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Introduction

L’infection urinaire (IU) est I’infection bactérienne la plus commune et la cause d’un poids

important pour les ressources du systéme de santé (Daniel J et al ; 2003).

En milieu communautaire, elle touche principalement les femmes actives sexuellement

mais également les gens de tout age (Daniel J et al ; 2003).

En milieu hospitalier, les personnes agées et les porteurs de sonde urinaire sont les
principaux patients touchés. Le concept d’une infection urinaire est large, allant d’une

infection asymptomatique a une pyélonéphrite avec septicémie (Daniel J et al ; 2003).

Parmi les germes responsables de cette infection L’E.Coli est responsable de prés de 70%
des IU chez I’enfant. Enterococcus sp est en cause dans 10% des cas, Proteus mirabilis, et
Klebsiella pneumoniae dans 7-8% des cas. Les infections a Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus surviennent dans des contextes particuliers. Les infections a

Staphylocoque coagulase négative correspondent en régle a des cystites chez 1’adolescente
(Bouissou F ; 2008).

Notre travail se base sur une étude phénotypique dans le but d’identifier des différentes
souches bactériennes inconnus issues des prelevements cliniques au sein du laboratoire de
bactériologie de I’hdpital de la cite El Bir a laide de plusieurs techniques commencent par la

coloration de GRAM, la mini galerie classique et finissent par ’antibiogramme.
Ce mémoire est segmenté en:

e Une introduction

e Une revue bibliographique
e Matériels et méthodes

e Résultat et discussion et

e Une conclusion
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Généralité sur les bactéries

I- Généralités

Les Gammaproteobacteria constituent le plus grand sous-groupe de Proteobacteria.
Composent plusieurs groupes et beaucoup de genre importants qui sont: chimio-
organotrophes aérobies ou anaérobies facultatifs, photolithotrophes, chimiolithotrophes ou des
meéthylothrophe (Prescott H et al ; 2010).

Cette classe constitue un grand groupe complexe de 13 ordres et 20 familles, souvent elles
pratiquent la fermentation. En ce qui concerne le métabolisme énergétique il y a une grande
diversité. Ya certain famille important comme les Enterobacteriaceae qui utilisent la voie
d’Embden-Meyerhof et la voie des pentoses phosphates. Alors que d’autres comme
Pseudomonadaceae sont aérobies et utilisent les voies d’Enter-Doudoroff et des pentoses
phosphates. Quelques-unes sont photosynthétiques et méthylotrophes ou oxydent le soufre
(Prescott L et al ; 2003).

Les Enterobacteriaceae sont des grams négatifs a flagelle mobile, elles sont anaérobies
facultatifs et ses besoins nutritionnels sont simples. Quelques-uns sont pathogénes (Prescott L
et al ; 2003).

Les Pseudomonadaceae c’est le genre le plus important dans son ordre, sont mobiles grace a
ces flagelles polaires, ils ont chimiohétérotrophe a respiration aérobie. Ils ont un pouvoir
pathogene (Prescott L et al ; 2003).

Les Staphylococcaceae c’est une famille qui comprend 4 genres dont le genre le plus
important est le Staphylococcus. Ce sont des grams positifs, anaérobies facultatifs, non
mobiles, ils fermentent le glucose et sont responsables de nombreuses maladies humaines
(Prescott L et al ; 2003).



Généralité sur les bactéries

I1- La structure cellulaire des bactéries

11.1- Penveloppe bactérienne
11.1.1- La membrane cytoplasmique (= membrane interne)

- c’est la limite externe du cytoplasme Elle est constituée d’une double couche de
phospholipide dans laquelle se trouvent inseérées de nombreuses molécules (Protéines,
glycoprotéines, glycophospholipides...) [Site web 4].

11.1.2- La paroi bactérienne

* C’est une barriére rigide composé d’un peptidoglycane, responsable de la forme des cellules,
et elle protege les bactéries de I’explosion malgré la forte pression osmotique [Site web 4].

« ce qui permet de séparé les bactéries en :

- type Gram (-) : on seulement une mince couche de peptidoglycane

- type Gram (+) : on une epaisse couche de peptidoglycane située (Chantal B. Huguette B;
2006).

