamment le probléme
de la résistance (Ficheux, 2009).

Le concept suit les principes de la TPD des tumeurs : colorants non toxiques, les PS peuvent
localiser dans / sur les cellules, s'activent par la lumiére, pour générer 'O, et les ROS, qui

sont toxiques pour les cellules cibles (microorganismes) (Adamski, 2008 ; Paronyan, 2014).

II. 12. Mécanisme d’action fondamentale en thérapie photodynamique:
IL 12. 1. Voie d’excitation moléculaire :
L’absorption de la lumiére par un chromophore représente la premiére étape, un PS absorbe

un photon, il devient un PS excité (1PS*). Cette 1PS* peut revenir a I'état initial (IPS) Par
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II .13. Les agents antimicrobiens photosensibilisants :

Un grand nombre de composés ayant une activité photodynamique sont maintenant
disponibles :
les colorants phénothiazinium, le bleu de méthyléne, la toluidine Bleu O, des dérivés de
produits naturels comme I’hypericine cationique, le composé cationique de riboflavine et le
dérivé cationique de la curcumine ne sont pas des composés trés actifs (Hamblin, 2016)
(Figure 08).
les composés synthétiques qui ont une activité beaucoup plus élevée tel que le phtalocyanine
de zinc cationique, le phénalénone cationique, et le porphyrine (Ke et al. 2014).

L'inactivation photodynamique est basé sur le fait que le PS a une charge cationique
prononcée, comme les cellules microbiennes ont en général une charge négative, les cellules
et le PS cationique se lieront sélectivement. De plus La liaison du PS aux cellules
microbiennes est relativement rapide. Elles sont liées, uniquement a la membrane externe des
cellules bactériennes (Jori et al. 2006) ou elles pénctrent dans le cytoplasme de la cellule
microbienne par la fusion (Yin ez al. 2015).

Pour améliorer la délivrance de PS dans la cellule microbienne, il est possible de concevoir
rationnellement des nanoagents et des véhicules pour I'administration de PS.

Les nanoparticules choisies de maniere appropri€ée peuvent augmenter la solubilité du PS
hydrophobe (Malik et al. 1992 ; Yin et al. 2015).

Des approches différentes ont été étudiées pour combiner les nanoparticules et I’inactivation
photodynamique pour les applications antimicrobiennes.

L'utilisation de nanoparticules consiste & améliorer la liaison et I'absorption du PS par les
cellules microbiennes; Tandis qu'une autre utilisation consiste & améliorer les techniques de
photoinactivation microbienne (Yin et al. 2015). 1l existe deux fagons différentes d'utiliser
des nanoparticules dans la délivrance de PS:

Conjugaison covalente ol une liaison chimique est utilisée pour attacher le PS a un
constituant de la thenanostructure.

Encapsulation ou incorporation non covalente (tels que les liposomes et micelle), cette
interactions agit entre le PS et un liposome en fonction de la lipophilie (Perni et al. 201 1).

L’inactivation photodynamique des microorganismes par différentes groupes chimiques des
PS ne cause pas de résistance, car les dommages causés par ROS sont des mécanismes
d’action non spécifiques comparés aux antibiotiques. En outre, 1’inactivation photodynamique
ne conduit pas a la sélection de souches mutantes résistantes ce qui est un avantage par

rapport aux antibiotiques standard (Lauro et a/. 2002, Huang ef al. 2010).
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Figure 08 : Structure chimique de certains agents antimicrobiens (Yin ef al. 2015).
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Objectif de travail :

Dans le but d’étudier I’effet de métallophtalocyanine sur des souches bactériennes résistantes aux
antibiotiques, nous nous sommes intéresser a étudier I’action du phtalocyanine de zinc sur des
souches bactériennes responsables d’infections urinaires.

La premiére partie de notre travail qui consiste a isoler, identifier et mesurer la concentration
minimale inhibitrice des souches testées, a été réalisée au niveau du Laboratoire de Microbiologie
du Docteur Bekioua Ahmed a Jijel.

La deuxiéme partie de notre travail comprend 1’étude du comportement des mémes souches aux
antibiotiques aprés photosensibilisation. Ces tests, on été réalisés au sein de laboratoire de

Microbiologie de I’université de Jijel.

IV. 1. Matériels de I’étude :
IV. 1. 1. Les souches bactériennes :
Différentes espéces bactériennes ont été isolées a partir d’urines de patients présentant un tableau
clinique d’infection urinaire.
IV. 1. 2. Les milieux de culture :
e milieu Chapman pour I’isolement des staphylocoques ;
¢ milieu Hektoen pour la caractérisation et I’identification des entérobactéries ;
¢ milieu Muller Hinton pour la réalisation de |’antibiogramme et la CMI ;
IV. 1. 3. Les produits chimique, réactifs et tampons utilisés :
e Réactifs pour la coloration de Gram (le Violet de gentiane, le lugol, I’alcool, la fushine et
’huile & immersion)
e L’eau physiologie stérile ;
e I’eau distillée stérile: pour la préparation des dilutions
e molécule de phtalocyanine de zinc ;
e Le sérum humain ;
e DMSO (DiMéthyle SulfOxyde) ;
IV. 1. 4. appareils du laboratoire :
Etuve (37C°) (Memmert) ;
Microscope optique (OLYMPUS cx 21) ;
Autoclave (Pbibrand) ;
Bain Marie (Gerhardt bonn) ;

Bec bunsen ;

AN N NN Y
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v Vortex (VELP) ;
v Lamachine (VITEK 2%) (bioMérieux) pour réalisée I’antibiogramme automatisée ;
v" Balance analytique (KERNALS220-4N);
v" Lampes rouge ;
IV.1. 5. Les antibiotiques testés:

