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Résumeé :

Les infections urinaires représentent un probleme de santé particulierement important
et occupent une place majeure dans la pathologie infectieuse, elles touchent les voies urinaires :
I’urétre, la vessie, la prostate et les reins et nécessite une prise en charge rapide et efficace. La
majorité de ces infections sont due a des entérobactéries avec un pourcentage de 80%, dont
Escherichia coli qui est la bactérie la plus communément observée. Les Cocci a Gram positif
viennent en 2°M position. La relation entre le sexe et ces infections montre une prédominance

du sexe féminin.

L’examen cytobactériologique et la chimie des urines, ainsi que les tests biochimiques,
nous ont permis d’identifier I’agent causal de I’infection urinaire et de déterminer le traitement
adéquat par les antibiotiques, ces techniques conventionnelles ne permettent pas d’identifier les
bactéries rares et les bactéries qui ont une croissance difficile, pour cette difficulté la biologie
moléculaire a simplifié 1’identification, ce dernier diagnostic est basé sur l’utilisation des

méthodes protéomique et génotypique.

Mots clés : entérobactéries, Escherichia coli, ECBU, infections urinaires.



Abstract :

Urinary infection are a particularly important health problem and occupy a major place
in infectious pathology, they are affected the urinary tract : urethra, the bladder, prostate,
kidneys, and requires rapid and efficient treatment. The majority of these infections are due
Enterobacteria with a percentage of 80% of which Escherichia coli Is the most commonly
observed bacterieum, gram-positive cocci come in seconde position .the relationship between

sex and these infections shows a predominance of the female sex with.

The cytobacteriology and chemistry examination of the urine, as well as biochemical tests,
allowed us to identiify the causatives agent of a urinary tract infection, and to determine the
appropriate antibiotic treatment for this infection, these conventional techniques cannot identify
rare bacteria, and bacteria that are difficult to grow, for this difficulty molecular biology is to
simplify the identification, the latter diagnostic is based on the use of protemic and genotypic
methods.

Keywords : enterobacteria, Escherichia coli, ECBU, urinary tract infections.
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Introduction

La microbiologie est une discipline qui s’intéresse a 1’étude des microorganismes

représentés par les bactéries, les virus, les champignons et méme les parasites.

Chez I'étre humain, ces germes peuvent envahir et se multiplier au sein d’un organe, une
cellule ou un tissu et causent plusieurs types de pathologies infectieuses, notamment les
infections urinaires (Amrani et Bachiri, 2018).

Depuis des années et jusqu’a nos jours, les infections urinaires sont considéré comme
une pathologie fréquente et un sujet d’actualité, qui constitue un vrai probleme de santé
publique, elles occupent la seconde position apres les infections respiratoires (Bouzenoune et
al. 2009).

On parle d’infection urinaire dans le cas d’une présence d’un agent pathogéne
colonisant I'urine et accompagné d’une symptomatologie avec inflammation du tractus
urinaire (Schiemann et al. 2010).

Les infections urinaires se rencontrent chez les deux sexes et frappent a tout age,
occupent une place de choix en pathologie néphrologique ; elles sont causées par une
prolifération anormale d’agent infecticux dans le systéme urinaire (reins, uretére, vessie,
I’urétre), souvent, elles s’accompagnent d’une réaction inflammatoire allant d’une bactériurie
asymptomatique a la pyélonéphrite (kouta, 2009 ; kenkouo, 2008 ; Flores Mireles et al.
2015).

Les bacilles a Gram négatif sont les germes les plus incriminés dans ces infections avec
une préedominance des entérobactéries (spécifiguement Escherichia coli), provenant de la
flore intestinale, et d’autres bactéries peuvent étre aussi rencontrés comme les cocci Gram
positif dans le tractus urinaire, ’IU est defini par une bactériurie supérieurs a 100 000
germes/ml d’urine et une leucocyturie supérieurs a 10 000 leucocyte /ml d’urine (Bartoletti et
al. 2017 ; Koves et Wullt, 2017).

L’examen cytobactériologique est ’examen primordial pour un bon diagnostic, ce test
repose sur I’isolement et 1°identification des microorganismes responsables et permet aussi la
détermination de la sensibilité ou la résistance de ces uropathogénes aux antibiotiques (ES —
Saoudy, 2019).

:



Introduction

Le traitement des IU est actuellement basé sur [I’antibiothérapie, alors que
I’augmentation du taux de la résistance aux antibiotiques et I’aggravation des IU nécessite

d’autres stratégies de thérapie, pour une lutte efficace (Amrani et Bachiri, 2018).

Dans ce contexte nous avons choisis la problématique de I’infection urinaire comme sujet

d’étude, I’objectif de notre travail s’articule autour des points suivants :

1- Diagnostiquer bactériologiquement les urines par la recherche des bactéries
uropathogénes, essentiellement les bacilles Gram négatifs dans les échantillons
d’urines, en se basant sur des observations macroscopiques et microscopiques, Suivis
par une culture sur milieu solide, dans le but d’identifier phénotypiquement les germes

responsables des infections urinaires.

2- Diagnostiquer par des analyses moléculaires basées sur des méthodes protéomiques et
génotypiques, qui sont utilisées dans le cas ou I’identification bactérienne par ’ECBU
est difficile.
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1 Rappel anatomique

1.1 L’appareil urinaire
1.1.1 Définition

L’appareille urinaire est I’ensemble des organes qui permettent la stabilisation de ’état
vital du corps humain, P’arbre urinaire est différencié durant les premiers semaines de
développement du feetus jusqu’aux les trente deuxiéme semaines, la différenciation atteint au
stade final (ultime) aprés la naissance et durant ’enfance (Boubchir, 2002 ; Laforet, 2009;
Lasnier et al. 2002).

1.1.2 Composition et Fonction

La fonction du systeme urinaire est d’assurée I’epuration du sang résultant du
métabolisme et 1’élimination des résidus de filtration et ’excés d’eau qui forment 'urine a
’aide des deux organes glandulaires (les reins), deux conduites excréteurs (les uretéres), un
réservoir (la vessie) et & la fin une conduite reliant la vessie a I’extérieure (I’urétre) (kouta,
2019 ; khedded et Belloum, 2018).

1.1.21 Les reins

Le rein en latin et en grec néphrose, est un organe vital du corps humain, a une forme
d’haricots avec une couleur brune rougeatre et de taille d’un gros savon (12 cm de long, 6cm

de large, et 3 cm d’épaisseur) (Lasnier et al. 2002 ; Lamar, 2015).

Dr. Pregial dit « le rein est en position rétro-péritoneale et se situe entre le feuillet du
péritoine et les muscles du dos », sont les deux paires d’organes les plus profondes de
I’abdomaine, I’'un dans la partie droite et légérement plus bas que la gauche, car il se repousse
par le foie, chaque rein se compose des arteres et de veine rénal, leur r6le primordial est
I’épuration du sang, pour un but d’¢laboration et d’¢limination des déchets toxiques produites
par le corps humain, & I’aide d’un million des petites unités épuratrices du sang appelée
« néphron » (Pregial, 2012 ; Boubchir, 2002 ; Ramé et Thérond, 2007).

-
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1.1.2.2  Uretéres

Ils sont deux conduites tres fines qui se forme de canaux, avec une longueur d’environ
25cm et un diamétre de 3 a 5 mm, ils sortent de chaque rein en position verticale et
étendent du bassin vers la vessie, sont vascularisés par des arteres, leur réle est I’évacuation
de I'urine vers la vessie par la gravité des mouvements péristaltiques (Lamarre, 2015 ;
Prygiel, 2012 ; Lasnier et al. 2002 ; Bommas et al. 2008 ; Douadi, 2014).

1.1.2.3  Vessie

La vessie est une poche rétractile musculo-membraneux, tres élastique et extensible,
elle a un role principal qu’est I’ accumulation et le stockage de I’urine temporairement dans
I’intervalle des mictions, leur capacité est variable 500 ml en moyenne ; cette poche est
fermee par un muscle en forme d’anneau appelée Sphincter, qui commande 1’ouverture et la

fermeture de la vessie (Prygiel, 2012; Lansnier et al. 2002 ; Amrani et Bechiri, 2018).
1.1.2.4  Urétre

L’urétre est un canal qui permet I’expulsion de l'urine vers la vessie puis vers
I’extérieur du corps humain ; sa position et sa longueur sont différentes chez les deux sexes,
il est tres court chez la femme contrairement a ’homme ou il joue une double fonction :

I’extraction des spermes et I'urine a la fois (Lansier et al. 2002 ; lamare, 2015).

1.2 Urine

1.2.1 Définition et composition

L’urine est un produit biologique constitué de 91 a 96% d’eau et d’autres composés
chimiques avec une concentration de 10mg, comme les sels minéraux (sodium, potassium,
calcium, magnésium, chlorure, sulfates et phosphates), des produits chimiques azotées (1’urée
et la créatinine), des vitamines, des hormones et des acides organiques tel que I’acide urique
(Thomas, 2019).

L’urine a une odeur légere, une couleur jaune plutdt ambrée et un ph acide (Zerari et
Djekouadio, 2014).
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Elle est secrété par les tubuleux rénaux, qui est responsable de la filtration du sang,
ensuite transportée par les urétres jusqu’a la vessie, et puis évacuée a I’aide de 1’uretére a

I’extérieur de corps humain (Laforet, 2009).

1.2.2 Comparaison entre I’urine normale et I’urine anormale

Le tableau 1 montre les principaux caracteres différentiels entre I’urine normale et

anormale

Tableau 1 : la différence entre 1’urine normale et 1’urine anormale (Boukhellouf et Touati,

2018 ; Bezziche et Bounemeur, 2019).

Caractére Urine normal Urine anormal
Couleur Jaune claire Jaune orange
Jaune foncé Rouge
Brun foncée
Odeur Peu prononcée due a des A cétonique
composeées volatiles ou Fétide
certaines aliments Particuliére
Volume 1000-1600 ml par 24 <500 mi
>2000ml
pH 5a8 Soit une augmentation
d’acidité soit une diminution
d’acidité
Bulles d’air Absence d’air au cours de présence d’air au cours de
diurese diurese

S —

Figure 1 : Comparaison entre I’urine normale et 1’urine anormale, urine normale (a gauche), urine anormale (a
droite) (Hodilie, 2016).
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2 Epidémiologie
2.1 L’infection urinaire

2.1.1 Définition

L’infection urinaire est définie comme une colonisation d’un agent infecticux dans les
voies urinaires et non I'urine, on estimer la présence d’une infection urinaire, quand 1’urine
qu’est normalement stérile contient plus de 10° UFC/mI de germes, accompagnées par des
symptdmes qui sont variables, mais le plus connu, le besoin trop fréquent d’uriner,
I’impériosité de ce besoin, des douleurs dans la vessie, douleurs lombaires ; sensation des

brulures en urinant, fievre de plus de 38°C (Francois et al. 2013 ; Pauline, 2018).

Elles représentent la deuxiéme cause des infections apres les infections respiratoires,
qui peuvent coloniser toutes les régions de I’appareil urinaire (reins, uretéres ; urétre, vessie)
mais principalement la vessie (cystite) et I’urétre (urétrite) (Schemimann et al. 2013 ; Karim
et Benzghadi, 2018).

Elles sont les infections bactériennes les plus fréquentes chez le sexe féminin, dont
50% des femmes souffriront au moins d’un épisode au cours de leur vie, un tiers des femmes
souffrants des IU récidivantes, par contre, le sexe masculin représente seulement 20% des cas
(Pauline, 2018).

2.1.2 Classification
La classification des infections urinaires peut se faire selon la localisation, la complication ou
selon I’origine.
2.1.2.1  Selon la localisation
» Infection d’appareil urinaire supérieur : Pyélonéphrite aigue (PNA).
> Infection d’appareil urinaire inferieur : urétrite, cystite et prostatite.

2.1.2.1.1 les IU de ’appareille urinaire supérieure (la pyélonéphrite) :

C’est une infection des voies urinaires localisée au niveau du bassinet et/ou du
parenchyme rénal, elle peut étre aigue ou chronique si elle est répétée ; les bactéries montent
de la vessie jusqu’aux urétres pour I’infection des reins (Bigot et al. 2005 ; Sully, 2018 ;
Mohammedi, 2013).

.
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L’infection de ’arbre urinaire haut révélée par une douleur sus-pubienne ou dorsale
inferieure au niveau d’un rein ou deux a la fois, une fievre, malaise, nausée ; vomissement,
anorexie et dans certains cas une diarrhée surviennent, ces symptdmes peuvent
s’accompagner d’autres symptomes ITU inferieure (dysurie, hématurie ou miction difficile)
(Bigot et al. 2005).

Un examen bactériologique des urines peut confirmer le diagnostic, et pour un bon
choix de traitement par I’antibiothérapie, cette analyse révéle une leucocyturie (Des globules
blancs) et une bactériurie dans I’urine ; au cas de négligence du traitement, cette type
d’infection peut provoquer des Iésions ou insuffisantes rénale (Ghedbane et Merrad, 2018 ;
Pagnon et Chaplan, 2003).

2.1.2.1.2 Les IU de ’appareille urinaire inferieur

e Lacystite aigue

C’est une inflammation localisée dans la vessie, et d’origine bactérienne, elle
apparait sous forme des brulures et douleurs a la miction et des envies fréquentes
d’uriner, une pollakiurie, avec une absence de la ficvre et de douleur lombaire, en
plus, les femmes sont plus susceptibles d’étre exposées a la maladie que les hommes,
car elles possédent un urétre court.

Le traitement doit étre rapide surtout dans le cas d’une cystite a risque de
complication (diabéte, grossesse...), c’est pour éviter la propagation des germes vers
les reins (pyélonéphrite) puis la voie sanguine, ce qui met la vie du patient en danger
(Lmouden, 2019).

o L’urétrite

C’est une inflammation localise au niveau de 1'urétre et des glandes péri-
urétrale, provoquée par un agent infectieux transmis sexuellement, il existe deux types
de 'urétrite :
-L’urétrite gonococcique : due a Neisseria gonorrhoeae, c’est une bactérie Gram
négative, intracellulaire, et esttoujours sexuellement transmissible, elle est caractérisée
par un écoulement urétral important, épais, purulent, accompagnée parfois par des
signes géenéraux marquées (fievre), et des troubles mictionnelles.
-L’urétrite non gonococcique : due a chlamydia trachomatis, bactérie intracellulaire
obligatoire, responsable d’urétrite a transmission sexuelle aussi, c¢’est la premiére

cause d’urétrite responsable de 20 a 50% des UNG, leur symptomatologie

.



Chapitre 1 Généralité

généralement subaigué, elle caractérisées par un écoulement urétral moins important,
matinal, peu abondant, clair, avec des signes généraux et urinaires le plus souvent

discrets (William et Bowie, 1987 ; Belaich et Crickx, 2013 ; Bianchi et al. 2013).

e La prostatite

C’est une inflammation d’origine microbienne de la glande prostatique,
exceptionnellement chez le sexe masculin, c’est une contamination bactérienne due a des
entérobactéries (principalement Escherichia coli), par une voie ascendante urétrale le plus
souvent, et elle peut également étre hématogéne (staphylocoque ou autre).