11.1.3- la capsule
* C’est une structure externe dense de nature polysaccharidique, qui n’est présente que chez

Certaines bactéries

* joue un réle important dans la défense des bactéries contre la destruction par le systeme
immunitaire.
* La capsule est un facteur de virulence car elle empéche les bactéries d'étre phagocytées dans

I'organisme (Chantal B. Huguette B; 2006).

chromosome bacteriemn

Fibosome

capsule

membramne
plasmigue

paroi

Figure.l : structure genérale des bactéries (Gérard B et al ; 2010).



Généralité sur les bactéries

11.2 - les structures externes

11.2.1- les flagelles (chez certaines espéces)

Sont des filaments de structures rigides inconstantes, qui facilitent le mouvement des
bactéries (Chantal B. Huguette B; 2006).

11.2.2- les pilis (chez certaines espéces)

Des filaments, trés courts, permettent la mobilité, en les retrouvent chez les bactéries gram
positive et exceptionnellement chez les grams négatifs et on distingue deux sortes de pilis
(Chantal B ; Huguette B; 2006) :

> les pilis communs : nombreux, courtes, cassants, (facteur de virulence)

> Les pilis sexuels : permettre ’échange de matérielle génétique entre deux bactéries

(Marie et al ; 2008).
11.3 - les structures internes

11.3.1- le génome

C’est un filament d’acide désoxyribonucléique (ADN) qui est le chromosome unique dans le
cytoplasme est le porteur de tous les génes nécessaires a la bactérie pour sa survie et son
développement (Chantal B. Huguette B; 2006).

11.3.2- les plasmides (chez certaines especes)

Des Petite molécules d’ADN extra chromosomique, transférables d’une bactérie a ‘une autre,
apportant de "nouvelles capacités (résistance aux antibiotiques, production toxine...) (Marie et
al ; 2008).

11.3.3- le cytoplasme

C’est le milieu intérieur de la bactérie sa composition plus visqueuse, elle est comparable a’
du blanc d’ceuf dons laquelle flottent les divers organites (Chantal B ; Huguette B_et al ;
2006).



Généralité sur les bactéries

I11- Le métabolisme des bactéries

Selon les conditions environnementales, une bactérie peut se trouver sous deux états

principaux:

o Etat végétatif : capable d’assurer les biosyntheses nécessaires a sa croissance.
o Etat de repos : pas de croissance, mais peut d’activité qui permettant sa survie

(exemple: la forme sporulée) (Petignat C. et al ; 2006).
Pour que la bactérie assure sa croissance elle doit trouver dans son environnement :

v Des aliments nutritifs

v Des aliments énergétiques

v Des aliments constitutifs

v’ Et parfois des aliments spécifiques [Site web 3].

Le métabolisme bactérien est I’ensemble des réactions biochimiques qui se déroulent dans la
cellule. Lorsque ces réactions sont équilibrees elles permettent a la cellule bactérienne de se
développer et de se reproduire mais s’ils sont déréglées sa provoque la mort de la cellule

bactérienne (Meyer A et al ; 2004).

énergie pour
I'élimination
des déchets

nutriments
pour la

énergie
PO

anabolisme=biosynthése

consituants catabolisme
cellulaires

sources d'énergie(lumiére,
composés chimiques)

Figure.2 : le métabolisme bactérien (Daniel P et al ; 2011).

On peut classer les réactions métaboliques en deux catégories (Meyer A et al ; 2004) :

a) Une qui produit ’énergie —> catabolisme

b) Une qui consomme I’énergie _____s, anabolisme

Catabolisme + Anabolisme s Métabolisme

6



Généralité sur les bactéries

I11-1 Le catabolisme

Unnutriment > énergie + briques élémentaires
111-2 L’anabolisme

Energie + briques élémentaires ———— macromolécules + structures cellulaire

Selon la nature de la source primaire on distingue (Daniel P et al ; 2011) :

/ La lumiere ——> phototrophe
Source d’énergie \

Oxydation de composé —chiriotrophe

Source de carbone

/ Composé mineral —Aatotrophe

Composé organique —HBtérotrophe

/ Organique ——O8rganotrophe

Inorganique ——bithotrophe

Source d’électrons

Source de croissance

/ Non nécessaires —Prgtotrophe

Nécessaires ——Apxotrophe
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IV- La taxonomie bactérienne

1V.1- introduction

* Le monde bactérien est complexe et polymorphe, Il nécessite un systeme de classification
nécessaire qui été basé sur I’étude des caractéres phénotypiques et génotypiques des bactéries
grace aux développements de la biologie moléculaire (Géraldine P. Delphine R; 2003).