Les antibiotiques testés appartenaient a la famille des béta-lactamines (Ampicilline (AMP) ,
amoxicilline / acide clavulanique (AMC), ticarcilline (TIC), pipéracilline (PIP), céfalotine (CFT),
céfoxitine (FOX), oxacilline (Oxa), céfotaxime (CTX), ceftazidime (CAZ), Ertapénéme (ERT),
imipéneme (JPM), Benzylpénicilline (PG)), des aminosides (amikacine (AMI), gentamicine (GEN),
tobramycine (TOB), kanamycine (K)), des quinolones et fluoroquinolones (acide nalidixique
(NAL), ciprofloxacine (CIP), ofloxacine (OFX), nitrofurantoine (NIT)), des sulfamides,
triméthoprime (TMP), des macrolides (clindamycine (CM), érythromycine (EM)), des
glycopeptides (téicoplanine(TEC), vancomycine (VA)), des cyclines, tétracycline (TET), des
antibiotiques divers (fosfomycine (FOS), acide fusidique (FD), rifampicine (RIF)).

IV.2. Méthode de travail :
IV. 2. 1. Recueil des urines (prélévement) :

Les urines du deuxiéme jet (du milieu du jet) sont recueillies le matin dans un flacon stérile (le
flacon doit porter une étiquette permettant d'insérer le nom et prénom du malade, ainsi que la date
du prélévement) aprés lavage soigneux des organes génitaux externes avec une solution
antiseptique. L’urine des enfants a été recueillie par une poche collectrice.

IV. 2. 2. Examen cytobactériologique urinaire (ECBU) :

Chaque urine est adressée au laboratoire de microbiologie a fait I’objet d’un ECBU qui
comprend :

» un examen direct sous microscope a P’objectif (x40) réalisée aprés centrifugation des tubes.
Il permet d’apprécier les éléments figurés de 'urine (hématies, cristaux, cylindres...) et la
leucocyturie,

» une uroculture avec dénombrement de germes (bactériurie)

Le diagnostic biologique d’infection urinaire est basé sur les critéres classiques de Kass.
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4. prend une carte Identification et la placer sur la cassette en plongeant la paille de transfert dans le
tube (1) contenant la suspension mére.

IV.2. 4. 2. Préparation des cartes d’antibiogramme :

1. transférer 3 ml de solution saline dans un tube (2).

2. en utilisant les pipettes manuelles fournies avec le systéme, transférer de la suspension mére tube
(1) vers le tube (2) :

- pour les GRAM négatifs : 145 pl du tube (1) vers le tube (2) avec la pipette manuelle rouge.

- pour les GRAM positif : 280 pl du tube (1) vers le tube (2) avec la pipette manuelle bleue.

3. prendre une carte antibiogramme et la placer sur la cassette en plongeant la paille de transfert
dans le tube (2) contenant la suspension mére diluée.

4. refaire les étapes sus cités pour les autres échantillons avant de charger la cassette dans le Vitek 2
compact.

IV.2. 4.3. Remplissage et chargement des cartes dans le VITEK 2® compact :

I.placer les cartes ID/ ou AST sur une cassette, puis chargé la cassette dans I’instrument (chambre
d’incubation) puis fermer la porte.

2. s’assurer dans ’interface utilisateur de I’instrument :

- lancer remplissage, prét

- état de I’instrument, ok

A ce moment appuyé sur le bouton « lancer remplissage », un voyant lumineux indique au bout de
70 secondes que le cycle de remplissage est terminé.

3. retirer la cassette de la chambre d’inoculation puis ouvrir la porte du lecteur-incubateur, placer la
cassette & I’intérieur (dans un délai maximum de 10 minutes) puis fermer la porte.

4. un voyant lumineux indique que le chargement des cartes est terminé.

Retirer la cassette vide du lecteur-incubateur, I’instrument lit les codes & barres des cartes et de la
cassette, et envoie automatiquement les informations au logiciel.

IV.2. 4. 4.Accés a Papplication V2C :

Les données concernant les ECBU étaient obtenues grace au logiciel V2C (bioMérieux) (annexe
03) du laboratoire centralisant les ECBU pour les analyses, en recherchant les résultats de 'ECBU
correspondant & chaque échantillon.

IV. 3. Les tests réalisés :
IV. 3. 1. La revivification et contrdle de la pureté des souches :

La revivification des souches a été réalisée au niveau de laboratoire de I’université, ont
ensemence chaque souche sur leur milieu sélectif ; le milieu Chapman pour les staphylocoques et le

milieu Hektoen pour les entérobactéries. Incubation dans 1’étuve a 37°c pendant 24h.
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La pureté des souches a été¢ vérifiée par un examen microscopique aprés coloration de Gram.
IV. 3. 2, Etude de sensibilité aux antibiotiques :

Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité d'une bactérie vis-
a-vis d'un ou plusieurs antibiotiques, il sert a la surveillance ¢épidémiologique de la résistance
bactérienne et a I’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances naturelles (CA-
SFM ,2010). Cette étude a été réalisée par la méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller- Hinton
(MH) selon les recommandations du Comité de I’antibiogramme de la société francaise de
microbiologie (CASFM) (CA-SFM, 2008).

IV. 3.2. 1. Technique d’antibiogramme standard en milieu gélosé :

La réalisation de I’inoculum, consiste a prélever une colonie de la bactérie a étudier et a
émulsionner dans un tube en verre contenant 10 ml d’eau distillée (environ 10° -10° UFC/ml)
(Camille, 2007).