La prostatite aigue est commencée comme une grippe avec des douleurs pelviennes, et
de la fievre entre 38°c et 40°c, suivie par des signes des IU comme les brulures mictionnelles,
des envies d’uriner fréquentes, et des mictions de petites quantités (le patient se réveille dix a

quinze fois par nuit pour faire seulement quelques gouttes).

L’identification des germes responsables de ce type d’infection se fait a I’aide d’une
analyse d’urine, et pour le traitement doit étre utilisé des antibiotiques adaptés a penétration

prostatique et prolongée durant une période minimale de six semaine.

Un traitement court entraine des récidives menant a la transition vers le stade
chronique de la maladie, qui traduit par des symptomes flous, ce qui rend le traitement
difficile (Pfeifer, 2006 ; Fourcade, 1997 ; Ouardi, 2019).

Pyélonephrite

glande surrénale

rein

uretére

Urétrite

vessie

Cystite

prostate

Prostatite

urétre

Figure 2 : Composition de 1’appareil urinaire et la localisation des différents types des IU (Flam, 1999).
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2.1.2.2 Selon la complication
On distingue deux types de I’infection urinaire selon la complication :
2.1.2.2.1 L’infection urinaire simple

Les infections urinaires simples sont les infections qui survenant en 1’absence des
facteurs de risque de complication ; elles regroupent PNA simples et les cystites simples
(Raghu, 2016).

2.1.2.2.2 L’infection urinaire compliquée

Les IU a risque de complication sont les des infections caractérisées par la présence d’au
moins un facteur de risque qui rend P’infection plus grave et le traitement plus complexe
(Raghu, 2016).

2.1.2.3 Selon I’origine

La colonisation des uropathogénes dans 1’urétre intervient a partir de deux origines :

2.1.2.3.1 Infection d’origine endogéne

L’infection endogéne ou I’auto-infection est la conséquence de la colonisation
ascendante de I'urétre, par les propres germes du malade, ces germes sont proviennent de
la flore commensale, cutanée ou les muqueuses vaginales externes, et méme de la flore

colique (origine digestive).

La plupart des coliformes responsables de 1’auto-infection sont des multirésistantes,
car I’intestin est un milieu favorable pour les changements plasmidiques la coliformes sont
des multi résistance, car I’intestin est un milieu favorable les changements plasmidiques de
résistances (Boudjehem et al. 2018 ; Bouhafs et al. 2018).

.
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2.1.2.3.2 Infection d’origine exogéne

C’est la conséquence d’une transmission des bactéries d’un malade a I’autre, soit par
des instruments souillé (matériels chirurgicales,...), ou par les personnels de santé (porteurs
sains ne présentant pas des signes pathologique ), ou bien par ’environnement hospitalier
(eau ,air , aliment, surface ) ; les principaux bactéries exogénes sont des anaérobies a Gram
positif (les staphylocoque et les streptocoques) (Boudjehem et al. 2018 ; Bouhafs et al. 2018 ;
Malki et Berriche, 2019).

2.1.3 les modes des transmissions des infections urinaires

La transmission de I’'TU se fait par des agents pathogenes, qui entrer en contact avec

I’organisme de 1’h6te et pénétrer par un mode direct ou un mode indirect.

2.1.3.1 Le mode direct

Le mode direct peut se fait a cause de la flore normale du malade qui devient
opportuniste en suite pathogene, principalement chez les immunodéprimées, elle peut induire
un déséquilibre hémostatique ; ou a cause d’un contacte physique interhumaine comme les
relations sexuelles qui induire une propagation du germes par les liquides biologiques
provenant d’une personne porte I’infection, et il peut aussi causée dans les cas du sonde, des

Iésions et des lavages vésicaux (Rahmani et Youbi, 2018).
2.1.3.2 Le mode indirect

I1 s’agit d’un contact avec des objets contamineés ; les liquides de perfusions, les

aliments, qui peuvent étre une source de contamination (Lacheheub et Bendagha, 2016).

.
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3  Physiopathologie

3.1 Les voies de contaminations

3.1.1 Infections communautaires

L’arbre urinaire est normalement stérile, seulement les derniers centimeétres de ’urétre

qui sont colonisée par une flore multiple, digestive, cutanée ou génitale (Lobel, 2007).

Les germes attiennent 1’appareil par différentes voies: principalement la voie
ascendante, mais peut étre par une voie hématogene ou lymphatique ou par extension a partir

d’un autre organe.
3.1.1.1 Voie ascendante

Les germes pénétrent dans 1’urétre, et remontent jusqu'a la vessie s’il peut surmonter
les mécanismes de déefense et causer une cystite. Parfois il peut également atteindre les voies
urinaires hautes (uretere, rein) en cas de 1’absence d’une réponse immunitaire de 1’hote et la

présence des facteurs de risques.

Les IU cause par cette voie peut étre des infections iatrogénes (liées a la pose urinaire
de sonde), des infections spontanées (a partir de flore périnéale) ou a cause d’examen
endovésical (Lobel, 2007).

3.1.1.2 Voie hématique

Cette voie moins fréquente, due a une pénétration des bactéries dans la circulation
sanguine qui atteint la vessie et le rein au cours des maladies chronique (la tuberculose, les

abceés de rein et les abcés périnéaux) (Lobel, 2007).
3.1.1.3 Voie lymphatique

Cette voie est rare, les germes atteignent la vessie et la prostate par les lymphatiques
du rectum et du colon chez le sexe féminin, et les voies urogénitales par les lymphatiques
utérins (Lobel, 2007 ; Perronne,1999).

.
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3.1.1.4 Extension a partir d’un autre organe

L’extension directe des germes provienne a partir des abces intra péritonéaux vers
I’appareil urinaire (suppuration pelvienne aigue chez la femme) (Sekhsokh et al. 2008 ;
Johnson, 1991).

3.1.2 Infection nosocomial

L’infection urinaire représente environ 40% des infections nosocomiales, ce sont un
grand probléeme de la santé publique acquise dans une structure de soin au cours de
I’hospitalisation ou la période qui la suite, ou en maniére plus générale reliée a la prise en
charge du patient en cause des germes nosocomials principalement endogénes (flore de
patient) (Ait Miloud, 2011).

3.1.2.1  Meécanisme d’acquisition des IUN en I’absence de sonde

C’est correspondant aux infections communautaires, la voie ascendante est considerée
comme le mécanisme principal, a partir d’une invasion de la vessie, puis le rein et la prostate
chez ’homme. Ces infections soit a cause d’une carence de défense liée a des anomalies
organiques ou fonctionnelles de I’arbre urinaire de 1’hdte qui provoque 1U compliquée, soit a
cause de développement de la flore urétrale d’une bactérie virulent uropathogéne qui est
provoguée des U non compliquées ( SPILE et AFU, 2002 ; Ait Miloud, 2011).

3.1.2.2 Meécanisme d’acquisition des IUN en présence de sonde

Les IUN en présence de sonde vesicale sont les infections les plus fréquentes et
méconnues, c’est une question d’une politique générale d’hygiéne et ne dépend pas

uniquement du systeme de sondage.

Les facteurs de risque de ce systéme sont 1’absence d’urométre, la colonisation de sac
de drainage, le diabete, I’absence d’antibiothérapie, le sexe féminin, la modification de la
créatinine plasmatique et I’erreur lors de soin de cathéter, I’age et la sévérité de la pathologie

et méme la durée de sondage qui est le principal facteur de risque (Platt et al. 1986).

.
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3.1.2.3 L’acquisition des IUN sur sonde lors de la mise en place de la sonde :

La colonisation des bactéries sur les derniers centimétres de périnée et de 'urétre peut

entrainer une introduction directe dans la vessie lors de sondage (SPILE et AFU, 2002).

3.1.2.3.1 L’acquisition par voie endoluminale

L’acquisition par une contamination du systéme dominant avec le systéme ouvert, le
développement des différents systémes clos en utilisant un sac a urine est diminué I’incidence
journaliére d’acquisition d’IUN sur sonde ou la contamination du sac peut produisit lors de
vidage de I’'urine (SPILE et AFU, 2002).

3.1.2.3.2 L’acquisition par voie exraluminale ou périurétrale

Cette contamination issue de la colonisation de meat par des bactéries d’origine
digestive, qui migrent vers 1’urétre et la vessie par capillarité dans le fin film muqueux
contigu a la surface externe de la sonde (SPILE et AFU, 2002).

3.1.2.3.3 L’acquisition par voie lymphatique ou hématogene

Malgré un parfait respect du systéeme clos et une absence d’une colonisation de 1’urétre
et du sac collecteur, il y a une émergence de certains bactériuries sur sonde, due normalement
a une infection d’origine hématogéne ou lymphatique a partir d’une source endogéne a
distance (SPILE et AFU, 2002).

3.2 Facteurs favorisant les infections urinaires

3.2.1 Facteurs liés a I’h6te

Ces facteur sont principalement représentés par (Rhmani et Youbi, 2018 ; Meskine, 2014 ;
Gasmi, 2018 ; Lacheheub et Bendagha, 2016).

3.2.1.1Anatomique
v' Les malformations urologiques principalement méats urétraux, reflux vésico-
urétéraux.
v' Les tumeurs et les cancers des vois urinaires et les anomalies organiques ou

fonctionnelles du tractus urinaire.

.
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v

v
v
v

La longueur de I'urétre, s’il court favorisons la remuent de la flore urétrale vers la
vessie (uniquement chez la femme).

L’anomalie congénitale de la vessie.

La lésion des muqueuses du tractus urinaire permette les plantations des germes.

Sténose de 'urétre.

3.2.1.2Biochimique

v

v

v

le changement du PH vaginal dans la ménopause chez les femmes favorise la
colonisation des Entérobactéries dans le vagin et le déreglement de la flore
urogeénitale.

Les modifications hormonales chez la femme (période pré-menstruelles et poste-
menstruelles).

La présence d’une glycosurie dans 'urine provoque I’'IU chez les diabétiques et les

femmes enceintes.

3.2.1.3Génétique

La présence de I’antigéne HLA-A3 chez les patients qui sont touchés par les IU récidivantes
(Es-Saoudy, 2019).

3.2.1.4Autres facteurs

v
v

<\

la stase urinaire

Le mécanisme irrégulier de la miction peut empécher le mécanisme de défense contre
L’IU.

Tous les corps étrangers (sondage, cystoscopie, dilatation urétrale, endoscopie).
L’utilisation des spermicides et les rapports sexuels.

Les infections génitales a chlamydia ou a mycoplasmes et les défauts d’hygieéne
périnéale soit par exces ou insuffisance (Sabbah, 2015).

Les vétements trop serrés et de nature moulante.

Des troubles digestifs : Le cas d’une diarrhée ou une constipation a cause la stase des
selles et la pression des intestins sur I’arbre urinaire.

Une hydratation insuffisante.

La présence des cristaux et des calculs dans les urines conduisant une irritation des

mugueuses provoquent le développement des germes.
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v" Les immunodépressions.

3.2.2 Facteurs liées a la bactérie

Les germes uropathogénes envahissent le tractus urinaire grace a la présence des facteurs de
virulences spécifiques, la migration de ces germes de 1’urétre vers la vessie se fait par leur
fixation sur les protéines d’épithélium urinaire a 1’aide de ces facteurs, la capacité d’induire

une infection est déférente d’une bactérie a une autre.

Escherichia coli est le germe principal d’infection urinaire, il se caractérise par la
présence d’ilots génétiques de pathogeénicité ou des plasmides, ou des génes codants
principalement les adhésines, I’agglutination des érythrocytes se fait en fonction de la
présence ou I’absence de mannose : les adhésines mannose-sensible (Pili 1) se fixe au résidus
D-mannose de I’épithélium de la vessie ; les adhésines mannose-résistant (pili P) se fixe aux

récepteurs glycolopidiques rénaux (facteur clé de pyélonéphrites).

Il'y a autres facteurs qui aident cette bactérie, comme les aérobactines qui sont des
sidérophores permettant la captation de fer par la bactérie pour sa propre croissance, les
hémolytiques qui sont des toxines lysent les érythrocytes, contribuent aux phénomenes
inflammatoires, ils libérent les nutriments essentiels pour la croissance et la survie de la
bactérie aprés la stimulation de I’apoptose de cellule hote ; et méme des antigenes de la paroi
bactérienne principalement antigéne O plus qui fréquent chez E.coli (Riegl, 2003 ; Barrier,
2014).

Pour les autres bactéries responsables des infections urinaires, il y a d’autres factures
de pathogénicité (Riegl, 2003).

La présence d’une capsule qui permet la résistance de Klebsiella pneumonie a la

phagocytose, il y a aussi une présence possible d’aérobactines_(sidérophores).

L’endotoxine A, I’exo-enzyme S et lelastase chez Pseudomonas aéroginosa, qui

provogue une nécrose tissulaire (A.Ben haj khalifa et al. 2011).

Des flagelles chez Proteus mirabilis, permet la mobilité de la bactérie dans le tractus

urinaire (Barrier, 2014).
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3.3 Moyen de défense de I’hote

Chaque organe de I’arbre urinaire a des mécanismes spécifiques pour la défense
contre les corps étrangers, la majorité de ces mécanismes sont mal connus ; en présentant
les plus connus comme la réponse immunitaire par la production des anticorps , des anti-
adhérence, et la production des peptides antimicrobiens par exemple les B —défensine,
cathélicidine qui détruisant la paroi, en plus des uromodulines_qui sont glycoprotéines

empéchant I’adhérence, et les cytokines principalement les IL-8 qui attirant les neutrophiles.

Les sécrétions vaginales et prostatiques chez les deux sexes, plus I’osmolarité et
I’acidité extréme d’urine ont un effet antibactérien, on trouve aussi que la fréquence des

mictions empéchent I’implantation des germes a ’intérieure.

L ’hote a une activité bactéricide, grace aux facteurs vésicaux et encore | élaboration
des métabolites soit dans I’urine ou dans le muqueuse ( comme les protéines de Tamm-
Horsfall ou uromucoide riche en mannose), ces protéines produisent par les cellules tubulaires
rénales, qui agissent sur les adhésines de type 1 et indure la fixation de la bactérie sur cette
proteine au lieu sur la paroi des cellules uroépithéliales , en facilitant la phagocytose ; plus
des IgA sécrétoires travaillez sur la réduction de ’adhésion bactérienne ,sont actifs sauf il y

a une stimulation bactérienne (Bouarroudj et boutebza, 2015 ;Gherbi et Maouche, 2019).

4 Diagnostic

4.1Bandelettes urinaires

Une bandelette urinaire est une tige en plastique, sur laquelle sont fixées des plages
réactives de chimie séche, elle est trempée dans 1'urine de deuxiéme jet urinaire, une
modification de couleur de ces plages signifie la présence d’un paramétre positif au sein de
I’urine, la détection de cette modification se fait a I’aide une lecture a ’ceil nu ou avec un

lecteur de bandelette urinaire qui lit et imprime les résultats (Thérése, 2018).
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4.2ECBU

L’ECBU ou examen cytobactériologique d’urine est I’examen clé le plus demandé lors
d’un diagnostic, en cas de suspicion d’infection urinaire ou en contréle apres une
antibiothérapie pour une IU. Leur interprétation est basée sur deux paramétres, la bactériurie
et la leucocyturie. Ce examen se fait par une étude des différents types de cellules retrouvées
dans I'urine (une cytologie), et une recherche et identification des microorganismes pouvant
se trouver dans 1’urine (une bactériologie), suit par un test de la sensibilité du germe a divers

antibiotiques lors de leur identification (antibiogramme) (Janvier, 2008 ; Charline, 2017).