IV.2- bases de la taxonomie bactérienne
1V.2.1- définition des taxonomies

La taxonomie est la science de la classification biologique qui permet de classer les
organismes en groupes d’affinité ou taxons (Géraldine P. Delphine R; 2003).

1VV.2.2- la classification bactérienne

La classification des bactéries basée sur des propriétés communes permet d’identifier et de

nommer une bactérie (Géraldine P. Delphine R; 2003).
1V.2.3 - nomenclature bactérienne

* la souche bactérienne est nommée en latin de son nom de genre et d’espeéce Le nom du
genre prend une lettre MAJUSCULE et I’ensemble s’écrit sans accent par exemple :
Escherichia coli (Géraldine P. Delphine R; 2003).

La nomenclature est ’ensemble des régles qui préside a I’attribution d’un nom a chaque

taxon. Elle a pour but d’unifier le langage scientifique.

IV.3- méthode taxonomiques

Deux types de marqueurs sont utilisés (Nicklin J et al ; 1999) :
- marqueurs phénotypiques

- marqueurs génotypiques.



Les méthodes de classification

V- Les différentes méthodes de classification

La classification est la méthode qui permet d’arranger des organismes et de les réunir en
groupe basée sur des criteres bien définis. Elle a pour but de donner une identité a un objet

vivant qui peut étre reconnue et identifier (Géraldine P. Delphine R et al ; 2003).
Selon deux méthodes de classification :
V.1- Les méthodes phénotypiques

L’identification de I’espece consiste a comparer les différents caracteres phénotypiques de la
souche a étudier par rapport a la souche de référence. Cette classification utilise un faible
nombre de caractére considérer comme importants tel que (Géraldine P. Delphine R et al;

2003):
V.1.1- le mode de vie

La plupart des espéces bactériennes ne vivent pas individuellement, mais en communautés

complexes adhérant a des surfaces [Site web 3].
V.1.2- Taille

Les bactéries se présentent sous des formes et des tailles diverses et la plupart sont de tres
petite taille en moyenne (0,1 a’2um de diamétre) et (0,5 a’5um de long) (Bousseboua H ;
2003).

V.1.3- Forme

La variété morphologique des bactéries est limitée et marquée par trois formes principales :

sphérique ou Cocci, en batonnet et en spirale (Bousseboua H ; 2003).

o 8 formes en cocci
S axb §> 5. %

[ejelelon COoCCi EN CHAINE DIPLOCOQUES COCCI EN AMAS
(streptocogque) ({pneumoccoque ) {staphylocoque)

formes en batonnets

o ) = ==
= .
oo 29 07N
COCCOBACILLE BACILLE BACILLE FUSIFORME

formes spiralées

Edx W, T2 m N

VIBRIOCHNS SPIRILLE BORRELIA TREPONEME LEPTOSFIRE

Figure.3 : principale forme schématique bactérienne (Bousseboua H; 2003).
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V.1.4- La coloration de Gram

- ¢’est une technique qui nous permet d’observer la forme des cellules et de diviser Les

bactéries en deux grandes catégories [Site web 1] :

- bactéries a Gram+ colorée en violet

- bactéries a Gram- colorée en rose.

V.1.5- La mobilité bactérienne

La mobilité est le caractére le plus important mis en évidence a I'état frais. On doit observer :
- la présence ou l'absence de mobilité

- les caractéres de cette mobilité : des bactéries a ciliature polaire, lophotriche ou bien
péritriches [Site web 1].

- cette mobilité est assurée par la présence des flagelles. On distingue deux types de
mouvement (Daniel P et al ; 2011) :

» Mobilité par flagelles

» Mobilité par glissement

V.1.6- La capsule

La présence d'une capsule est prouvee a I'état frais de la souche cultivée, par la coloration au
bleu de BORREL [Site web 1].

V.1.7- Les spores

Certaines bactéries sont capables d’étre sporulée, lorsque les conditions extérieures sont tres

défavorables

Dés que I’environnement est plus favorable, elle reprend sa forme initiale et peut a nouveau

se multiplier [Site web 2].
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V.1.8- Le métabolisme

- Les propriétés biochimiques

1. Respirations aérobies : nécessite un donneur d’électron et un accepteur final qui est
I’oxygéne. La bactérie nécessite la présence de ’oxygene on dit : bactérie aérobie
stricte (Daniel P et al; 2011).

2. Respirations anaérobies : ’accepteur final des électrons est une molécule organique
(fumarate) ou inorganique (les ions, le nitrate, le sulfate) (Daniel P et al; 2011).