L’ensemencement par inondation est réalisé¢ avec une quantité suffisante de ’inoculum selon les
recommandations du Groupe International d'Etude sur les Tests de Sensibilité aux Antibiotiques.
Suivi s’enlévement ’excés de liquide a I’aide d’une pipette Pasteur, Une fois le liquide enlevé, des
disques pré-imprégnés d’une dose connue d’antibiotiques sont déposés sur la surface de la gélose
avec incubation a I’étuve a 37°C pendant 18 h (Camille, 2007).

La lecture et I’interprétation des résultats ont été réalisées en comparant les diamétres des zones
d’inhibition obtenus a ceux CA-SFM. Ces diamétres, sont déterminant pour le niveau de résistance
et de la sensibilité d’une souche bactérienne a I’antibiotique en question (Burnichon & Texier,
2003; Poilane et al., 2007).

IV. 3. 2. 2. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) :
Afin de pouvoir conclure sur la sensibilité d’une souche a un antibiotique donné, il faut déterminer
sa CMI vis- a- vis de cette molécule. C'est la méthode de référence préconisée par 'OMS.

Cette CMI correspond a la plus petite quantité d'antibiotique capable d'inhiber une croissance
visible a I'ceil nu (Archambaud, 2000).

IV. 3.2.2. A. Le protocole standard de la CMI : Préparation de la suspension bactérienne:
A partir d’une culture jeune (24h), on préléve une colonie bactérienne a I’aide d’une anse de platine
stérile, bien mélanger la colonie prélevée avec 5 ml d’eau distillé stérile afin d’obtenir une

suspension bactérienne 2 10°- 10° UFC/ml.
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IV. 3. 2.3. L’antibiogramme automatique :

Le principe de la méthode est celui des dilutions en milieu liquide, les concentrations
d’antibiotiques figurant dans le systéme sont exclusivement les concentrations critiques, par rapport
auxquelles les souches seront définies en sensibles, intermédiaires ou résistantes.

La lecture, aprés 16 al8 heures d’incubation est faite par une machine de lecture (VITEK 2%) qui
interpréte la densité optique liée a la croissance bactérienne (par rapport a des témoins positifs et
négatifs), et qui inscrit automatiquement la sensibilité de la bactérie (S, R ou I) sur un feuillet de
résultats (Bergogne-Berezin et al., 1978).

IV. 4. Etude de Peffet de la photosensibilisation :

Pour réaliser cette partie expérimental nous avons sélectionné cinq souches bactériennes (E. coli
(E3), K. pneumoniae (K7), E. cloacae (E,), S. saprophyticus (S;), S. lentus (S;)) présentant des
résistances bien notables et ceci par manque de moyen et de la non disponibilité des cassates.

Cette méthode décrite par (Chen et al., 2016 ; Ke et al., 2014) a été appliquée avec quelque
modification.

IV. 4. 1. Préparation des dilutions :

D’abord, nous avons préparés la solution mére de phtalocyanine de zinc a 1 mg/ml (3mg de
PcZn avec 3ml de DMSO), a partir de laquelle nous avons réalisé une série de dilution (0,5 mg/ml,
0.25 mg/ml...... )

IV. 4. 2. Préparation des suspensions bactériennes :

A partir d’une culture pure et jeune, on préléve une colonie et on la transfert dans un tube a essai

contenant 5 ml d’eau distillée stérile.

On prépare 5 suspensions bactériennes, chacune correspond a un germe précis.

IV. 4. 3. Ensemencement :

0.5 ml de la dilution % de ZnPc ml a été incorporer en masse a 19.05 ml de MH. L’ensemencement
a été réalisé par écouvillonnage, on frotte 1’écouvillon trempé dans I’inoculum sur la totalité de la
surface de la gélose. Ces boites ont été soumises ensuite a irradiation a la lumiére rouge 8 1600 W

pendant 2h puis elles ont été incubées a 37°C pendant 18h (Figure 10) (annexe 4).
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V. 2. L’examen bactériologie :
V. 2. 1. Examen direct

» Leucocyturie :

La leucocyturie est considérée comme le témoin d’une atteinte inflammatoire des tissus de I’arbre
urinaire.

Selon les critéres de Kass, une leucocyturie est dite positive si elle est supérieure ou égale a 10*

¢lément/ ml (Larabi et al., 2003) (Tableau ).

Tableau I : numération des leucocyturie urinaire.

T K] .
Leucocyturie <10 Leucocyturie >10"

Nombre d’ECBU 8 (14,28 %) 48 (85,71 %)

Dans notre série, la leucocyturie était positive chez 48 patients (85,71 %), le seuil de
significativité pour considérer I’existence d’une IU est supérieur ou égal a 10Y/ml.

En revanche, la leucocyturie était négative chez 8 patients (14,28 %). Le seuil pour considérer
I’absence d’une TU est inférieur ou égal a 10°/ml. Elle aurait une excellente valeur prédictive de
I’absence de bactérieurie et d’une IU (Emile, 2011) (Tableau I).

La présence d’une bactériurie sans leucocyturie montre que I’infection pourrait étre débutante et
donc un prélevement trés précoce et le patient a consulté rapidement ou d’IU avec mauvaise
conservation des urines (lyse des leucocytes), ou d’une bactériurie asymptomatique (Emile, 2011).

L’examen microscopique direct a I’état frais a permis de mettre en évidence des leucocytes dans
48 des cas (85,71 %) mais aussi d’autres éléments ont €té mis en évidence dans le culot urinaire :

v Les hématies : un nombre important confirme la possibilité d’une IU.

v" Les cellules uro-épithéliales : la présence des cellules épithéliales est normale, elles tapissent
et protégent la paroi interne de la vessie.

v Les cristaux : leur présence dépend de la composition, de la concentration et de I’acidité
urinaire (Figure 14).

v" Les cylindres : représente des agglomérats de protéines se produisant au niveau du rein.