4.3Antibiogramme

Un antibiogramme est définit comme 1’examen bactériologique, qui est basé sur 1’étude de
la sensibilité et la résistance de la bactérie aux antibiotiques, par la méthode de diffusion des
disques imprégneés des différents antibiotiques, sur un milieu gélosé lors d’une infection ; il
est réalisé pour les infections urinaires graves, chez les patients les plus fragiles ou lorsque le
traitement probabiliste a echoué, ou le médecin peut identifier 1’antibiotique le plus efficace

pour traiter 1’infection du patient (Brahmia, 2018 ; Charline, 2017).

5 Traitement des IU
La lutte contre les infections urinaires est orientée vers quatre types de thérapie suivants :

5.1Antibiothérapie

C’est I'utilisation des antibiotiques adapté a I’infection apres un antibiogramme réalisé, ou

une antibiothérapie probable dans le cas d’urgence avant 1’obtention des résultats (Caron,
2015).

Les antibiotiques sont des molécules inhibent la croissance bactérienne par une
destruction complete ou partielle, agissant sur certaines fonctions biologiques comme la
réplication et la transcription de I’ADN, la synthese de la paroi et des protéines, et agissant
aussi sur le métabolisme intermédiaire, sont répartis en deux types: premierement les
bactéricides qui sont mortelles pour les bactéries (tuent le germe) comme les Béta-
lactamines, les glycopeptides ,fosfomycine, les tétracyclines, les aminosides, les

chloramphénicols, les acides fusidique et linézolide , les rifampicines ,les sulfamides , les

.
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quinolones et les triméthoprimes, plus les cotrimoxazoles ; et deuxiément les bactériostatiques
qui temporisent la prolifération des bactéries ou arrétent la comme les la polymixine B, la
colistine (Bouskraoui et al. 2017).

Elles sont largement utilisées a une durée précise, et avec une dose journaliére limitée le
soir au coucher, selon le germe traité et 1’état de santé de malade, généralement le traitement
se fait durant 7 a 10 jours, et parfois durant 3 jours dans le cas d’une forte antibiothérapie
(Traore, 2006).

5.1.1 Traitement des différents types des infections urinaires

5.1.11 Traitement d’une IU basse non compliquée

Dans le cas de ces infections il est recommandée d’utilisée les Fosfomycines
trométamol et les fluroquinolones (ofloxacine : 400mg ; ciprofloxacine : 500mg, pefloxacine :
800mg ) durant 3 jours ou 5 a 7 jours dans le cas d’un traitement prolongé ; par contre il s’agit
d’éviter 1’utilisation des antibiotiques de la famille amoxicilline et le cotrimoxazole a cause

de la résistance des colibacilles .

51.1.2 Traitement d’une IU basses compliquée :

Dans ce cas, on arracher la sonde vésicale, et on choisit 1’antibiotique adéquates apres la
réalisation d’un ECBU suivi par un antibiogramme, la période du traitement est de 5 a 7

jours.
5.1.1.3 Traitement d’une IU haute :

Dans cette infection, il est conseillé d’utiliser une antibiothérapie adéquat apres
réalisation des hémocultures et des antibiogrammes ; en utilisant fréguemment comme une
monothérapie les quinolones fluorées, les céphalosporines de 3°™ générations durant 10
jours, et comme une bithérapie I’amoxicilline ou ticarcillin associée avec I’acide clavulanique

au cours de 4 jours, et en peut utiliser I’aztréonam (Traore, 2006).
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5114 Traitement d’une IU récidivante :

Dans ce cas, en utilisant des antibiotiques précises, avec une dose journaliere unique
nocturne, telle que les nitrofurantoines (50 a 100 mg), les cotrimaxazoles (80-400mg), les
céphalines (250 mg), les triméthoprimes (100 mg), les norfloxacines (200-400mg), les
ofloxacines (400mg), I’acide nalidixique (500 mg) et a la fin I’acide pipémidique (200mg)

5.1.1.5 Traitement d’IU fongique :

On_réalise un lavage vésical par des antibiotiques systémiques sont les amphotéricines
B ou les 5-fluorocytosine (Traore, 2006).

Dans le cas des enfants, ce n’est pas tous les antibiotiques sont autorisés comme chez
I’adulte, en écarte definitivement I’utilisation des fluoroquinolones et I’acide nalidixique
(Traore, 2006).

5.1.2 Antibiorésistance

La résistance bactérienne aux antimicrobiennes est une réaction naturelle chez
certaines bactéries, et acquise chez d’autres, a cause de la consommation successive et
abusive des antibiotiques, ou elle permette aux bactéries d’obtenir des nouveaux genes de

résistance, par le phénomene de conjugaison (Hamims et Belaieb, 2011).

La détermination de la résistance naturelle ou acquise génétiquement se base sur des
méthodes d’analyse moléculaire (le clonage des génes, le séquengage, I’amplification génique

par PCR « polymérase chaine réaction) (Brahimi, 2013).

Malgré D’activité efficace des antibiotiques sur la majorité des bactéries, ils restent
quelques germes résistent ; par exemple la résistance des bactéries a tous les aminosides
(Acar, 2018).

.
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5.1.2.1 Les principaux mécanismes biochimiques et génétiques de
résistance chez les entérobactéries :

5.1.2.1.1 La réduction de la perméabilité cellulaire :

La bactérie change leur perméabilité membranaire par la diminution de la production
des protéines membranaires (porines), qui vont induire une dispersion faible aux

antibiotiques dans 1’espace péri plasmique ou a I’intérieur de la cellule.
5.1.2.1.2 Le changement structural des sites ciblés par 1’antibiotique

La modification d’un endroit bien spécifique du géne codant le site ciblé
d’antibiotique, cause soit une substitution de la cible par une autre cible, soit par un

abaissement de I’affinité de la cible de I’antibiotique.
5.1.2.1.3 L’Inhibition enzymatique

La synthése des enzymes permet [I’inactivation des antibiotiques ou réduit leur

activité, ¢’est le mécanisme le plus répandu.
5.1.2.1.4 Lespompes a efflux

A T’aide d’une pompe a efflux actif, I’antibiotique rejeté de I’intérieur de la cellule

bactérienne vers I’extéricur (Brahimi, 2013 ; Bouhafs et Bourefrouf, 2018).

Mécanismes de résistance a |'antibiotique

La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
I'antibiotique d’entrer

Antibiotique /

Antibiotique
refoulé

o

Les antibiotiques sont
décomposés par les enzymes

Figure 3 : Schématisation des différents mécanismes de résistances des entérobactéries (Sonneville, 2018).
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5.2 Phagothérapie

C’est I’utilisation des bactériophages pour traiter les infections essentiellement les
IU graves, qui sont des virus spécifiques aux bactéries a des caracteres précis (sont des ultras
filtrables et inactivables par la chaleur), « ces bactériophages ne se développent plus apres
la disparition des bactéries » dit par Frederick twort (1877-1950) (Philipe et Paul, 2013).

Ces particules sont a ADN double brin et enveloppés, leur taille totale est de 28 a 800
nm appartient a 1’ordre de caudovirales, regroupent dans trios familles :les podoviridae , les
mycoviridae, les siphoviridae, sont infectées leur hétes naturellement et mortellement par
quatre cycles d’infections : cycle lytique, lysogénique, pseudolysogénique, et le cycle
chronique ; les phages se conduisent a une disparation totale du bactérie par un éclatement,
sans aucun résidu visible du corps cellulaire dans le milieu microscopique, c’est une lutte

efficace contre les résistantes.

Pour réaliser une phagothérapie efficace, il faut respecté les regles du traitement ; le
bactériophage doit avoir une haute virulence par apport aux bactéries, sensible, vivante et
jeune au début de I’infection dans un milieu adéquate a une viscosité faible, de pH alcalin
pauvre en hyperglycémie, durant les 5 jours avant le traitement, et en absence d’antiphage ;
I’administration du phage par la voie recommandé selon le pathogéne traité, soit par une voie

digestive, soit par une voie vésicale ou urétero—renale.

Dans les cystites simples le phage mettre dans la vessie apres une dilution dans I’eau

bouillie et encore refroidit a 38 °C.

Dans les pyélites, pyélonéphrites en utilisant des coli-phage pur directement dans les

riens du malade.

A la fin et avant d’utilisé cette thérapeutique, il s’agit bien assurer 1’absence totale des
anomalies comme la lésion anatomique de I’arbre urinaire ou la présence des calculs ; et aussi
il est recommande d’éviter tout produit a base de formol par exemple 1'urotropine (Nicolas,
2016 ; Philippe et Paul, 2013 ; Jeun et al. 2009).

.
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5.3Phytothérapie

C’est I'utilisation des plantes médicinales contiennent des molécules actifs qui agissent
directement sur I’organisme, pour le traitement des troubles urinaires, les principaux plantes

sont montrées dans le tableau suivante :

Tableau n°2 : Les principaux plantent utilisant comme des recettes traditionnelles dans les

traitements urinaires avec leur posologie (Colette, 2003).

Plantes Parties utilisées forme d’utilisation | Posologie
Cassia  sieberiana | Feuilles Décocté A boire 2 & 3 fois par
Tamarindus indica jour

Fruit
Piliostigmathonningii | Ecorce Décocté A boire 2 & 3 fois par
Tamarindus indica jour

Fruit
Prosopis  africana | Ecorces de racines | macéré A boire 2 a 3 fois par
Tamarindus indica Fruit jour
Stylosanthes erecta | Plante entiére Décocté A boire 2 a 3 fois par
Hibiscus sabdariffa

Calice jour
Stylosanthes erecta Plante entiére Décocté A boire 2 a 3 fois par

jour

Tamarindus indica Fruit

&
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L’utilisation d’une association d’un extrait de cannelle et de canneberge montre un
effet synergique dans le traitement des IU, ou ils jouent un réle d’un inhibiteur contre
I’adhésion d’Escherichia coli aux uro-épithéliales, grace a la présence d’une quantité
importante de proanthocyanidines (PACs) de type A, qui inhibe la liaison des fimbriaes
bactérienne aux récepteurs des cellules uroloogique, et réduire la protéine C réactive et les
cytokines pro-inflammatoire (Leblanc et al. 2019).

L’utilisation de ’arbre a thé (Melaleuca altemifolia) est formidablement antiseptique.

L’utilisation des extraits de la plante Nigelle cultivée (Nigella sativa) et la sauge (Salvia

officinale) comme un effet antibactérien (Mahi, 2016).
5.4 La lutte contre les douleurs

C’est l'utilisation des comprimés pour réduire les douleurs des vois urinaires,
habituellement, il est conseillé de buvez les antalgiques, les anti-inflammatoires non

steroidiens et corticoides, et les antispasmodiques (Colette, 2003).

.
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1 Uropathogénes primaires

1.1 Entérobactéries

Les entérobactéries sont toutes les bactéries qui occupent I’appareil digestive, précisement
le colon chez I’homme et I’animal, appartenant a la famille des Enterobacteriaceae,
regroupant 44 genre, sont classées d’aprés un séquencage du génome (ARN 5S et 16S)
comme suit :

e Reégne : Bacteria ;

e Domaine : Proteobacteria ;

e Classe : Gamma proteobacteria ;
e Ordre : Enterobacteriale ;

e Famille : Enterobacteriaceae (Denis et Ploy, 2007).

1.1.1 Les caracteres bacteriologiques des enterobacteries

Les Enterobacteriaceae sont des bacilles a Gram négatif, avec une longueur de 2 a 3
pm et 0,6 um de large, possedent soit des pilis soit des fimbriaes, le plus souvent, ils sont
mobiles par mouvements péritriches, ou immobiles chez certaines bactéries comme
Klebsiella, Shigella, et Yersinia pestis, ils sont des aérobies—anaérobies facultatives, non
sporulés ; fermentatives, fermentent le glucose avec ou sans production de gaz et fermentent
le lactose et non I’acétoine, cette famille réduise les nitrates en nitrites, et caractérisée par
I’absence d’enzyme de I’oxydase et I'uréase, et la présence de catalase (Souna, 2011 ;
Boukhellouf et Touait, 2018).

Les entérobactéries sont cultivé dans une température de 20 C° a 40 C°, durant un
temps de division qui varie de 20 a 40 minutes a une température optimale de 37 C°, ont une
croissance rapide, sur des milieux ordinaires (gélose) dont ils forment des colonies lisses,
réguliéres et avec 2 millimétres de large, sauf la bactérie Yersinia qui est plus petite , d’autre
part dans le milieu liquide (bouillon nutritive) forment un trouble (Boukhellouf et Touait,
2018).

Ils sont divisé en trois parties, la premiére partie englobe les espéces commensales

(Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiela spp.), la deuxiéme partie englobe les parasites

g



Chapitre 2 Bactéries responsables des infections urinaires

(Shigella, Yersinia pestis), et la troisieme partie les saprophytes (Serratia spp, Enterobacter
spp.) (Decoster, 2005).

Les entérobactéries sont les germes les plus rencontré et isolé dans la bactériologie
clinique, responsables des infections urinaires avec un pourcentage de 80% (Escherichia,
Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Protus, Morgenella, et Yersinia)
(Boukhellouf et Touait, 2018).

1.1.2 Etude des principales espéces d’entérobacteries

1.1.3 Entérobactéries
1.1.3.1 Escherichia coli

Escerichia coli ou colibacille est un organisme procaryote, appartenant a la famille des
Entérobacteriaceae, elle a été découverte par Théodore Escherich en 1885 (Maris, 2016).

E. coli est une bactérie intestinale commensale, son habitat naturel est 1’appareil
digestif des mammiféeres (I’homme et les animaux a sang chaud), elle colonise le tube digestif
des les premieres heures de naissance, on la trouve au niveau des différentes muqueuses ou
dans I’environnement (I’eau souillée par les féces ou les aliments), elle est considere comme
un indicateur de contamination, certaines souche sont pathogeénes provoquant des maladies

intestinale ou extra-intestinale (Cousin, 2018).

Le genre Eschirichia comprend cing espéces : E. coli, E. fergusonii, E. hermanii, E.
valneris et E. blattae (Diallo, 2013).

Escherichia coli est un coliforme thermo tolérante, posséde des antigenes sur la
surface de ca paroi comme les antigénes O (sont des antigénes somatique de nature
lipopolysaccharide complexe), les antigenes flagellaires « H » responsables de la mobilité, et
les antigenes de surface « K », ou les antigénes capsulaires (Mariani-Kurkudjan et Bingen,
2012).

Les E. coli ou I'uropathogénes sont fréquemment isolé dans les infections du tractus

urinaire, et représenté 80% de ces cas (Boukhellouf et Touait, 2018).