3. Respiration aérobie anaérobie facultatif: elle ne nécessite pas forcément la
présence ou I’absence d’oxygéne c'est-a-dire elle peut se reproduire avec ou sans
I’oxygene (Daniel P et al; 2011).

Une molécule organique peut étre une source de Carbonne utilisée pour la biosynthese
comme elle peut étre aussi une source d’énergie qui permet la synthése d’ATP (Daniel P et
al ; 2011).

Les chimiotrophes (Daniel P et al ; 2011).
Si la source de carbone est organique == chimio-organotrophe
Si la source de carbone est inorganique === chimio-lithotrophe

Pour les chimio-organotrophe la source d’énergic et aussi la source de carbone. Et pour les

chimio-lithotrophe la source de carbone pourra étre le CO2
Les phototrophes (Daniel P et al ; 2011).
Si la source de carbone est organique == photo-hétérotrophe
Si la source de carbone est inorganique = photo-autotrophe
V.1.9- La résistance aux antibiotiques

Un micro-organisme peut présenter une résistance naturelle vis-a-vis de certains
antibiotiques.il s’agit d’un caractére chromosomique qui correspond a une propriété¢ de
I’espéce et qui peut étre retenu comme critére d’identification. C’est une propriété génétique

qui sera transformé d’une genération a une autre (Meyer A et al; 2008).

Le test qui permet de déterminer la sensibilité ou la résistance d’une souche bactérienne a un

antibiotique c’est bien : I’antibiogramme
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Le but de réaliser un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe a un ou plusieurs

antibiotiques.
L’interprétation du test nous donne trois catégories (Burnichon N. Texier A; 2003):

> Les souches catégorisées S : elle est composée de souche naturellement sensible
> Les souches catégorisées R : composé de souche naturellement résistante
> Les souches catégorisées | : forment un ensemble hétérogene

V.2- Méthode génotypique

C’est une technique de classification moderne du procaryote qui est basée sur 1’analyse des
acides nucléique et permettent une meilleure différenciation des microorganismes selon trois

criteres recherchés (Géraldine P. Delphine R ; 2003).
V.2.1- Coefficient de chargaff (MESURE DU GC%)
C’est Le premier ¢lément des acides nucléiques a avoir été utilisé en taxonomie.

On peut dire : lorsque Deux organismes proches phylogenétiquement ont des valeurs de
% G + C voisine, mais deux organismes qui ont les mémes valeurs de % G + C ne sont pas

nécessairement proches phylogénétiquement (Meyer A et al ; 2008).
V.2.2- Hybridation ADN/ADN

La méthode d’hybridation ADN/ADN est basee sur le fait que deux molécules d’ADN
dénaturées appartenant a deux souches peuvent se réassocier a condition de présenter une

homologie ou ressemblance des deux genomes (Géraldine P. Delphine R ; 2003).

On dit que deux souche sont a la méme espéce lorsque le pourcentage d’hybridation
ADN/ADN est [1 70% [entre0-65%] les souches n’appartiennent pas a la méme espece mais

peuvent appartenir au méme genre (Géraldine P. Delphine R ; 2003).
V.2.3- HYBRIDATION ADN/ARNr
Terme proposé pour rassembler des taxons.

L’ADN simple brin a étudier est fixé sur une membrane de nitrocellulose et est hybridé avec
une sonde radioactive d’ARNr (16S ou 23S) isolée d’une souche de référence. Cette

technique demeure peu utilisée (Géraldine P. Delphine R ; 2003).

12



Les méthodes de classification

V.2.4- ETUDE DES ARNr ribosomaux

L’ARNr 16S est utile a la classification phylogénétique et a I’identification bactérienne

puisqu’il est présent dans toutes les bactéries.

Il comporte des séquences conservées (stables) communes a des unités de taxons éleveés et des
séquences variables spécifiques d’especes. La séquence nucléotidique de I’ARNr 16S peut
étre comparée via internet a celles de souches déposées dans des banques de données
internationales (Géraldine P. Delphine R ; 2003).

V.2.5- La technique des enzymes de Restriction

Cette technique est souvent utilisée pour la différenciation des espéces d'un méme genre ou
des souches d'une méme espece (Géraldine P. Delphine R; 2003).