<

Les levures : la présence des levures peut indiquer une infection par candida.
v' Les trichomonas : c’est le principal agent de vaginite, ce protozoaire vit sur les organes

sexuels masculin ou féminin.
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Neild, 2007; El Bakkouri et al. 2009; Sautenet ef al. 2010) le germe le plus fréquemment rencontré

est E.coli

4% 2% 2%2%
.. coli
(. pneumoniae ;
stapylococcus sp
serratia sp

! ’roteus spp

‘nterobacter cloacae

JA. morganii

Figure 15 : Fréquence des germes isolés.

V.3. Les résultats de la sensibilité des souches aux antibiotiques :
Pour réaliser notre étude, seules les souches bactériennes présentant un profil de résistance

acquise aux antibiotiques ont été retenues, 06 souches pour E. coli (Ei_, E¢), 05 souches pour K.
prneumoniae (K;_Ks), 02 souches pour les staphylocoques ; S. saprophyticus (Si) et S. lentus (S»), et

une souche pour E. cloacae (E,).

V. 3. 1. Tests de sensibilités avant photesensibilisation:
V. 3. 1. A. Test de diffusion sur gélose:

Les résultats de I’antibiogramme montrent la formation de différentes zones d’inhibition autours
des disques d’antibiotiques testés, les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés a I’aide d’une
regle.

Selon le tableau II, I’ampicilline montre une zone d’inhibition de 8 mm pour Ky, E;, Es, les
mémes valeurs sont obtenues avec la vancomycine testé avec E;, E,.

Certaines souches testées Ka, Ei, Sy, présentent respectivement une résistance vis-a-vis de la

vancomycine, imipénéme et pipéracilline.
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Tableau II : Résultats de diamétre des zones d’inhibition de ’antibiogramme.

ode des souches Diamétres lu (mm)

:HW K; E; E, S, S, E,
S 23 22 19 NT 45 25

AMP 8 8 8 18 NT 9

VA R 8 8 52 R R
PIP 9 8 9 15 R NT

IPM 35 R NT NT 32 32
TET NT NT 12 NT 30 NT

CFT NT NT NT NT NT 14
CIp NT NT NT 52 NT NT

NT : Non testé, R : Résistance.
Par contre des autres antibiotiques n’ont pas été testé (céfalotine, tétracycline, ciprofloxacine) vis-

a-vis des mémes souches étudiées a cause de la non disponibilité des disques d’antibiotiques.

V. 3. 1. B. Test antibiogramme automatisé :
Nous avons déterminé la CMI des antibiotiques pour les souches E. coli (E;), K. pneumoniae (K),

Staphylococcus saprophyticus (S1), Staphylococcus lentus (S,), E. cloacae (E,).

» Antibiogramme pour E. coli:
L’antibiogramme réalisé avec différents antibiotiques sur E. coli donne les résultats suivants :

A partir des CMI obtenues présentés dans le tableau 1II, on remarque que E.coli montre une
résistance a D’ampicilline, ticarcilline, céfalotine, céfotaxime, céftazidime, acide nalidixique,
ciprofloxacine, ofloxacine, nitrofurantoine, triméthoprime. Ces résistances correspondent
respectivement aux CMI suivantes : (>32 pg/ml), (=128 pg/ml), (32 pg/ml), (32 pg/ml), (=32
pg /ml), (>4 pg /ml), (>8 pg/ml), (128 pg /ml) et (= 320 pg /ml).

Les aminosides montre une bonne activité sur le germe testé, avec des concentrations faibles <2

pg /ml, et <1 pg /ml).
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Tableau III : Résultat de I’antibiogramme vis-a-vis d’E. coli.

Souche E. coli
m CMI (pg/ml) Interprétation

AMP >32 R
AMC 8 S
TIC >128 R
PIP 16 S
CFT 16 R
FOX 8 S
CTX 32

CAZ 32

ERT <0.5 S
IMP <0.25 S
AMI <2 S
GEN <1 S
TOB <1 S
NAL >32 R
CIP >4 R
OFX >8 R
NIT 128

TMP >320 R

Parmi les bétalactamines actifs sur les souches d’E. coli, I’imipénéme présente une forte activité

avec une CMI de <0.25 pg/m! .Ces résultats sont identique a ceux trouvés par (Arsalane et al. 2014)

qui montre qu’aucune résistance a I’imipénéme n’a été mise en évidence pour les souches d’E. coli.

Par ailleurs, elle est sensible aux aminosides qui ont une forte activité sur ce germe avec une CMI

de <1 pg/ml, ces résultats sont conforme a celle décrits par (Yala et al., 2001). Ce dernier montre

que les aminosides perturbent la synthése des protéines au niveau de la sous-unité 30S des

ribosomes des bactéries entrainant la destruction bactérienne.
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» Résultats de ’antibiogramme pour K. pneumoniae :
Les résultats de I’antibiogramme de la souche de K pneumoniae (Ks) sont résumés dans le
tableau I'V.

Tableau IV: résultat d’antibiogramme de K. pneumoniae (Ks)

Souche K. pneumoniae
antibiotique CMI Interprétation
AMP >32 R
AMC 16 I
TIC > 128 R
PIP > 128 R
CF > 64 R
FOX <4 S
CTX > 64
CAZ > 64
ERT <0,5 S
IMP <0,25 S
AMI 4 S
GEN > 16 R
TOB >16 R
NAL >32 R
CIpP > R
OFX >8 R
NIT 64 I
T™P >320 R

A partir de ces résultats, nous avons remarqué que K. pneumoniae est sensible aux céfoxitine avec
une CMI < 4 pg /ml, a I’imipénéme avec une CMI < 0,25 pg /ml, a I’érythromycine avec une CMI
<0,5 pg /ml et & Pamikacine avec une CMI de 4 pg/ml).