-
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v' Taxonomie (Avril et al. 1992).
e Phylum : Protéobactéries ;
e Classe : Gamma Proteobacterie ;
e Famille : Enterobacteriaceae ;
e Genre : Escherichia ;

e Espéce : Escherichia coli ;

1.1.2.1.1 Caracteres génétiques

Escherichia coli est une bactérie qui présente une grande plasticité génomique, grace a
I’instabilité génomique et les échanges génétique par les transferts horizontaux, elle peut se
comporter comme un germe pathogéne intestinal ou extra intestinal, en plus, c’est une espece

clonale par excellence (Diallo, 2013).
1.1.2.1.2 Caracteres morphologiques et culturaux

C’est un microbe a taille de 1’ordre du micron, en forme de batonnet, a coloration de
Gram négative, non sporulé et mobile avec ciliatures péritriche, se multiplier sur milieu de
culture ordinaire ou lactosé, aprés 18h a 24h d’incubation se forme des colonies de 2 a 3 mm
de diametres, rondes avec bordures reguliéres, lisses et translucides, il a aussi une capacité de
se multiplier sur un milieu sélectif uniquement pour les entérobactéries ( colonies jaunes sur
Mac Conkey ,colonies rose—rouge sur Drigalski ) (Boukhellouf et Touait, 2018 ; Clave, 2015 ;
Diallo, 2013).

Capsule (K)

LPS (O)

Membrane
cellulaire

Figure 4: Les différents constituants d’Escherichia coli (EcL, 2004).
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1.1.2.1.3 Caractéres biochimique

E. coli est une bactérie capable de réduire le nitrate en nitrite, son type respiratoire est
aéro-anaérobies facultatif ; elle fermente le lactose et le glucose avec une production de gaz ;
pour les tests d’indole, mannitol, sorbitol et OPNG sont positifs, par contre le citrate, le VP,
I’urée, gélatine, ADH et H2s sont négatifs, elle est pauvre en oxydase (Mariani et Bingen,
2012 ; Clave, 2015 ; Vimont, 2007).

1.1.2.1.4 Pouvoir pathogéne

Ce germe ayant plusieurs facteurs de pathogénicité, due a la diversité des souches, qui
se fait soit par une insertion de matériel génétique, soit par d’ilot de pathogénicité, de
transposon ,de bactériophage ou de plasmides, la virulence qui apparait a cause de ces
souches engendre de nombreux genre d’infections, parmi elles, on trouve les infections
intestinales causer par : les E. coli entéropathogenes (EPEC), E. coli entérotoxinogenes
(ETEC), E. coli entérohemarragiques (EHEC), E. coli a adhérence diffuse (DAEC), E. coli
entérogregatives (EAEC), E. coli entéroinvasives (EIEC) ; et les infections extra intestinal
comme les infections urinaires par les uropathogenes(UPEC), les infections pulmonaire,
ostero-articulaire, la méningite néo Natural par (NMEC), et la septicémie par (SEPEC)
(Maris, 2016).

1.1.2.1.5 Sensibilité

Escherichia est naturellement sensible aux antibiotiques actifs sur les bacilles a Gram

négatives telle que les B lactamines, les aminosides, les fluroguinolones (Clave, 2015).
1.1.2.2 Klebsiella pneumonie

Klebsiella pneumonie est une bactérie pathogéne de I’humain, sous la famille des
Enterobactrriaceae, sont ubiquitaire, fréquemment isolé dans I’environnement a partir des
¢échantillons de sol, I’eau de surface, I’eaux usées et de muqueuses des mammiferes, et en
particulier de la flore fécale chez 1’étre humaine et les voies respiratoires supérieures, elle a
été découverte en 1887, et elle est connue autre fois sous le nom pneumobacille de
Friedlander (Freney et al. 2000 ; Baerwolf et al. 2002).

-
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Les klebsielles comporte cing especes, L’espéces K. pneumoniae est subdivisés en 3
sous espéces sont : K. pneumoniae subsp pneumoniae, k.pneumoniae subsp ozaenae et K
.pneumoniae subsp rhinoscleromatis (Bergogne et Dellamonoca, 1995 ; Avril et al. 2000).

Elles possédent des antigenes communs avec les autres entérobactéries, comme
I’antigene « O » somatiques, ’antigéne « K » capsulaire (77 antigénes K ont été decrites chez
K. pneumoniae K1 a k72, k74, k79, a k82), et I’antigéne d’adhérence (fimbriae) ; sauf
I’antigéne flagellaire tant que responsable de la mobilite (Le Minor et VVéron, 1989 ; Freney et
al. 2000).

Figure 5 : La bactérie Klebsiella pneumoniae (Frenceinfo, 2019).

e Taxonomie (Bergogne et Dellamonoca, 1995).
e Reégne : Bactéria ;

e Embranchement : Protéobactéria ;

e Classe : Gamma Proteobacteria ;

e Ordre : Enterobacteriales ;

e Famille : Enterobacteraceae ;

e Genre : Klebsiella ;

e Espece : klebseilla pneummoniae ;
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1.1.2.2.1 Caracteres génétiques

K. pneumoniae est une bactérie compris un chromosome d’ADN bicaténaire, plus de six
plasmides ; certaines souches comme klebsiella pneumoniae et klebsiella oxytoca hébergent
des plasmides possédant des génes (nif) permettent la fixation d’azote atmosphérique, ces
plasmides peuvent étre transféres a Escherichia coli K12 (Shao et al. 2010 ; Diallo, 2012).

1.1.2.2.2 Caractéres morphologiques et culturaux

C’est un bacille immobile, & coloration de Gram négative, de taille entre 0,3 pum et
0,1um de largeur, et un 0,6 um de longueur, capsulées, généralement non sporulé (EL Fertas-
Aissani et al. 2012).

Elle se développe sur des milieux classiques d’isolement, principalement (Drigalski,
Hektoen, Mac Conkey, EMB), en aéro-anaérobiose, apres incubation de 30°C jusqu’ a 37°C
et durant 18h a 24 h, les colonies sur un milieu solide ont un diamétre de 3 & 4 mm, ronde,
lisses, bombée, brillante, muqueuses et parfois filante a I’ anse de platine ; par contre sur un
bouillon nutritif ou eau peptoneée, elle pousse rapidement dans quelques heures se forme un
dépbt muqgueux et collerette visqueuse en surface; quelques espéces de Klebsiella se
développent a 44 °C en bouillon lactose bilié vert brillant, et plus de 80% en fermentant le

lactose avec production de gaz (Le Minor et VVéron, 1989 ; Freney et al. 2000).
1.1.2.2.3 Caracteres biochimique

K. pneumoniae est une bactérie qui présente les caracteres généraux des
entérobactéries : aéro- anaérobie facultative, fermentant le glucose avec production de gaz,
oxydase néegative, catalase positive, posséde une nitrate — réductase, plus d’autres caractéres

biochimiques consignés dans le tableau suivant :

.
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Tableau 3: Caractéres biochimiques de klebsiella pneumoniae (Le Minor et VVéron, 1989).

Bactéries responsables des infections urinaires

Caracteéres biochimiques Klebsiella pneumoniae
ONPG, KCN +
H2S désaminase, IND -
VP "
RM -
Uréase +, -
Citrate de Simmons +
LDC +
OoDC -
ADH -
Rhamnose +
Arabinose +
Raffinose +
Gélatinase +
Lipase, DNase -

1.1.2.2.4 Pouvoir pathogene

Les klebsielles parmi les principales bactéries qui sont impliquées dans les 1U, selon le
NHSN, elles sont responsables de 7,9% de 1I’ensemble de ces infections aux Etats—Unis et est
classée en cinquieme position dans le classement des germes pathogénes incriminés (Nedjai et
al. 2011).

Elle est aussi responsable de plusieurs infections, telle que les pneumonies
nosocomiales, les infections des plaies, les infections survenant dans les unités de soins
intensifs, les septicémies et les septicémies néonatales, les bactériémies de pneumonies, les

infections urinaires sur sonde et d’autre maladies... (Carpenter, 1990).
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1.1.2.3 Proteus mirabilis

Le genre Proteus a été découvert par un pathologiste allemand nommé « Gustav
Hauser » en 1885, qui a donné le nom a cette bactérie (Brenner et Holmes 1995).

Les Proteus mirabilis sont freqguemment répondus dans 1’environnement naturel, y
compris I’eau polluée, le sol et le fumier, on les retrouves aussi dans la viande putride, les
abces, et elles causent les infections urinaires associées a la formation de calculs rénaux et de
la vessie (Kelley Struble et al. 2009).

Elles sont impliquées dans la décomposition de la matiere organique d’origine animale,

et sont souvent isolés de la matiere fécale humaine (Janda et al. 2006).

v' Taxonomie (Bergey’s 1998).

e Régne : Bacteria ;

e Embranchement : Proteobacteria ;

e Classe : Gamma Proteobacteobacteria ;
e Ordre : Entérobacteriale ;

e Famille : Enterobacteriaceae ;

e Genre : Proteus ;

e Espece : Proteus mirabilis ;
1.1.2.3.1 Caractere génétique

La bactérie P. mirabils possede un génome constitué de 24 génes de taille de 4.063 Mb,
avec une teneur en GC (G+C) en 38,88%, qui codent pour des composants d’un systéme
permettant d’injecter des protéines bactériennes dans des cellules hotes, ce génome est
constitué par un seul plasmide de 36289 nucléotides, le plasmide lui - méme ne contient pas
de gene de virulence, mais il peut contenir une bactériocine (Holmes et al. 2008 ; Pearson,
2008).

Le chromosome de Proteus mirabilis est considérablement plus petit que les
chromosomes des entérobactéries composant 3,685 séquences codants et sept locus ARNr
(Pearson et al. 2008).

-
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1.1.2.3.2 Caractéres morphologiques et culturaux

Proteus est un microorganisme qui a des caractéristiques spécifiques, 1’espéce Proteus
mirabilis a une morphologie de petit bacille a Gram négatif, en forme de batonnet,
généralement tres mobile, contient de 8 a 10 flagelles qui les aident dans leur mobilité,
polymorphes, mesurant de 0,4 a 0,8 um de diameétre et de 1,0 um a 80 um de longueur, trés
flagellé en alternance entre les nageurs végétatifs et cellules grouillants hyper-flagellé (Belas,
1996 ; Pearson et al. 2008).

Proteus mirabilis a la capacité de s’allonger et secréter un polysaccharide, lorsqu’ il est
en contact avec des surfaces solides, ce qui le rend extrémement mobiles sur des éléments

tels que 1’équipement médical, il se caractérise par sa mobilité de I’essaimage (Liu, 2010).

Proteus mirabilis nécessite un environnement qui a une alcalinité élevee, qui est

mesurée (pH supeérieur a 7) (Frasca et al. 2008).

Cette bactérie se developpe en aéro-anaérobiose, elle n’a pas d’exigence particuliére,
pousse bien sur milieux ordinaires a 37°C, elle donne des colonies grosses, non hémolytique,

envahissant la surface de la gélose en ondes concentrique.

Sur BCP et aprés une incubation de 2h, les colonies sont petites, transparentes, par
contre, dans un bouillon, les cultures se développent en donnant souvent un voile en surface
(Maryse et Danielle, 2004). P. mirabilis forment des anneaux concentriques de croissance
(Pearson et al. 2008).

1.1.2.3.3 Caractere biochimique

Proteus mirabilis présente les caractéres généraux des entérobactéries, elle est aéro-
anaérobie facultative, I’oxydase est négative, VP négative, par contre le catalase, le Rouge de
méthyle et H>S sont positif, possede une nitrate — réductase ; toutes les souches de Proteus
produisent du sulfure d’hydrogene et ont la capacité de fermenter le maltose et sont incapable
de fermenter le lactose, par contre fermentent le glucose avec production de gaz, deux
caracteres distinctifs pour Proteus mirabilis le TDA, ONPG, elle peut aussi utiliser I’urée et
formeé des films transparents sur un milieu de croissance, utilisé le citrate, ’indole, mais pas
le mannitol, tous ces caractéres biochimiques sont facilement mis en évidence sur les galeries
miniaturisées (Maryse et Danielle, 2004 ; Liu, 2010).

-
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1.1.2.3.4 Pouvoir pathogéne

Proteus mirabilis est une espece trés virulente et contient de nombreuses
caracteristiques qui lui conférent des pouvoirs de pathogénicité, elle provoque une infection
urinaire avec une fréquence la plus élevée parmi toutes les espéces de Proteus, elle est bien
adaptée a 1’hote, plus fréquemment isolée a partir des échantillons cliniques, et impliquée
dans les infections compliquées et les infections chez les patients cathétérisés pendant une
longue durée (Philips, 1955).

Elle est I’'un des principaux agents pathogenes de I’appareil urinaire humain chez les
patients hospitalisés, ces infections urinaires peuvent donner lieu a des bactériémies
hautement mortelles et qui sont difficiles a traiter et souvent fatale, elles peuvent étre
opportunistes, capable de causer des lésions septiques sur n’importe quelle site du corps,
grace a l’expression de plusieurs facteurs de virulence comme le processus d’adhésion, la

toxicité, 1’évasion et la mobilité (Cristiani et al. 2014).

Dans les infections urinaires communautaires ou nosocomiales, cette bactérie est
capable d’alcaliniser les urines, grace a son uréase et provoqué une lithiase qui peut étre
aggraveé et devenir chronique, entrainant ainsi une destruction progressive du parenchyme et
une prédilection pour les reins ; d’autre part, sur le plan des infections des vois respiratoires
surtout en milieu hospitalier, elle peut provoquer une infection ORL et pneumopathies, ou
induire des anomalies fonctionnelles ou anatomiques (Maryse et Danielle, 2004 ; Kemper et
al. 1988).

Enfin, cette bactérie non seulement cause de la cystite et pyélonéphrite aigue, mais
surtout la production de calculs urinaires, qui est une caractéristique de 1’infection par cet

organisme (Cover et al. 2001).
1.1.2.3 Citrobacter spp

Ce sont des bactéries commensale du tube digestif de I’homme, elles sont trouvés
surtout chez les sujets immunodéprimés (les sujets agées, transplantés rénaux et les
diabétiques) et sont principalement isolées d’urine, productrice de B-galactosidase qui
conféerent une résistance naturel aux antibiotiques de type B-lactamines, utilisent le citrate de

Simmons comme seul source de carbone (Kouta, 2009).

-
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Les espéces de Citrobacter sont des agents étiologiques responsables de bactériémie,
méningite, diarrhée, abcés cérébral, et ont un réle essentiel dans les infections urinaires (Gill
et al. 1999).

1.1.2.4 Enterobacter
1.1.2.4.1 Caractéres morphologiques et culturaux

Les espéces du genre Enterobacter font partie de la famille Enterobacteriaceae, sont
des bacille de diamétre de 0.6 & 1 um et de longueur de 1.2 a 3 um, Gram négatif, anaérobies
facultatifs, se déplacent grace a un flagelle péritriche, et leur température optimale de
croissance est 30°C, 80% de ces bacilles sont encapsulés (Hart, 2006 ; Paterson et al. 2005 ;
Pickering et al. 2009).

1.1.2.4.2 Caractere biochimique

Les especes du genre Enterobacter réduisent le nitrate en nitrite (nitrite-), ONPG+,
VVP+, le métabolisme de tryptophane en indole-, RM- ,TDA-, H2S-, uréase-, elles sont
produisent un acide a partir de la fermentation du glucose (glu+) (Sougokof et Trystram, 2003
; Hart, 2006).