Par contre elle présente une résistance vis-a-vis du reste des antibiotiques testés avec des CMI
variables entre > 4 ug /ml pour ciprofloxacine et > 320 ug /ml pour le triméthoprime.

K. preumoniae montre des résultats intermédiaires a I’amoxicilline / acide clavulanique avec une
CMI de 16 pg /ml, et 4 la nitrofurantoine avec une CMI de 64 ug /ml.

A partir des résultats obtenus, K. pneumoniae présente une résistance a la majorité des

antibiotiques testés. Elle représente une résistance a la plupart des béta-lactamines et des
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aminosides (résistance naturelle) a P’exception de I’imipinéme, I’ertapénéme, ’amikacine et la

cefoxitine qui présentent une bonne activité. D’apres (Yala ef al., 2001) cette résistance est due a

une pénicillinase constitutive. Elle montre aussi une résistance aux quinolones.

> Résultats de antibiogramme pour Enterobacter cloacae :

La souche Enterobacter cloacae est testée avec des antibiotiques spécifiques aux entérobactéries,

les résultats de ’antibiogramme automatisé sont rapportés dans le tableau V.

Tableau V : Résultat d’antibiogramme de la souche Enterobacter cloacae.

Souche E. cloacae
W CMI Interprétation
AMP - -
AMC >32 R
TIC >128 R
PIP >128 R
CF >64 R
FOX >64 R
CTX >64
CAZ >64
ERT - -
IMP <0.25
AMI >64 R
GEN >16 R
TOB >16 R
NAL >32 R
CIp >4 R
OFX >8 R
NIT 256 R
T™MP >320 R

A partir des résultats, nous remarquons que E. cloacae isolée montre une résistance a tous les

antibiotiques testés avec des CMI variables entre

ng /ml pour triméthoprime.

<0.25 pg/ml a I'imipéneme et

> 320

D’aprés des études (Pages, 2004) réalisées sur divers isolats de genre Enterobacter en clinique, sa

résistance est la cause d’une réduction de la perméabilité membranaire due a une perte des porines.



Chanitre UV Rocultnte ot dicruccinn

Selon (Helander et al. 1997) la production a haut niveau de la féta-lactamase chromosomique de
classe C est un mécanisme fréquent de résistance.

Aussi et d’apreés I’étude de (Khalifa & Khedher, 2010), la résistance des entérobactéries aux
céphalosporines est renforcée par I’acquisition de Péta-lactamases a spectre élargi (BLSE), cette
enzyme est transmise rapidement et facilement aux bacilles & Gram négatif.

D’autre part la résistance des entérobactéries est en relation direct avec leur structure, 1’enveloppe
des bacilles & Gram négatifs comprend deux éléments, une membrane cytoplasmique et une paroi
qui est composé d’une mince couche de peptidoglycane et une membrane externe qui est absente
chez les Gram positif. Cette membrane constitue & la fois une barriére de protection contre les
agents toxiques présents dans le milieu. La perméabilité de ces deux structure joue un role majeur
dans la sensibilité, elle peut en effet moduler la diffusion (passive) de I’antibiotique, lors de son

entrée, et réguler son expulsion (active) (Pagés & Garnotel, 2003).

> Résultats de I’antibiogramme pour les staphylocoques :
Les résultats de I’antibiogramme automatisé des souches de Staphylocoque sont rapportés dans le

tableau VI.
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Tableau VI: Résultat d’antibiogramme des souches de staphylocoque.

Souche Staphylococcus saprophyticus Staphylococcus lentus
ATB CMI interprétation CMI Interprétation
Test FOX screen NEG - POS +
PG >0.5 R >0.5 R
Oxa >4 R >4 R
GEN <0.5 S <0.5 S
K 4 S <4 S
TOB <l S <1 S
OFX 1 S 1 S
R .inductible a CM NEG - NEG -
EM >8 R >8 R
Lin >16 R >16 R
PT >8 =8
TEC >32 >32
VA >32 >32
TET <l S >16 R
FOS >128 R >128
NIT <16 S 32 S
FD 16 1 >32 R
RIF >4 R >4 R
T™MP <10 S <10 S

A partir des résultats, on remarque que les souches de staphylocoque montrent une résistance aux
benzylpénicilline avec une concentration > 0.5 pg /ml, a I’oxacilline avec une CMI > 4 pg/ml, a
I’érythromycine avec une CMI > 8 pg/ml, aux Lincomycine avec une CMI > 16 pg/ml, a la
pristinamycine avec une CMI > 4 pg/ml, a la téicoplanine avec une CMI > 32 png/ml, a la
vancomycine avec une CMI > 32 pg/ml, a la fosfomycine avec une CMI > 128 pg/ml, et la
rifampicine avec une CMI > 4 pg /ml.

Dans notre travail, le test de sensibilité révéle que les staphylocoques montrent une sensibilité &
la gentamycine, kanamycine, tobramycine, ofloxacine nitrofurantoine, triméthoprime. Ces
sensibilités correspondent respectivement aux CMI suivantes : (< 0.5 pg/ml), (<4 pg/ml), (1

pg /ml), (1 pg /ml), (<16 pg /ml) et (<10 pg/ml).
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Selon (Leclercq, 2002), les mécanismes et les génes de résistance des staphylocoques dorés et les
staphylocoques a coagulase négative (SCN) sont les mémes.

La résistance aux bétalactamines chez les staphylocoques repose sur deux grands types de
mécanismes, un mécanisme de résistance extrinséque par production d’enzymes inactivant
I’antibiotique et un mécanisme intrinséque par modification des protéines de liaison  la pénicilline.

Le haut niveau de résistance des uropathogénes s’explique par la surconsommation d’antibiotiques
dans les infections respiratoires, ils ont contribués a 1’évolution de la résistance des bactéries de
’écosysteme intestinal. En effet, les traitements par aminopénicillines, céphalosporines ou
cotrimoxazole sont fortement générateurs de résistances acquises (Agence francgaise de sécurité
sanitaire des produits de Santé, 2007).

Cependant, d’autres études ont suggérés une association entre la résistance et la virulence, elle

était fondée sur la présence ou I’absence des facteurs de virulence (Pitout ef al., 2005).

V. 3. 2. Test de sensibilité aprés photosensibilisation :
V. 3.2. A. Test de diffusion en milieu gélosé :
Les résultats de ce test sont mentionnés dans le tableau VII.

Tableau VII: Charges des disques testés et les diamétres de la zone d’inhibition des souches

étudiées.
Code des souches Diamétre d’inhibition (mm)
K, K, Ks En Si Er E;
Concentration
des disques
1 12 10 R 10 9 11 12
0,5 10 10 R 10 7 10 11
0.25 R 9 R 10 R 9 9

Selon ces donnés on remarque que la molécule du phtalocyanine de zinc possede une activité sur
les germes testés a différentes concentration sauf Ks qui reste résistante avec les trois
concentrations.

Un diamétre d’inhibition de 10 mm est noté pour Enterobacter vis -a-vis des trois concentrations

utilisées, la méme valeur est observée chez Ki, K; et E; avec la deuxiéme concentration (0.5

pg/ml),
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V. 3. 2. B. Résultats du test d’antibiogramme automatisé :
» L’antibiogramme des entérobactéries étudiées :
Les résultats de I’antibiogramme aprés photosensibilisation des trois souches d’Entérobactéries

sont rapportés dans le tableau VIIIL.

Tableau VIII : L’antibiogramme d’E.coli (E3), E. cloacae et K. pneumoniae aprés

photosensibilisation.
E. coli E. cloacae K. preumonia
CMI Interprétation CMI Interprétation CMI Interprétation
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

AMP >32 R - - >32 R
AMC 4 S >32 R 16 |
TIC >128 R >128 R >128 R
pIp 16 S >128 R > 128 R
CF 16 1 >64 R > 64 R
FOX <4 S >64 R <4 S
CTX <1 S >64 R > 64 R
CAZ <1 S >64 R 16 R
EM <0.5 S - - <0,5 S
IMP <0.25 S <0.25 R <0,25 S
AMI <2 S >64 R <2 S
GEN <1 S >16 R >16 R
TOB <l S >16 R 4 S
NAL >32 R >32 R 16 S
C1p >4 R >4 R 1 S
OFX >8 R >8 R 2 S
NIT 128 R 256 R 64 I
TMP >320 R >320 R >320 R

Pour E. coli, on remarque qu’elle reste résistante a I’ampicilline, ticarcilline, acide nalidixique,
ciprofloxacine, ofloxacine, nitrofurantoine, triméthoprime avec des CMI citées en ordre: >32

ug /ml, >128 pg /ml), >32 pug /ml, >4 pg /ml, >8 pg /ml, 128 ug /mlet > 320 pg/ml.

33




Chanitre V Rocultnte ot dicriiccinn

Par contre elle montre une sensibilité 4 I’amoxicilline / acide clavulanique, céfalotine, céfoxitine,
céftazidime, ertapénéme, imipénéme, amikacine, gentamicine, tobramycine avec des CMI
comprises entre <0.25 pg/ml et 16 pg /ml.

Pour K. preumoniae, nous avons remarqué qu’elle est sensible a 1’ofloxacine avec une CMI de 2
ug /ml, ciprofloxacine avec une CMI de 1 pg/ml, acide nalidixique avec une CMI de 16 pg/ml,

amikacine avec une CMI de <2 pg /ml) et tobramycine avec une CMI de 4 pg /ml.

Les résultats de la comparaison des CMI avant et aprés photosensibilisation d’E.coli sont montrés

dans la figure 16.
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Figure 16: Résultats des CMI d’E. coli avant et aprés photosensibilisation

D’aprés les résultats montrés dans la figure 16, la CMI d’E. coli avant la photosensibilisation est
relativement élevée avec des valeurs de 8pg/ml a I’ampicilline et céfoxitine et de 32pug /ml au
céftazime et céfotaxime.

Apres la photosensibilisation, on enregistre un effet important sur la sensibilité d’E. coli avec des
CMI qui varient entre 4ug /ml et 1pg/ml pour les mémes antibiotiques mentionnés vis-a-vis de la

méme souche testée.

Les résultats de la comparaison des CMI avant et aprés photosensibilisation de K. preumoniae sont

montrés dans la figure 17.
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D’aprés des €tudes sur des bactéries Gram négatifs, le PS administré a I’aide de liposome chargé
positivement peut améliorer I’efficacité et la sécurit¢ de [’inactivation photodynamique

microbienne.

On peut également augmenter 1’efficacité en chargeant ZnPc dans un liposome biocompatible
(Yin et al, 2015).

En effet, le transporteur liposomique a un rdle majeur a désorganiser la structure native de la paroi
cellulaire bactérienne et a améliorer la capacité du PS & traverser la membrane externe, conduisant

a une pénétration plus profonde du PS dans la membrane plasmique.

Leur mode d’administration basée sur I’association du ZnPc a la partie lipidique des lipoprotéines

ainsi le liposome s’insert & des lipoprotéines.