1.1.2.4.3 Pouvoir pathogéne

Les especes du genre Enterobacter principalement E. aerogenes et E. cloacae, sont des
pathogenes opportunistes responsables des épidémies (Hart, 2006 ; Pagotto et al. 2003). Ces
especes peuvent causer plusieurs types d’infection comme les pneumonies, les abces
cérébraux, méningite, septicémie, infection de plaies et infection des voies urinaires (surtout
les IVU liées d’un cathéter) et les infections de la cavité abdominale et des intestins (Farmer,
2007 ; Russo et johnson, 2008).

Les especes de ce genre sont liées aux infections des appareils intravasculaires et les

infections au pont de chirurgie (Russo et johnson, 2008).

1.1.2.5 Serratia spp

1.1.25.1 Caracteres bactériologique

Les especes du genre Serratia appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae,
anaérobies facultatives, chimio-organotrophiques, de faibles besoins nutritionnels, sont des

batonnets & Gram négatif, de longueur de 0,9 a 2 um et d’un diamétre de 0,5 a 0,8 um, elles

.
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possedent un flagelle péritriche pour nager et se déplacer, elles sont présente partout, dans le
sol, I’ecau et a la surface des plantes (Van Houdt, 2007 ; Grimont, 1992). La plupart des
espéces possedent un pigment rouge a rose, appelé prodigiosine, qui posséde des propriétés
antibiotiques, des propriétés immunosuppressives, proapoptotiques et anticancéreuses
puissantes, ce pigment est observé dans un milieu dépourvu de phosphate, apres une
incubation de 30°C a 37°C (Van Houdt, 2007 ; Grimont, 1992).

1.1.2.5.2 Pouvoir pathogéne

Les espéces de Serratia sont des agents pathogenes opportunistes, présente dans
I’environnement hospitalier et certaines souches sont a I'origine de multitude d’infections
nosocomiales (infections urinaires, septicémie, endocardites, suppurations diverses...etc.)
(Chiguer, 2013).

1.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogeéne chez 1’homme avec une capacité
variable de transmission, se trouve partout, elle est saprophyte dans I’environnement humide
(sol, eau), de forme batonnet a Gram négatif elle est mobile grace un flagelle monotriche
polaire, dépourvue de spores et de capsule, non fermentatif, a métabolisme oxydatif
(aérobies), et dans le cas d’anérobiose, elle a la capacité d’utiliser le nitrate (Ferroni et al.
2002 ; Van Alst et al. 2009 ; Hafiane et Ravaoarinoro, 2008 ; Tzika et al. 2015). Cette bactérie
se developpe soit sur gélose au sang, soit au mannitol hypersalé, soit sur gélose cetrimide ou
cepacia, elle donne des petites colonies pigmentées, associe d’une odeur aromatique apres
une incubation de 48h (Ferroni et al. 2002).

La pathogénicité de P. aeruginosa est attribuée a la production de plusieurs facteurs de
virulence membranaires et extracellulaires, induits dans plusieurs infections comme les
infections cutanés, ophtalmologiques, des septicémies, et essentiellement dans les infections

urinaires nosocomiales (Bricha et al. 2009).

2 Uropathogénes secondaires
2.1 Les staphylocoques

Les Staphylocoques sont des germes trés répandue dans la nature (ubiquitaire), ils sont

commensal de la peau et des muqueuses de ’homme, spécialement dans les zones humides

-
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qui sont considéré comme un réservoir naturel de Staphylococcus (Peacock et al 2001). La
présence des staphylocoques, essentiellement au niveau de la cavité nasales indique que le
patient est un porteur sain, les deux principales espéces de ce genre sont : S. aureus et S.
epidermidis, qui font partie de la flore résidente cutanée de nombreux individus, dont elles
occupent une place privilégiée dans la pathologie humaine, par contre, les autres especes sont
rarement impliquées (Wylie et al. 2005 ; Avril et Debernat, 2003).

J 3 sl T
Figure 6 : Staphylococcus aureus (Sanofi, 2015).
v' Taxonomie
Selon la deuxiéme édition de « Bergey’s Manual of systematic bacteriology »,
volume3 deuxiéme édition (2009), la classification phylogénétique du genre

Staphylococcus est :

e Domaine : Bacteria ;

e Phylum: Firmicutes ;

e Classe : Bacilli;

e Ordre : Bacillales ;

e Famille : Staphylococcaceae ;
e Genre : Staphylococcus ;

e Plus 38 espéce et des sous —especes
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2.1.1 Principaux Caractéres de Staphylocoque

Tableau n°4: Les principaux caractéres bactériologiques des Staphylocoques (Delarras,
2007).

-Cocci de 0.5 al pm de diamétre
Morphologie o
-En amas (grappes de raisin) : Staphylococcus aureus
-En paires, amas irréguliers : autres especes
Coloration de Gram -Gram +
Mobilité -Immobile (mouvements browwniens)
Type respiratoire -Anaérobies facultatif en général
Oxydase -Positive
Catalase -Positive
Coagulase -Coagulase + : en genéral S. aureus subsp. Aureus et S.aureus
subsp. anaerobius
-Coagulase -
Colndltlon de -Temperature optimale a 37C° ; croissance a 10C° et a45C° selon
cufture les espéces.
-pH optimal de 7,2a7, 4
qua}gteres -Halotolérants : 6,5% de NaCl
spécifiques
Milieux de culture -Gélose nutritive, gélose trypcase soja
d’usage courant
Milieux
d’enrichissement -Bouillon de Giolitti- Cantoni
sélectifs
por y
N,hhe'.lx d’isolement -Gélose Baird-Parker, gélose Chapman
sélectifs
tl)c_lentl_flc_atlon -API Staph bioMérieux®, 1D32 Staph bioMérieux®
iochimique

0
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2.1.2 Pouvoir pathogéne

Les Staphylocoques sont responsables de la majorité des infections causées par des
biofilms surtout chez I’homme (Potto, 2008), certaines espéces sont virulentes par
production des enzymes, qui ont une activité de protéase, hyaluronidase, collagénase,
lipase ou nucléase, sont impliquée dans la destruction des tissus de I’hote et dans
I’extraction des nutriments ; plus des toxines extracellulaires comme les hémolysines ,
les leucocidines, les exfoliatines, et la toxine de choc toxique ; et d’autres moins
virulents, responsables que des infections urinaires tels que I’espéce de S. saprophyticus
(Dinges et al. 2000).

Les infections dues au staphylocoque sont réparti comme suit: 40% pour les

infections urinaires, 24% pour les infections respiratoires, 17% pour les infections post-
opératoires, et a la fin 10,5% pour les bactériémies nosocomiales (ECDC, 2008).
Les souches de Staphylococciques qui sont a I’ origine des IU sont divisées en deux
groupes : Staphylocoque a coagulase négative (SCV) (S. saprophyticus, S. haemolyticus,
S. epidermidis) et Staphylocoque a coagulase positive (SCP) (S. aureus) (Ghodbane et
Merrad, 2006).

2.2 Les Streptocoques

Les streptocoques sont des Cocci a Gram positif, catalase négatif, de la famille
Streptococceae, comprend sept genre, principalement Streptococcus et Enterococcus qui
sont responsables des infections humains (Tony et al. 1997 ; Anne et al. 2008). On
trouve trois espéces commensales du tube digestif de ’homme et des animaux, le plus
fréquemment isolés est S. bovis (Anne et al. 2008). Les caracteres principaux de

streptocoques utilisés en biologie médical sont représentés dans le tableau suivant :

.
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Tableau n°5 : Les principaux caracteres bactériologiques des streptocoques (Delarras, 2007).

Morphologie -Cocci ovalaires ou sphériques, de 0.6 um en moyenne, isolés,
en diplocoque, chainettes ou chaines

Coloration de Gram -Gram positif

Capsule -Chez Streptococcus pneumoniae (diplocoques encapsulés)
Mobilité -Immobiles en général

Type respiratoire -Anaérobies facultatifs

Catalase -Négatif

Conditions de culture -Température générale : 20 a 42°C

-Température optimale : 35 a 37°C

Caractéres spécifiques -Test hémolyse sur gélose Columbia au sang

et distinctifs -Test bacitracine (antibiotique) : sensible pour les
streptocoques du groupe A (B-hémolytiques)

-Test hippurate : + pour les streptocoques du groupe B (B-
hémolytiques)

-Test de I’optochine : sensible pour Sc. pneumonie

-Test de lyse de la bile pour Sc. pneumoniae

Milieux de culture -Milieux enrichie le plus souvent : gélose Columbia au sang,

gélose trypcase soja au sang, chocolat au polyvitex.

Milieux d’isolement -Gelose Columbia au sang avec ANC...

Identification -API120Strep bioMérieuxR, rapid ID 32 strep bioMérieuxR

2.3 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis I’'un des entérocoques qui sont capables d’induire une infection
urinaire, leur origine est le microbiote intestinale et par fois la flore génitale ; c¢’est une
bactérie de forme cocci a chaine courte ou diplocoques, a un Gram positif, leur type
respiratoire est anaérobie facultatif, décapsulé et immobile ; I’Entérocoques sont responsables

de 12% jusqu'a 13% d’infections urinaires nosocomiales chez les enfants (Pradel, 2016).

Cette bactérie est moins virulente que d’autres bactéries Gram positif, mais elle se
comporte comme un germe opportunistes, elle peut causer une gamme des maladies, tels
que les péritonites, les abces intra-abdominaux, les bactériémies nosocomiales ou méme les

endocardites, et les infections urinaires, mais ces derniers sont rares (Stucki et al. 2014).

.
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Comme tous les bactéries, Enterococcus faecalis a une résistance naturel a certains
antibiotiques qui sont : les céphalosporines, 1’oxacilline, les sulfamides ; en plus elle a une
résistance exceptionnelle vers I’amoxicilline et elle peut toléré les bétalactamines ; par
contre elle est légerement sensible aux les quinolones, les tétracyclines et les macrolides
(pradel, 2016 ; Stucki et al. 2014).

3  Pathogenes douteux

3.1 Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis fait partie du groupe des mycobactéries, qui sont toutes
acido- alcoolo- résistantes (BAAR), c’est une bactérie batonnet, légérement incurvé, de 0,2 a
0,3 um de large et 2 a 5 um de longueur, immobile, généralement sporulé et capsulé, aérobie
strict, avec une catalase et une nitrate positives, leur croissance est tres lente, exigeant des
milieux spéciaux (Lowenstein-Jensen), forme des colonies avec un aspect de chou-fleur
(Ader, 2014 ; Nauciel, 2000 ; le Minor et al. 1989; Ait khaled et al. 1999).

A partir d‘une infection pulmonaire, M. tuberculosis peut s’implanté dans 1’appareil
urogénital, par voie hématogene, et provoque une tuberculose urogénitale (Watfa et Michel,
2005).

3.2 Leslevures

Les levures sont des microorganismes fongique, eucaryotes et unicellulaires, sont
capable de former des pseudomycélium ; parfois, on les détecte a partir d’une uroculture ;

Candida albicans est la principale espéce d’intérét médical.

Candida albicans est une levure commensal naturel de la peau, et différentes
mugueuses de ’homme comme de la cavité buccale, du tube digestif, et de ’appareil geénital
femmes ; C. albicans peut se proliférer et se comporter en véritable pathogéne, et envahir un
certain nombre de tissus, a cause d’un déséquilibre de la flore endogéne ou d’un déficit
immunitaire (opportuniste par excellence), provoquant soit une IU a candidose, soit une
candidurie asymptomatique, soit cystites a Candida ou infection parenchymateuses rénales
(Christin, 2017 ; Lavigne et Sotto, 2005 ; Labbani, 2015).

.
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Figure 7 : Candida albicans (Pouchous, 2015).

3.3 Lesvirus

Les virus sont de petites particules, ont un noyau d’ADN ou d’ARN, plus des enzymes
de réplication, entouré par une enveloppe protéique ou lipidique, ils sont des parasites
obligatoires, se répliquent dans les cellules vivantes. Certains virus sont capables d’induire
une infection urinaire, mais par un taux faible, principalement les Adénovirus et les varicelles,
qui peuvent causer des cystites hémorragiques, particulierement chez les adultes jeunes et les
enfants, on estime aussi que les cytomeégalovirus, I’herpés simplex, le polyomavirus, le VIH,
plus le morbillivirus de la rougeole et hanatavirus, qui sont capables de coloniser les tissus , et
de provoquer des lésions rénales mener a une néphropathie virale (Kramer, 2018 ; Francois et
al. 2013 ; Deléaval et Teta, 2004).

3.4 Les parasites

Les parasites peuvent causer des dommages au niveau de la vessie, de I’uretére et des
reins et conduire aussi a des maladies parasitaires, telle que: la filariose, le paludisme,

leishmaniose, la trichomonose, et la schistosomiase (Imam, 2018 ; OMS, 2020).
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I. Introduction

Dans le cadre d’identification des microorganismes phénotypiquement et
génotypiquement, la qualité d’échantillon d’urine déterminée les résultats d’ECBU et
d’identification des germes responsables des IU. Pour cela il y a des étapes précoces

avant la réalisation d’analyse pour assurer une bonne qualité d’échantillon :
- Recueil et enregistrement des échantillons

Lors de la réception des echantillons, nous avons noté les renseignements
épidémiologiques du patient (Nom, Prénom, Sexe, Age, Service...), et les informations
cliniques sur le registre de laboratoire et la feuille de collecte des données, selon le

numéro correspondant a I’ordre de 1’arrive des récipients (vVoir annexe 3).

- Prelevement, conservation et transport des urines

Au cours de prélevement, il faut éviter ou limiter la contamination de I’échantillon par
les germes d’environnement (peinée et voies génitales, mains de I’opérateur, méthode
de prélévement). L urine prélevée doit étre analysé d’une maniére rapide ou conservée a
4°C, pendant moins de deux heures au maximum, il est préférable de récolter du matin
aprés toilette de méat, le premier jet urinaire n’est pas prélevée, car il est contaminée par
la flore urétrale (lavent donc 1’urétre), le deuxiéme jet sera prélevé.

Chez les nourrissons et le jeune enfant et pour le recueille, on utilisant une poche
autocollante stérile, apres une désinfection avec la solution du Dakin et un lavage de
méat urétral, périnée et de la peau.

Chez les personnes agees, aprés un nettoyage soigneux, les premiers urines sont
recueilles au milieu de jet (pour I’élimination des bactéries de la zone terminales de
I’urétre), le recueilles d’urine de deuxieme jet est réalisées dans un flacon de plastique
a large borde.

Chez le malade porteur d’une sonde a demeure, le prélévement se fait en ponctionnant
a la seringue de la sonde préalablement désinfectées (Bégué et Astruc, 1999 ; Raymond,
1998).
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II. Méthodes de diagnostic moléculaires
1 Diagnostic conventionnel : Méthodes d’identification phénotypiques

1.1 Bandelette urinaire

La mise en évidence de troubles métabolique, hépatiques et rénaux, ainsi que
d’infections urogénitales est réalisée grace a une analyse d’urine par bandelette. Elle est
indiquée en premier intention, c’est le seul test réaliser en cas d’une cystite simple, par
contre, en cas d’une des signes cliniques d’une pyélonéphrite ou la présence des
facteurs de risques chez le patient, cette analyse n’est pas suffisante et doit étre suivie
par un ECBU (Barrier, 2014).