L’explication possible suggérée par d’autre auteurs (Nunes et al., 2004 ; Rodal et al., 1998) est
que le ZnPc transfert rapidement des liposomes aux lipoprotéines qui est ensuite adsorbé au niveau

des cellules comme complexe avec les lipoprotéines.
» L’antibiogramme des staphylocoques :

Les résultats de [I’antibiogramme automatisé aprés photosensibilisation des souches de

staphylocoque sont rapportés dans le tableau IX.

SRR
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Tableau IX: Résultats de I’antibiogramme des souches de staphylocoque aprés la

photosensibilisation.

Souches Staphylococcus saprophyticus Staphylococcus lentus

e CMI interprétation CM1I Interprétation
Test FOX screen NEG -

PG >0.5 R >0.5 R

Oxa >4 R >4 R

GEN <0.5 S <0.5 S

K <4 S <4 S

TOB <1 S <l S

OFX 1 S 1 S

R .inductible a CM NEG - NEG -

EM >8 R >8 R

Lin <1 S >16 R

PT 2 S 2 I

TEC 4 S 4 S

VA 1 S 1 S

TET <1 S <1 S

FOS >128 R >128 R

NIT <16 S <16 S

FD 8 I 8 I

RIF >4 R >4 R

TMP <10 S <10 S

A partir des résultats, on remarque que les souches des staphylocoques montrent une résistance
aux benzylpénicilline avec une concentration de > 0.5 pg /ml, & I’oxacilline avec une CMI de > 4
pg /ml, & I’érythromycine avec une CMI de > 8 pg /ml, a la fosfomycine avec une CMI de > 128
pg /ml, rifampicine avec une CMI de >4 pg /ml.

D’autre part, on remarque que S. saprophyticus a montré une sensibilité aux lincomycine avec une
CMI de <I pg/ml, aux pristinamycine avec une CMI de 2 pg /ml, aux teicoplanine avec une CMI
de 4 pg /ml, aux vancomycine avec une CMI de 1 pg/ml, aux nitrofurantoine avec une CMI de

<16 pg /ml.










CONCLUSION
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L'augmentation progressive des souches résistantes aux antibiotiques a suscité un grand intérét pour
les recherches sur d'autres stratégies antibactériennes.
Actuellement, I'inactivation photodynamique des microorganismes (IPD) est la direction la plus
prometteuse pour la destruction de diverses bactéries.

Nous nous sommes intéressé dans cette étude a étudier I’effet duphtalocyanine de zinc sur la
résistance des bactéries responsables des infections urinaires.

Dans notre étude, nous avons réalisé une série de tests sur différents germes isolées E. coli, K.
preumonia, Entérobactercloacae et des staphylocoques, dont I’espéce bactérienne le plus
fréquemment rencontré est E. coli.

A partir de nos résultats, nous remarquons que la tranche d’4ge entre 50 et 70 ans est la tranche la
plus touchée et que le sexe féminin est plus dominant (68% des cas) que le sexe masculin.

A partir des tests d’antibiogramme et les différentes valeurs de CMI obtenues, nous remarquons
que les germes isolées ont montré une résistance a la plus part des antibiotiques. Pour les
entérobactéries, elles présentent une résistance a la plus part des féta-lactamines, des aminosides,
des quinolones et des sulfamides avec des concentrations minimales inhibitrices comprises entre >4
pg /ml et > 320 pg /ml.

Pour les staphylocoques, elles ont montré une résistance aux aminosides, aux macrolides, aux
glycopeptides et a la fosfomycine avec des concentrations minimales inhibitrices comprise entre
>0.5 pg/mlet > 128pg /ml.

D’autre part, on a évalué les différentes concentrations minimales inhibitrices des mémes souches
aprés test de photosensibilisation par la phtalocyanine de zinc.

Nous constatons une différence de comportement des germes vis-a-vis des antibiotiques. En effet,
une nette diminution des valeurs des CMI ont été observé. Ces valeurs sont comprises entre < 0,25
pg/ml et 16pg/ml.

D’aprés nos résultats obtenus, nous concluons que la phtalocyanine de zinc a une bonne activité
antibactérienne sur la plus part des germes étudiés.

Vu le probléme que pose actuellement 1’utilisation excessif des antibiotiques dont la conséquence
se répercute sur I’échec thérapeutique a cause des résistances & ces antibiotiques, la
photosensibilisation pourrait présenter de grandes perspectives comme méthode antibactérienne a

large spectre.
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Annexe 01 : Spectre antibactérien des principales familles d’antibiotiques en milieu
hospitalier basé sur les pourcentages de résistance des bactéries aux antibiotiques (de

2005 a 2008).
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Annexe 02 : Résultats d’antibiogramme automatisé de certaines souches avant

photosensibilisation

< La CMlI des germes d’E. coli ayant une résistance aux antibiotiques.

Souches

(E) (E2) (E3) (Ey) (Es) (Eq)

ATB CMI | Interp- | CMI | Interp- | CMI | Interp- | CMI | Interp- | CMI | Interp- | CMI | Interp-
rétation rétation rétation rétation rétation rétation

AMP | 232 R 232 R 232 R >32 R 232 R >32 R
AMC | >32 R 4 S 8 S 4 S 232 R >32 R
TIC | 2128 | R |[=2>128] R |=2128] R |=2128/ R [>128] R [=128] R
PIP 2128 R TRM - 16 S 8 S >128 R 64 I
CF >64 R 16 I 16 R 264 R 32 R 264 R
FOX 16 I <4 S 8 S 32 R <4 S 264 R
CTX | 4 <1 S 32 <1 S <1 S | 64 -
CAZ | 4 <1 S 32 <1 S <1 S | 264 N
ERT | <0.5 <0.5 S <0.5 S <0 S <0.5 S <0.5
IMP | <0.25 <0.25 S <0.25 S <0.25 S <0.25 S 1
AMI 4 S 2 S <2 S <2 S <2 S 16 S
GEN | >16 <1 S <1 S >16 >16 >16 N
TOB | 8 I <1 S <1 S 216 R 8 I 216 | R |
NAL | >32 R <2 S 232 R 232 R 4 S >32 R
Cc1p 24 R <0.25 S >4 R >4 R <0.25 S >4 R
OFX >8 R <0.25 S 28 R 28 R <0.25 S >8 R
NIT <16 S 128 128 64 1 <16 S 216 S
TMP | »320 | R <20 S [|=2320] R |2320] R [=2320] R [=2320] R
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< La CMI de quelque souche d’enterobacterie ayant une résistance aux antibiotiques.

Souches (E.) 8. liquefaciens M. morganii
CMI Interprétation CMI Interprétation CMI Interprétation
ATB
AMP - - - - >32 R
AMC >32 R >32 R >32 R
TIC >128 R >128 R >128 R
PIP >128 R 64 I TRM -
CF >64 R >64 R >64 R
FOX >64 R 32 R 32 R
CTX >64 <1 S 16 I
CAZ >64 8 I 32
ERT - - <0.5 S <0.5 S
IMP <0.25 0.5 S 4 S
AMI >64 R 4 S <2 S
GEN >16 R 2 S >16 R
TOB >16 R 2 S 4 S
NAL >32 R >32 R >32 R
CcIp >4 R >4 >4
OFX >8 R >8 >8
NIT 256 R 32 R 128 R
TMP >320 R <20 S <20 S
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< La CMl des Staphylocoques ayant une résistance aux antibiotiques.

Souches Sy (S2)
ATB
cMI interprétation CMI interprétation
STcersete :OX NEG - POS +
PG >0.5 R >0.5 R
Oxa >4 R >4 R
GEN <0.5 S <0.5 S
K <4 S <4 S
TOB <1 S <1 S
OFX 1 S 1 S
R .i:dcu;:l;ible NEG - NEG -
EM >8 R >8 R
Lin >16 R >16 R
PT >8 >8
TEC >32 >32
VA >32 >32
TET <1 S >16 R
FOS >128 R >128
NIT <16 S 32 S
FD 16 I >32 R
RIF >4 R >4 R
SXT <10 S <10 S




A mmnmava

%

%

La CMI des K. pneumoniaeayant une résistance aux antibiotiques.

Souches K K K. K (Kz)
ATB CMI Interpré CMI1 Interpré CMI1 Interpré CMI Interpré CMI Interpré
t-ation t-ation t-ation t-ation t-ation

AMP | >=32 R >=32 R >= 32 R >=32 R >=32 R
Aé\l <=2 S >=32 R 8 S 8 S 16 I
TIC | >=128 R >=128 R >=128 R >=128 R >=128 R
PIP 8 S >=128 R >= 128 R >= 32 I >=128 R

CF | >=64 R >= 64 R >= 64 R >= 64 R >= 64 R
FOX 8 < 8 < <=4 < <=4 < <=4 <
CTX | <=1 >= 64 >= 64 >= 64 >= 64 ]
CAZ 4 >= 64 >= 64 16 >= 64 B
ERT | <=0,5 S <= 0,5 S <=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S
IMP | <=0,25 S <=0,25 S <= 0,25 S <=10,25 S <=0,25 S
AMI <=2 S 8 S <=2 S <=2 S 4 S
GEN <=1 S >=16 R >=16 R >=16 R >=16 R
TOB | <=1 S >=16 R <=1 S 4 S >=16 R
NAL 4 S 4 R 16 S 8 R >=32 R
CIP | <=0,25 S 1 S 2 I 1 S >=4 R
OFX | <=0,25 S 1 S 4 I 2 S >=8 R

FT 64 I 128 R 64 I 64 I 64 I
T™P | <=20 S >=320 R >= 320 R >=320 R >=320 R
Sonches (Ky) (Ks) (Ks) Ky (Ks)

CMI Interpré CMI Interpré CMI Interpré CMI1 Interpré CM1 Interpré
ATB t-ation t-ation t-ation t-ation t-ation
AMP | >=32 R >=32 R >=32 R >=32 R >=32 R
AM <=2 S >=32 R 8 S 8 S 16 I
C

TIC | >=128 R >=128 R >= 128 R >=128 R >=128 R
PIP 8 S >=128 R >=128 R >=32 I >=128 R

CF >= 64 R >= 64 R >= 64 R >= 64 R >=64 R
FOX 8 < 8 < <=4 < <=4 < <=4 S
CIX | <=1 >= 64 >= 64 >= 64 >= 64 ]
CAZ 4 >= 64 >= 64 16 >=64 |
ERT | <=0,5 > <=0,5 > <=0,5 S <={,5 S <=(,5 >
IMP | <=0,25 S <=0,25 S <=0,25 S <=0,25 S <=0,25 S
AMI <=2 S 8 S <=2 S <=2 S 4 S
GEN <=1 S >=16 R >=16 R >=16 R >=16 R
TOB <=1 S >=16 R <=1 S 4 S >=16 R
NAL 4 S 4 R 16 S 8 R >=32 R
CIP | <=0,25 S 1 S 2 I 1 S >=4 R
OFX | <=0,25 S 1 S 4 I 2 S >=§ R

FT 64 I 128 R 64 I 64 I 64 I
T™P | <=20 S >=320 R >=320 R >=320 R >= 320 R
