Ce test permet la recherche qualitative et semi quantitative de differents paramétres
dans I’'urine, comme les leucocytes qui sont un témoin de la réaction inflammatoires de
I’hote a I’infection (leucocytiurie), et les nitrites qui signant la présence de bactérie
(bacteriurie) (Tableau 6) (Borghini et al. 2013).

Tableau 6 : Les différents parametres de la bandelette urinaire (Borghini et al. 2013).

Parametre Principe De La | Valeur Seuil Interprétation De
Méthode La Pathologie
Leucocytes Mise en évidence | 10 leucocytes /ul | Infections

de Tactivité des

estérases dans les

leucocytes
granulaire.

Nitrites Mise en évidence | 0.3 mg/L (7 | Infections a
des nitrites | pmol/L) entérobacteéries
obtenus par
’activité des

nitrates-réductase

de certains

germes.

=
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Ph

Mise en évidence
du pH par la
présence de
plusieurs
indicateurs

chromogénes

5.0

Calculs rénaux

Protéines

Mise en évidence
de I’albumine
gréce au virage de
couleur d’un

indicateur de pH

60 mg /L

(albumine)

Dysfonctionnement

rénal

Glucose

Mise en évidence
du glucose par la
méthode glucose-
oxydase/

peroxydase

04 gL
mmol/L)

(2.2

Diabéte

Cors cetoniques

Mise en évidence
des corps
cétoniques (acide
acetylacétique et
acetone) par le
principe de la
réaction

colorimétrique de

Légal

005 gL

mmol/L)

(0.5

Diabéte

Urobilinogene

Mise en évidence
de I'urobilinogéne
grace a un sel de
diazonium qui
forme un dérivé

azoique rouge

4 mg/L (7
umol/L)

Maladies du foie

des voies biliaires

|
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Bilirubine Mise en évidence | 84 mg/L (7 | Maladies du foie
de la bilirubine | umol/L) des voies biliaires
grace a un sel de
diazonium qui
forme un dérivé

azoique colore

Sang (2 échelles : | Mise en évidence | Erythrocytes 5 Calculs rénaux,

un pour de I’hémoglobine Ery/ul tumeurs

érythrocytes, et par Pactivité de la

Iautr r eroxydase et le Hemoglobine,

autre pou P y érythrocytes

hémoglobine) virage d’un | lysés,
o myoglobine
indicateur 10 Ery/ul

Poids spécifique Mesure de la| 1,000 Kg/L Dysfonctionnement
densité par rénal

détection de la
concentration des

ions de 'urine

-Préparation
La préparation d’échantillon d’urine et de bandelette est essentiel pour des résultats
propres ; la bandelette utilise, il doit bien conserver au sec (<30°C), et dans I’emballage
d’origine pour une protection contre I’humidité et la lumiére (refermer avec le bouchon
apres 1’usage), ainsi qu’il ne faut pas utiliser des bandelettes couper ou périmées.
- Lecture et interprétation
La lecture peut se faire visuellement par une comparaison de bandelette avec la
gamme colorimétrique existant sur I’emballage ou a I’aide d’un instrument spécifique,
aprés une émergence de tous les zones réactives de la bandelette dans le gobelet d’urine
bien homogénéisé ; on peut lire les résultats pour les nitrites, le pH, les protéines, le
glucose, les cors cétoniques, I'urobilinogéne, la bilirubine et le sang aprés une minute,

et pour les leucocytes apres deux minutes.
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Les résultats sont noter avec les unités correspondantes sur le rapport d’analyse,
I’interprétation des réactions chimiques peut donner des résultats faussement positifs a
cause de la sensibilité de ces réactions & des médicaments, un apport alimentaire
important en vitamine C ou des traces d’antiseptiques ou de chloréxidine (Borghini et
al. 2013).

1.2 Diagnostic cytobactériologique des 1U

1.2.1 Examen macroscopique
L’infection bactérienne d’urine accompagne par la présence des signes biologiques liés
a I'inflammation, on peut estimer I’anomalie d’urine par une modification visuelle de
I’échantillon observable clairement avec 1’ceil nu, I’urine normal varie d’une jaune pale
a une jaune foncé et claire, les éléements observer et noter sur le registre de laboratoire
sont :

v Couleur : le changement de couleur est la principale anomalie d’aspect d’urine, qui peut
étre trouvees dans des différents situations, la coloration peut étre d’une origine
alimentaire (betteraves ou mures), medicamenteuses (apres prise de rifampicine par
exemple), ou a cause d’un cholestase (présence de bilirubine dans les urines), ou d’une
contamination des urines dans le sang (une contamination lors de recueil de 1’urine,
provenant d’un saignement des voies génitales ou de I’urétre), ou méme due a une
carence d’hydratation ou infection urinaire (Wing, 2019).

v Trouble : 'urine d’aspect trouble est traduit par la présence de leucocytes altérés dans
I’urine (pyurie), ou un aspect laiteux correspond a une rupture des lymphatiques dans
les voies urinaires (chylurie).

v/ Hématurie : c’est la présence de sang en excés dans I'urine, les urines anormales
contiennent au-dela d’un seuil de 10 hématies/mm3(ou 10%ml), dans ce cas, on parle
d’hématurie, qui peut étre macroscopique, lors d’une coloration d’urine en rouge, ou
microscopique, qui mettre en évidence seulement par le test biochimique (BU) (Méria,
2017).

v Odeur : un des premiers signes d’une IU est une forte odeur d’ammoniac, similaire a
celle du soufre ; le changement d’odeur n’est pas généralement le signe d’un trouble
(Tappie, 2018 ; Shah, 2019).




Chapitre 3 Les techniques d'identification des microorganismes

1.2.2 Examen microscopique
L’examen microscopique des urines basées sur une observation microscopique des
cellules, qui sont existées d’une maniére trés faible pour une urine sain, essentiellement
les globules rouges (hématies), les globules blanc (leucocytes), les cellules épithéliales,

les cristaux, les levures, les trichomonas, et les bactéries (Cocci et bacilles).

- Les globules blancs (leucocytes)

Sont les cellules immunitaires chargées de nous protéger contre les infections, leur
présence dans ’urine en trés grand nombre (plus de 10 000/ml) met en évidence une
infection urinaire, qui peut étre due a des bactéries, des mycoplasmes, des champignons
microscopiques, etc (Thiébaux, 2019).

Figure 8 : Observation microscopique d’un échantillon d’urine, 1 : Cellule épithéliales ;

2 : erythrocytes ; 3 : Leucocytes ; 4 : Macrophage ; 5 : Bactéries ; 6 : Levures (OPTMQ et
0CQ, 2013).

1.2.2.1  Examen a I’état frais

C’est une observation directe d’un échantillon, sans aucun traitement physique ou

chimique au grossissement x400, pour un but de voir les éléments présent dans I’urine

dans leurs morphologies d’origine, il permet I’observation de la mobilité bactérienne et

la numération des leucocytes par exemple, avec une appréciation semi quantitatives

(rares, peu nombreux, nombreux, trés nombreux..), ou mieux quantitatives exprimées

par nombre d’éléments/mm ou ml ou par champ. Exemple d’utilisation de cellule de

Malassez pour urines (Djerboua, 2018).
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1.2.2.2

1.2.3

1.24

Examen apres coloration

La premiéere est la coloration simple, dont le frottis est traité par un seul colorant (bleu
de méthylene), cette technique est simple, rapide, mais d’intérét limité, car n’apporte
aucun information sur la nature de la bactérie; la seconde est la coloration
différentielles, I’exemple type est la coloration de Gram qui permet de distinguer les
bactéries colorées en violet (G-) de celles en rose (G+) (Voire annexe 1) (Djerboua,
2018).

Mise en culture

En fonction des examens macroscopiques et microscopiques ou des symptomes
cliniques, I’ensemencement de 1’échantillon d’urine est nécessaire pour I’isolement des
colonies sur des milieux gelosés coulés en boite de pétri.
Ces milieux d’isolement sont :
-la gelose ordinaire nutritive qui est utilisées pour la culture des germes non exigeants.
-les milieux selectifs pour I’isolement des bacilles Gram négatifs (Mconkey, Hektoen).
-une gélose au sang comme la gélose chocolat.
Generalement le milieu utilisé pour I’ensemencement des urine est le milieu CLED
(Cystine Lactose Electrolyte Deficient), ¢’est un milieu non sélectif, la culture se fait a
la température de 37°C pendant 18 heures a 24 heures (Voire annexe 2) (Traig et
Touati, 2017).

Examen apres mise en culture

Pour I’isolement, le développement, et la détermination des caractéristiques culturales,
morphologiques et biochimique de la culture pure, le regroupement des conditions
d’atmosphére (aérobie, anaérobie, enrichi en CO), de température et de culture
favorable est nécessaire pour le développement microbien.
En générale I’identification des bactéries anaérobies demande des conditions
d’anaérobiose et culturale précise et un temps de plusieurs jours, c’est pour cela
I’ensemencement de la flore dominante demande six milieu différents pour
I’identification selon le genre & identifier :
-La gélose au sang en aérobiose permet la croissance des espéces aérobies.
-la gélose au sang en anaérobiose permet la croissance des especes anaérobies facultatif

ou strict (streptocoques oraux, Porphyromonas, Fusobacterium, etc) ;




Chapitre 3 Les techniques d'identification des microorganismes

-la gélose au sang avec vancomycine et kanamycine en anaérobiose permet la sélection
des bacilles Gram négatifs anaérobies stricts (Porphyromonas, Fusobacterium, etc) ;

-la gélose chocolat (sang cuit) sous 5% de CO- utilise pour les especes microaérophiles
(Aggregatibacter actinomycetemcomitans, etc) ;

-la gélose a la bacitracine sous 5% de CO: est un milieu pour les bactéries du genre
Haemophilus par exemple ;

- Le milieu « Actinobacillus » sous 5% de CO: est un milieu sélectif de I’espéce
bactérienne A. Actinomycetemcomitans, dépourvu de sang, contenant du sérum de veau,
de I’extrait de levure, de la vancomycine, de la bacitracine et de ’amphotéricine B.

Les boites de culture pour les bactéries anaérobies réalisées sous sachets scellés ou en
jarre contenant un sachet générateur d’anaérobiose, ou méme en enceinte anaérobie
reliée a une pompe ou a des bouteilles de gaz, leur incubation durant au moins 5 jours a
37°C, le ré-isolement des colonies prédominantes par le bactériologiste est pour but
d’identification de ces colonies (Chardin et al. 2006 ; Freney, 2007).

1.3 Les techniques d’identification « apres culture »
1.3.1 Examen macroscopique : Analyse des caractéres culturaux
L’aspect des colonies isolées a partir d’une culture dépend de milieu de culture

utilises, de la durée et la température d’incubation, Par exemple le milieu CLED permet
d’identifier deux types des colonies, des colonies jaunes pour les bactéries non
exigeantes lactose+ (Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella..), et des
colonies bleu vert pour les bactéries non exigeantes lactose- (Serratia, salmonella,
Proteus, Providencia, Yersinia, Pseudomonas, Staphylococcus, Enterococcus..)
(Freney, 2007).

1.3.2 Examen microscopique des bactéries : Analyse morphologiques

Un frottis est réalisé a partir de la culture bactérienne, coloré au Gram et examiné au

microscope, pour 1’étude des bactéries isolées d’un prélévement (Chardin et al. 2006).
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1.3.3 Identification biochimiques
1.3.3.1 Galerie biochimique classique

-Milieu TSI

La gélose Triple Sugar Iron Agar (TSI) est un milieu utilisé pour déterminer la capacité
des bacilles entériques Gram négatifs de fermenter les glucides et de produire I’acide
sulfhydrique,ce gélose contient un sucre double (dextrose et lactose), la fermentation de ces
glucides est révélée par la présence de gaz et par un changement visible de couleur (Du rouge
au jaune) de I’indicateur de pH, le rouge de phénol. La production d’acide sulfhydrique est
révélée par la présence d’un précipité qui noircit le milieu dans le culot du tube (Road et
laoghaire, 2015).

-Milieu citrate de Simmons
Ce test permet de détecter I'utilisation du citrate comme seule source de carbone et d’énergie.

Tableau 7 : Le test d’utilisation de citrate comme seule source de carbone (Bougatoucha et
Boudelaa, 2010)

Nom du milieu | Composition Aspect initial et | Aspect Résultats
mode aprées 24h | interprétation

d’ensemencement | a 37°C

Citrate de | -Citrate de Sodium L’ensemencement Les bactéries

Simmons -Bleu de du milieu couler en utilisant le
bromothymol tube, se fait au citrate comme
-chlorure de sodium moyen d’une anse seule source de
-sulfate de | de suspension carbone
magnésium bactérienne en eau bleuissent
-Hydrogénophosphate | distillée ou normalement
de potassium physiologique ou le milieu
-Hydrogénophosphate | directement a partir | = - | (alcalinisation)
d’ammonium d’une colonie avec | o (Enterococcus)
-Agar une strie centrale et Attention :
-pH=7.1 longitudinale Le bouchon ne

doit pas étre
vissé a fond
pour
I’incubation.

|
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-Milieu de mannitol mobilité

Tableau 8: Test de nitrate réductase (Bougatoucha et Boudelaa, 2010).

Nom du | Composition | Aspect initial | Aspect apres 24 | Résultats et
milieu et mode | h a37°C interprétation
d’ensemencem-
-ent
Milieu -peptones Ensemencer par On peut faire une
Mannitol | trypsiques de | piqure centrale recherche de
Mobilité viande. au fil droit par H ' U H nitrate  réductase
(nitrate -Mannitol exemple. T T len ajoutant du
réductase). | -KNOs réactif de Gness
-Rouge  de dans le tube apres
phénol incubation, la
lecture est
Régénérer le identique a celle
milieu et que l’on pourrait
refroidir. faire avec un

bouillon nitrate.

-Milieu ’ONPG

Ce milieu peut détecter la présence d’une enzyme intracellulaire (ONPG hydrolase) qui
est responsable a I’hydrolyse de lactose en glucose et galactose (Bougatoucha et Boudelaa,
2010).

g
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Tableau 9 : Test d’ONPG (Bougatoucha et Boudelaa, 2010).

Réactif Milieu Technique Résultats
-Faire une
Disque imprégné | Prélever la culture sur un | suspension
d’ONPG milieu lactosé  (Kligler, | bactérienne dense ’

Drigalski...) en eau distillee
stérile dans un tube

a hémolyse.

-Déposer un disque
imprégné
d’ONPG.

-placer au bain-
marie ou a I’étuve
a37°C.

-Lire aprés 15min
at avant 24 h.

- Milieu de Clarck et Lubs

Réaction de Voges-Proskauer (VP) : c’est la détermination de la production de I’acétine a
partir de la fermentation buténe glycolique, une couleur rouge en milieu trés oxygéné indique

la positivité de la réaction.

Réaction de Rouge de Méthyle (RM) : C’est la détermination de I’acidification finale d’un

milieu glucose aprés fermentation des mixtes (Bougatoucha et Boudelaa, 2010).

&
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Tableau 10: Le test VP et le test RM (Bougatoucha et Boudelaa, 2010).

Réactifs Milieu Technique Résultats-Causes
d’erreurs
NaOH, Prélever 1 ml du
Milieu de Clark et | milieu ensemencer et | Coloration rouge
Lubs incuber 48 h et le | cerise : VP*

Rouge de Méthyle

-polypeptones
-Glucose
-Phosphate
bipotassique
-pH=7

mettre dans un tube
a hémolyse stérile.
0,5 de
NaOH et 0,5 mil d’a-
naphtol.

Ajouter

Laisser le tube

incliné (réaction
facilitée par I’air) et

lire au bout de 10

Pas de coloration :
VP

minutes.

Jaune : RM~
Ajouter quelques | Rouge : RM*
gouttes de rouge de | (beaucoup d’acides
méthyle a la fraction | produits).
contenue dans le
tube.

-Milieu gélatinase

La gélatinase est une protéase qui permet d’hydrolyse le collagéne (gélatine) en acides aminés
ou en peptides, dont la liquéfaction d’un morceau de gélatine indique la synthese d’une

gélatinase par la bactérie (Guillaume, 2005).

G
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Tableau 11: Technique de recherche de la gélatinase (Guillaume, 2004).

Caractére Milieu Aspect initial et | Aspect apres | Résultats et
recherché mode culture 24 h a | interprétation
d’ensemencement | 37°C
Avec la gélatine | -Faire une
de kohn | suspension dense -Disque ou film
_ intact :
constituée  de | eneau o }
Gélatinase
gélatine physiologique 1
agglomérée additionnée d’ions ~SUSPENSION de
particules
avec de carbone | calcium ou en eau noires libérées
(carbone ou | peptone B du film ou au
Peptone. disque,
encre de chine) | -Ajouter un Gél éclaircissement
apres action du | morceau de film du film:
P Gel' Gélatinase*
méthanol noir et blanc
Gélatinase (formol). exposé et C,auses _
d’erreur :
Films développé ou un -Suspension
. ) insuffisante.
photographiques | disque de kohn. “Durée
noir et blanc, | -Etuver et lire d’incubation
o 1 . insuffisante.
constitués d’une | aprés 24, 48 h Disques
pellicule de défectueux.
gélatine

reposant sur un
film  plastique
transparent, la
pellicule

renfermant des
grains d’argent

noirs.

)
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- Milieu uree-indole

Le milieu urée-indole ou urée-tryptophane est un milieu permet 1’identification des
entérobactéries et autres bactéries sur la base de rechercher trois activité enzymatiques :
I’uréase, le tryptophane désaminase (TDA), et la production d’indole grace a un tryptophane
(Bougatoucha et Boudelaa, 2010).

- Recherche de ’uréase

De nombreuses bactéries surtout les uropathogenes, ont une enzyme uréase qui est
capable de séparer 1'urée en présence d’eau, pour libérer 'ammoniac et du dioxyde de
carbone. L’ammoniac se combine avec le dioxyde de carbone et 1’eau pour la formation du
carbonate d’ammonium, qui rend le milieu alcalin, faisant passer I’indicateur rouge phénol de

sa couleur jaune orangeée d’origine au rose Vif.

Tableau 12 : Technique de recherche de la présence d’uréase (BIO-RAD, 2016).

Caractere Composition Aspect initial et | Aspect aprés | Interprétation
recherché du milieu mode 24 ha37°C
d’ensemencement

La formation du

-L-tryptophane | Ensemencer carbonate
Présence d’une | -Urée richement a partir d’ammonium
Uréase -Ethanol de cultures solides | s par I’urease

-Chlorure  de | (GO, GTS, Kigler) . rend le milieu

sodium alcalin (couleur

-KH2PO4 rose vif).

-K2HPO4

-Rouge de

phénol

-Eau distillée
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- Recherche de la TDA

Tableau 13 : Technique de recherche de tryptophane désaminase (TDA) (BIO-RAD, 2016).

Les techniques d'identification des microorganismes

Caractére Composition Aspect initial et | Aspect apres | Interprétation
recherché du milieu mode 24 ha3r°C
d’ensemencement
Technique En présence de
Présence -L-tryptophane | classique : Ajouter 2 | tryptophane
d’une TDA -Urée Ensemencer gouttes de | désaminase
-Ethanol richement le | perchlorure de | (TDA), le
-Chlorure  de | milieu urée-indole | fer (FeO3). tryptophane
sodium a partir d’une donne de
-KH2PO4 culture en milieu I’acide B-indole
-K2HPO, solide (GO, GTS, pyruvique, Ce
-Rouge de | Kigler) et incuber dernier en
phénol 24 ha 37°C. présence de
-Eau distillée perchlorure de
Technique fer donne une
rapide : coloration brun

Dans 10 gouttes
de milieu urée-
indole faire une
suspension dense.
Agiter 10 min a

I’agitateur.

rouge.
TDA":
coloration brun
rouge.

TDA™:
coloration
jaune-orangeée
Exemples  de
bactéries
TDA": Proteus
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- Recherche de I’indole

Tableau 14: Technique de recherche de la production d’indole (BIO-RAD, 2016).

Caractére Composition Aspect initial et | Aspect apres | Interprétation
recherche du milieu mode 24ha37°C
d’ensemencement
-L-tryptophane | Ensemencer Ajouter 5| Le réactif agit
Production -Urée richement le | gouttes de | avec I’indole, la
d’indole -Ethanol milieu a partir | réactif de | présence
-Chlorure  de | d’'une culture pure | kovacs d’indole est
sodium et fraiche prélevée révélée par
- KH2PO4 sur le  milieu | " '"""":"""' I’apparition
-KoHPO4 d’isolement. d’une
-Rouge de ’ ’ coloration
Phénol rouge a la
-Eau distillée. surface du
milieu.
Indole+ :
anneau rouge
Indole- :
anneau brune

1.3.3.2 Test d’oxydase

La mise en évidence d’oxydase en présence d’une solution aqueuse a 1% de
chlorhydrate de diméthylparaphényline diamine qui forme un complexe violet au contact de
cette enzyme, chez les bactéries qui possede une chaine respiratoire compléte, par exemple la
réaction d’oxydase est positive pour Pseudomonas aeruginosa et négative pour E. coli ( Denis
et Barraud, 2011).

-
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1.3.3.3 Test catalase

C’est le test qui détecte les bactéries productrices de catalase a partir de peroxyde
d’hydrogéne, on observe une libération d’oxygéne gazeux selon la réaction: H20>

H.0+1/2 O, par exemple Staphylococcus aureus (Denis et Barraud, 2011).
1.3.3.4 Test coagulasse

Un bouillon enrichi de 18 heures incubé a 37°C est mis en contact volume a volume,
comme le bouillon staphylocoagulase, avec du plasma de lapin oxalaté au moins 30 minutes a
37°C, si il y a une coagulation du plasma de lapin, la bactérie posséde une coagulasse (Denis
et Barraud, 2011).

1.3.3.5 Galerie biochimique rapide

L’utilisation de galeries miniaturis€ées est nécessaire pour une identification

biochimique rapide des bactéries.

Elles se présentent sous la forme d’une série de petits tubes, nommés tubules, contenant des
substrats définis (ONPG, ADH, GEL..), qui avec lesquels les microorganismes réagissent
difféeremment, ces microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne obtenue suite a
une purification des colonies bactériennes sur milieux sélectifs. Pour les substrats dans le nom
est encadré (CIT, VP..), la cupule est remplir, dont 1’objectif est de réaliser des tests en
aérobiose (riche en oxygene). Pour les substrats dont le nom est souligné (ADH, LDC..), le
remplicage de la cupule se fait avec I’huile de paraffine qui empéche le contact avec
I’oxygeéne, pour la création d’un milieu anaérobiose (absence d’oxygéne) et empéche la
synthese des composees volatiles. La lecture se fait a ’aide d’un tableau de lecture, apres une
incubation de 18 a 24h a une température adaptées, les réactions se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés par ’addition de réactif (un changement de couleur du milieu
dans le tube, signifie généralement que le test positif), et I’identification est obtenue a I’aide
d’un logiciel (Hoceini, 2017 ; ENSAIA, 2016).
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e Interprétation des résultats

Pour I'interprétation des résultats, les tests sont groupés par triplet de gauche a droite :

Négatif Positif
1% du triplet 2éme du triplet 3éme du triplet
0 1 2 4

L’obtention du code du triplet se fait par ’additionnement des trois valeurs obtenues
(les valeurs possibles sont de 1 a 7), la lecture de code a sept chiffres suit par une
comparaison a ceux référencés dans la base de données gérée par le fabricant permet
I’identification de la bactérie (ENSAIA, 2016).

Cupule
vide
Cupule
remplie

Huile de
paraffine

Test
positif

MAN INO SOR:{RHA SAC MELAMY ARA

+ + + +é"+
0.6 0.0

Test
négatif

Coden®:5215773 > A comparerdans la base de données constituée par le fabricant

Figure 9: Interprétation des résultats de la galerie Api 205 (ENSAIA, 2016).

1.4 Détermination de la sensibilité aux antibiotiques

e Définition d’antibiogramme

Est une technique permet de tester la sensibilité d’une souche bactérienne vis-a-vis d’un
ou plusieurs antibiotiques supposés ou connus (Taoufik, 2018).

e Principe

Pour une antibiothérapie, les méthodes de diffusion ou antibiogrammes standards est
essentielle, par ’utilisation des disques de papier buvard, imprégnés des antibiotiques a tester,
qui déposés a la surface d’un milieu gélosé ensemencé avec une culture pure de la souche a
étudier. Apres l’incubation, une absence de culture traduise par la présence des zones

d’inhibition circulaire entourent les disques (Taoufik, 2018).
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e Technique
TECHNIQUE
1.
S — T Faire sechar la surface de la gelose 15 min & 37°C
2. Préparation de l'inaculum
/ 5 mL de bouillon
<- '—; ) 2485 coloniss solées Musller Hinten (Etafon 0,5 Me Farland)
3 P e £ CU bouilon de 184

Ensemencement
par INONDATION

Dilution au 11100

THOD (Steadploeactus. Fafaionsis)
10,1 il s 10 mL Jwyu sbanbks)
10208 | Enovobaciene, Pscutomonas|
(una 536 dans 10 ml 3" 2%y ia)

- Inonder avec £ mL de la Vs )
ditubon \\:: 5 e
- Laisser a r da 1

7\

Enscemencement par

ECOUVILLONNAGE
(Mathode de Kirby)

Ezscrar I'écauvilien

P canire a parai du tuba

\j/

£

Stnas 1réz semess

3 paszages en faisant

' P 7<' preotsr de £0°
Réaspirar laxcds 4 la pipatte \_
N :'.'j

Sachar 15 min a 37°C l
4. Depét des disques /

Décoser los dizoues dantibiotique sur e e

I8 gélose avec e pinca matallous starde ( o < Un disque deposé = E

. /,' ne doit pas étre A wﬁq

5, Incuber 24h 3 37 \°e ©, deplace II! & -
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Figure 9: Technique de la réalisation d’antibiogramme (Bougatoucha et Boudalaa, 2010).
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e Lecture Interprétative

Le but principal de la lecture interprétative est la détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) d’une souche bactérienne vis-a-vis des divers antibiotiques. Selon
(O.M.S), la CMI est la plus faible concentration d’antibiotiques capable de provoquer une
inhibition compléte de la croissance d’une bactériec donnée, aprés une période d’incubation
donnée, les résultats quantitatifs (CMI en mg/ml) sont comparés avec les concentrations
critiques établies pour chaque antibiotique (Taoufik, 2018).

Les souches toujours testées sont les souches sensibles aux antibiotiques, pour Vérifier la
validité des disques et la qualité du milieu Mueller-Hinton, I’interprétation de ces résultats
(diametres d’inhibition obtenus) se fait a ’aide d’une comparaison a des tables de références
ou aux diametres des souches de références.

-Si les diametres mesurées sont supérieurs aux diametres critiques (ou a ceux de la souche de
référence), la bactérie est déclarée sensible (S).
-Si les diametres mesurées sont inférieurs aux diametres critique (ou a ceux de la souche de
référence), la bactérie est déclaré résistante (R).
-Si les diamétres mesurées sont égales aux diametres critique (Ou a ceux de la souche de
référence), la bactérie est déclaré intermédiaire (1) (Hamimes et Belaieb, 2011).

1.5 Les limites de I’identification phénotypiques

Il y a des limites pour les méthodes d’identification conventionnelles, la différenciation des
especes est lente, nécessitent des cultures et la détermination de certain nombre de caracteres,
qui ne correspond pas a les caractéres de 1’espéce type ; I’identification phénotypique de
certains bactéries est difficile pour divers raisons, soit a cause d’une altération des caractéres
par une situation de stress, soit pour certaines, une expression faible de caractere
phénotypiques. Ces techniques conventionnelles ne permettent pas d’identifier les bactéries
rares, qui ne sont pas répertoriées dans les bases de données des systemes commercialisées, et
les bactéries qui ont une croissance difficile, pour cette difficulté la biologie moléculaire est
simplifier I’identification (Petti et al. 2005).
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2 Diagnostic moléculaire : Méthodes d’identification protéomique et
génotypiques

Pendant plusieurs années, I’identification des bactéries est basée uniquement sur des
critéres morphologiques et biochimiques. Au XX siécle, le développement des techniques
de biologie moléculaire est montrée fortement et appliquée dans au sein des laboratoires
d’analyse biologique. L’utilisation de ces méthodes est a cause de la difficulté des méthodes
conventionnelles, ou pour I’utilisation directe des prélevements cliniques lors de I’application.

Les techniques de détermination des caractéres des microorganismes se fait a partir d’un
échantillon cultivable ou non, dans leur milieu naturel, dont certaines application, il faut faire
une étape préliminaire d’extraction d’ADN (Huybens et al. 2009).

La détection et I’identification des supports moléculaires de résistance aux antibiotiques et
des facteurs de virulence fait a I’aide des techniques moléculaires (Roux et Rolain, 2014).

L’identification bactérienne moléculaire peut se fait par méthode protéomiques et

génotypiques.

2.1 Méthodes d’identification protéomiques

La protéomique est 1’étude (Identifier, Caractériser et quantifier) de 1’ensemble des
protéines d’un organisme, d’un fluide biologique, d’un organe, d’une cellule ou d’un
compartiment cellulaire. Généralement les bactéries ont un protéome qui est un ensemble des
proteines (55% de proteines).

Technique :

Pour une analyse protéomique, la premiere étape est la séparation des protéines contenues
dans un échantillon biologique étudie par électrophorese bidimensionnel (E-2D), deuxiement,
on fait un traitement et mise en image de la séparation protéique, qui permettent
I’établissement d’une carte protéique, finalement, on réalise une spectrométrie de masse (la
technique MALDI-TOF).

2.2 Méthodes d’identification génomiques

Le génome contient au moins une séquence d’acide nucléique (ADN, ARN) qui est propre
et distingue chaque espéce. L’étude, la détection et la modification de ces séquences est

nécessaire pour le diagnostic moléculaire.




Chapitre 3 Les techniques d'identification des microorganismes

Dans le domaine de microbiologie, 1’étude, le classement et I’identification des
microorganismes se fait a 1’aide de ces techniques en s’affranchissant les techniques
conventionnelles, plus qu’il n’est pas obligatoire d’utilise des cellules viables.

Le principale bénéfice des techniques moléculaires est le gain de sensibilité, de spécificité,

de temps et la détection d’organismes mort ou difficilement cultivables (Chardin, 2006).

2.2.1 La technique d’électrophorése des acides nucléiques sur gel

Le terme « électrophorese » veut dire la migration de particules chargées sous
I’influence d’un champ électrique, 1’¢lectrophorése sur gel est basée sur la séparation des
macromolécules (acides nucléiques et protéines) en fonction de leur taille, leur charge
électrique, et d’autres propriétés physiques (Sambrook et al. 1989). Le gel utilisé pour cette
technique est le gel d’agarose ou de polyacrylamide.

Dans le laboratoire de biologie moléculaire, I’¢électrophorése sur gel est pour but de
séparer et identifier des fragments d’ADN, pour déterminer leur taille, et pour en estimer la
quantité (des fins analytiques), ou pour but de purifier un fragment d’ADN (fins préparatives).
Les fragments facilement séparer et détectés sur le gel est de taille entre 0,2 et 50 kilobases,
grace a un colorant fluorescent, le bromure d’éthidium (BEI), la visualisation des quantités
d’ADN (de I’ordre de 5-10 nanogramme) se fait en lumiere UV ; la rapidité, la simplicite et la
sensibilité est les principaux criteres de cette technique (Samboork et al. 1989 ; Wastermeier,
2004).

2.2.2 Les techniques d’hybridation (identification bactériennes avec sonde nucléique)

L’ utilisation du sonde ¢’est une technique repose sur le phénoméne d’hybridation, se
produite entre deux séquence d’ acides nucléique, qui sont ’ADN ou I’ARN bactérien a
identifier (la cible), avec une séquence d> ADN ou d’ ARN spécifique de la bactérie
recherchée (la sonde), cette technique peut s’effectuer sur un support solide ou en milieu
liquide ; pour détecter et identifier le cible il doit que I'une des séquence est toujours marquée
de maniére radioactive, enzymatique ou chimique, et apres une hybridation entre la sonde et
la cible, un signal est émis par le complexe (Hilario, 2007).

I1 existe deux types d’hybridation : I’hybridation in situ et I’hybridation aprés transfert.
L’hybridation in situ ou HIS est une technique qui permet de mettre en évidence et de
localiser des séquences d’acide nucléique dans les tissus ou les cellules par 1’utilisation de
sonde complémentaire, le marquage des sondes souvent été réalisé par des isotopes radioactifs

ou par des produits non radioactifs fluorescents ou non fluorescents (Volpi et Bridger, 2008).
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Cette technique pour but de donné des informations sur la forme des bactéries, leurs
regroupement inter-bactériens et leurs rapports avec les cellules hétes (Chardin et al. 2006).

L’hybridation apres transfert comprend les techniques de Southern et Northern blot
(transfert a partir d’un gel d’électrophorése) (Rack, 1998).

2.2.3 Les méthodes d’amplification génique
Des systémes permettent I’amplification de signal obtenu lors d’hybridation entre la
cible et la sonde ; I’amplification des sondes, ’amplification du signal (proprement dit), ou

I’amplification de la cible est mise en ceuvre par ces techniques (Kamal et al. 2006).

L’amplification des sondes

C’est la technique qui permet I’obtention de nombreuses copies des sondes
comparables avec les cibles obtenus par I’amplification, ¢’est la réaction de ligation en chaine
ou LCR (Ligase Chaine Reaction), qui est une méthode fait a partir d’un couple de sondes
spécifiques de la séquence nucléique a rechercher, et une enzyme de type ligase, ce dernier
réalise une ligature entre les deux sondes résulte la formation d’'un ADN constitué des deux

sondes, qui pourra servir de matrice dans les cycles suivant (Vassias, 2003).

L’amplification du signal (proprement dit)

La technique de I’ADN branché ou « branched DNA » est une amplification d’une ou
plusieurs sondes hybridées a un acide nucléique cible ; spécialement, c’est une I’amplification
du signal de détection.

L’hybridation d’acide nucléique a des sondes spécifiques de la cible, ces sondes
s’hybrident avec d’autres sondes, aboutissant a I’émission d’un signal quantifiable, c'est-a-

dire le principal but est la détection et la quantification des ADN ou des ARN (Vassias, 2012).

L’amplification de la cible

Cette amplification est effectuée soit in vivo par 1’utilisation des bactéries de clonage,
soit in vitro par voie enzymatique, la Polymerase Chain Reaction (PCR) ou réaction de
polymérisation en chaine.

L’amplification in vivo ou le clonage est basée sur une insertion d’une séquence
« insert » dans un vecteur (plasmide bactérien ou bactériophage), en utilisant des techniques

de recombinaison/ insertion, qui résulté un ADN recombinant répliquera dans une bactérie, ce
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qui donnera plusieurs copies identiques d’une séquence (geéne ou fragment de géne); le but
principal de cette technique est la constitution d’une banque d’ADN complémentaire et
génomique, on peut ensuite étudier ces séquences par le séquencage. A cause de la mise en
ceuvre longue et fastidieuse, on ne peut pas utilisée cette approche en routine dans le
diagnostic microbiologique.

L’amplification in vitro ou I’amplification par voie enzymatique est basée sur
I’utilisation d’un enzyme ADN polymérase, pour but de recopier a partir d’une amorce
(amorce d’ADN) une séquence cible (ADN cible) connue (Mullis, 1990).

La Polymérase Chain Reaction (PCR), ou réaction de polymérisation en  chaine, est
une technologie utilisée dans la biologie moléculaire, est implantée tres rapidement dans
laboratoire, elle est utilisée pour détecter 'ADN et ’ARN, et diagnostiqué I’étiologie des
maladies, par une augmentation de la sensibilit¢ de détection, pour une meilleure
identification, c’est une technique d’amplification enzymatique par la Taq ploymérase, elle
permette d’obtenir un grand nombre de copies identiques d’un fragment simple d’ADN
(amplification de 1’ordre du milliard), ’ADN est synthétisé a partir des nucléotide présents
dans la réaction, et  visualisée sur un gel d’agarose grace a des molécules
fluorescentes(bromure d’éthidium ou sybr Green), ou en utilisant des sondes nucléique
spécifiques marquées avec des molécules fluorescentes (PCR en temps réel) (Jaton et Greub,
2007 ; Arigon, 2006).

Le fonctionnement de la PCR se déroule en trois étapes, en premier temps, la
séparation des deux brins d’ADN en ADN simple brin est se fait par un chauffage
(Dénaturation thermique), aprés en abaissant la température pour permettre 1’hybridation des
amorces qui constituent de cours fragment d’ADN sur les brins d’ADN (hybridation des
amorces), en suit I’enzyme polymérase (Taq polymérase) est compléter la synthése du brin
d’ADN partir de ’amorce grace aux oligonucléotides présents dans le milieu de réaction

(élongation).

Le contréle de ces trois étapes est realisé par la modification de la température du
milieu réactionnel, les amplicans sont séparés en fonction de leur masse par électrophorese

sur gel d’agarose (Roux et Rolain, 2014).




Conclusion



Conclusion

A la lumiere de notre recherche sur ce théme qui est les infections urinaires, on
constater que les infections urinaires sont représentent un véritable probléeme de santé, elles
occupent le premier site d’infection bactérienne nosocomiale, et le second site d’infection

apres 1’arbre respiratoire.

Cette recherche nous a permis de mettre en évidence que la fréquence des infections
urinaires a été plus importantes chez les femmes que chez les hommes, d’autre part, les

personnes agées et les immunodéprimés sont fortement exposés aux ces infections.

Notre recherche a permis d’identifier les principaux germes impliquée dans ce type
d’infection, 1’épidémiologie bactérienne des infections urinaires reste toujours dominée par
les entérobactéries, dont les E.coli était les principaux germes isolés par un taux de 80 %,
suivie par Klebsiella pneumoniae, Enterobacter, Citrobacter, Proteus mirabilis. Pour les
Cocci a Gram positives, Entérococcus faecalis est le germe isolée le plus frequent, ainsi que
Streptococcus spp et Staphylococcus aureus. Pseudomonas aeruginosa et d’autres germes

sont isolée.

Le diagnostic des infections urinaires sont toutes leurs formes commencent le plus
souvent par le test aux bandelettes réactives, permettant de déterminer la nécessite ou non de

la réalisation de I’examen cytobactériologique.

Notre recherche fait apparaitre que les techniques conventionnelles de diagnostic
bactériologique, telle que I’examen cytobactériologique, et d’autres travaux plus approfondie
basé essentiellement sur une identification biochimique plus précise en utilisant des systémes

miniaturisés, ainsi que d’autres tests supplémentaires.

Dans le cas d’une difficulté d’identification phénotypique en passera a 1’utilisation de
diagnostic moléculaire, qui est basé sur des techniques protéomiques, essentiellement
I’électrophorése sur gel et I’hybridation avec les sondes nucléiques, et des techniques

génomiques, telles que la réaction de polymérisation en chaine.

Enfin, nous concluons qu’une lutte efficace contre ces infections nécessite une
stratégie globale de prévention, qui suppose une étroite collaboration entre les

épidémiologistes, les cliniciens et les bactériologistes.
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Annexe 1:
Coloration de Gram

Objectif : C’est une coloration de base, elle permet de mettre en évidence les propriétés
tinctroriales de la bactérie (Gram + en violet, Grame-en rose). C’est une méthode rapide qui
renseigne tant sur la forme que sur la disposition des bactéries présentes dans le préléevement.
C’est une technique qui nous permet d’avoir une bonne orientation du diagnostic et une

meilleure interprétation des résultats.
La thechnique :
- Réaliser un frottis ou un étalement avec une colonie.

- Fixer la préparation a la flamme sans dépasser 50-60° (brievement supportable & la main),

ce qui les séché puis laisser refroidir la lame.

- Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane (ou Cristal violet) sur le frotiis

fixé pendant 1 min.

- Laver a ’eau en transvasant les lames ou sous le robinet.
- Désposer quelques gouttes de lugol sur le frottis 1min.

- Laver a nouveau a ’eau.

- Décolorer jusqu’a disparition de la couleur violette dans I’alcool en faisant couler goutte a

goutte sur la lame inclinée.

- Laver a ’eau.

- Déposer quelques gouttes de la fuchsine 1 min.

- Laver a I’eau et sécher a I’air libre.

- Observer a ’objectif X100, en immersion avec de I’huile a immersion.
Lecture : a I’issue de cette coloration, on peut distinguer :

-Des bactéries colorées en violet foncé, elles ont gardé le violet du 1*" colorant : elles sont

dites a Gram (+).



-Des bactéries colorées en rose, elles ont perdu le violet du 1 *colorant et ont été donc
colorées par la fuschine : elles sont dites a Gram -.

-Coloration au bleu de méthylene

- Réaliser un frottis ou un étalement sur une lame puis fixer a la chaleur et refroidir la lame.
- Verser quelques gouttes de bleu de méthyléne phéniqué, attendre 1 min.

- Rincer la lame et laisser sécher a I’air libre.

- Observer a I’objectifx 100, en immersion avec de I’huile a immersion.



Annexe 2 :
e Milieu gélose CLED
Mileu CLED (CYSTINE LACTOSE ELECTROYTEDEFICIENT )

COMPOSITION : en grammes par litre d’eau distillée

PePLONE. . e e 4
Extrait de viande..... ..o 3
Hydrolysat trypsique de cas€ine............ccooeviiiiiiiiiiiiinnennnn... 4
(07415 11 TSP 0,128
LaCtoSe. .ot 10
BB .. 0, 002
AT 15
PH NGl ... 7,3

e Milieu gélose au sang

-Extrait de levure. ..o 5,00
-Mélange de peptones ..........coovviiiiiiiiii e 18,09
-AMIdON de MATSE. ... 109
-Chlorure de sodium .........cooiiiiiii e 5090
ST . e 10,09
SEau distillée ... 1L

PH final = 7,3



e Milieu Mueller Hinton

- Infusion de la viande de beeuf................oooiiin, 300 mi
- Hydrolysat de caséine ..............oovviiiiiiiiiniiiiniiiienns 17,5 mi
SAMION .o 1,5¢g
F A e, 179

e Réactif de Kovacs
-P-dimethyl aminobenzaidéhyde. ... 79/l
SAICOOI aMYIIQUE ..o 75 ml

Acide chlorhydrique CONCENLIE ... ..ot e 20 mi



Annexe 3 : Fiche de collecte de données

République Algérienne Démocratique et Populaire
Hopital Militaire Régional Universitaire de Constantine

Fiche de collecte de données - Infections urinaires en Laboratoire de
Microbiologie - 2020

Numéro de la fiche: .......... Date du prélévement :
NOom @ oo Prénom :......cccoecnvniieininenien s Age i, Sexe : ..o
Externe: Hospitalisé Si hospitalisé, qUel SErVICe : .......ccviiiiiie i

Eléments cliniques :

Douleur lombaire : |:| Brulures mictionnelles : |:| Dysurie : |:| Fievre : |:|

Examen macroscopique :

ASPECE : i COULBUT & it e e

Examen microscopique :

Nombre de leucocytes :......cccoevvveriieirieriennnn, Quantités des hématies :.......cccccvrvrivenivirvies e
Cellules .. 089 ] 1D QP
LEVUTIES .ot e Trichomas vaginalis :.......cccoeiiiinen e
Présence ou absence de BACtEIIes i.......coooiiiiriiiir i ittt et err et e e s re s e e e en e e e e n e
Culture bactériologique : Positive : Négative :

Identification des germes : Un seul germe : |:| Association : |:|

Citer les germes trouveés : 1-.......ccccoeveevenneriernnenn 2 e S

Antibiogramme :
Joindre avec chaque Fiche d’'un ECBU + son antibiogramme afin d’étudier les profils de résistances aux
antibiotiques.
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Résumé

Les infections urinaires représentent un probleme de santé particulierement important et
occupent une place majeure dans la pathologie infectieuse, elles touchent les voies urinaires :
I’urétre, la vessie, la prostate et les reins et nécessite une prise en charge rapide et efficace. La
majorité de ces infections sont due a des entérobactéries avec un pourcentage de 80%, dont
Escherichia coli qui est la bactérie la plus communément observée. Les Cocci a Gram positif
viennent en 2¢™ position. La relation entre le sexe et ces infections montre une prédominance du

sexe féminin.

L’examen cytobactériologique et la chimie des urines, ainsi que les tests biochimiques,
nous ont permis d’identifier 1’agent causal de I’infection urinaire et de déterminer le traitement
adéquat par les antibiotiques, ces techniques conventionnelles ne permettent pas d’identifier les
bactéries rares et les bactéries qui ont une croissance difficile, pour cette difficulté la biologie
moléculaire a simplifié I’identification, ce dernier diagnostic est basé sur I'utilisation des

méthodes protéomique et génotypique.
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