Le principe de base de ce marqueur moléculaire est l'extraction de I'ADN suivie de sa
digestion par les enzymes de restriction; les différents fragments d'ADN ainsi obtenus seront

séparés en

Fonction de leur taille par migration sur un gel d'agarose, puis transférés soit sur une
membrane de nylon soit sur un filtre de nitrocellulose par la technique de Southem Blot. Ils
seront visualisés par l'intermédiaire de sondes radioactives ou de molécules fluorescentes 16.
C'est la haute spécificité des enzymes de restriction qui est exploitée pour la mise en évidence
du polymorphisme. Les positions des sites de reconnaissance des enzymes de restriction au
niveau d'un locus peuvent varier d'une souche a l'autre donnant ainsi des bandes de tailles
différentes (Géraldine P. Delphine R; 2003).
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VI-I’appareil urinaire

L'appareil urinaire correspond a l'ensemble des organes leur fonction essentielle est de la

production, stockage, et I’élimination des urines.
Il est composé des deux reins, deux uretéres, la vessie et 'urétre. (figure.1) (Lows S ; 2002).

L’urine est une solution aqueuse fabriquée par les uretéeres est stockée dans la vessie jusqu'a

son émission en d’hors de I’organisme au cours de la miction par I'urétre (Keskese L ;

2004.2005
L] ).
............ Rein
| -
Bassinet
.' ‘ — Uretére

| Vessie
i

| Uretre

Figure. 4: ’appareil urinaire ( Xavier F; 2009).
VI1.1- Les reins

Les reins sont au nombre de deux, Ils ont une couleur rouge Sombre et de forme haricot, Leur
face interne est concave, et I’externe est convexe, situés dans 1’abdomen au niveau de la
région lombaire Ils mesurent environ 12 cm de long, 6 cm de large et 3 cm d’épaisseur.
Chaque rein est entouré d’une capsule et elle présente intérieurement le: (Sinus rénal,

Parenchyme rénal)
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L’unité fonctionnelle du rein et le néphron constitue d’un lobule rénal et ces ¢léments

vasculaires (DR Abdalah A ; 2008.2009).
V1.2- Uretéres

Sont des tubes musculo-membraneux, ils font située au bassin et se termine au niveau de la
vessie, leur paroi est composée de muscles lisses capables de pousser le liquide vers la vessie
par un mécanisme appelé le péristaltisme (DR Abdalah A ; 2008.2009).

L’urétre présent deux segments :
» partie abdominale : 10 cm de langueur
» Partie pelvien : 15 cm de longueur
V1.3- La vessie

Est un organe de forme aplatie, prismatique, triangulaire et mesure environ 6 cm de langueur,

5 cm de largueur, située dons la cavité pelvienne (le petite bassin).

Elle Joux le role d’un réservoir et un pompe musculo-membraneux pour stocker 1’urine

produite par les reins jusqu’ a’ ce qui une quantité suffisante (DR Abdalah A; 2008.2009).
V1.4- Urétre

C’est le canal excréteur de la vessie qui sert a’ évacuer les urines vésicales vers I’extérieur de

I’organisme et en distingue (DR Abdalah A ; 2008.2009) :
-’uretre masculin :

» Fonction : urinaire et générale.
» Origine : au niveau du col de la vessie.
» langueur : 16 cm.

- ’urétre féminin :

» Fonction : urinaire
» Origine : au niveau du col de la vessie.

» Langueur : 3cm
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VII- Les infections urinaires

Sont en deuxiéme classe aprés les maladies respiratoires en nombre de cas annuels. Les
infections urinaires sont définies par la colonisation des voies urinaires par des bactéries, ce
qui se traduit par des signes infectieux urinaires. Elles sont trés fréquentes causant environ
40%

Des maladies acquises dans les hdpitaux (Jérdme J et al ; 2004), (Cécile W ; 2007).

Les infections peuvent se produire dans les reins (pyélonéphrite), dans la vessie (cystite), ou

comme une inflammation de l'urétre (urétrite). En générale les bactéries proviennent des

intestins (Jéréme J et al ; 2004), (Cécile W ; 2007).

VI1lI-Les germes responsables de ’infection

L’agent pathogéne le plus commun de I’appareil urinaire est Escherichia coli, elle est
responsable de 80% des cas d’infections. D’autre organisme sont impliqués comme les
entérobactéries peuvent étre la cause d’infection chez les garcons, les hommes et aussi les

femmes avec des complications (Georges C ; 1999).

Le mode de pénétration des germes dans les urines peut étre (Professeur Laurent B.G;
Docteur Philippe B; 1998) :

Par voie ascendante : soit spontanément chez la femme dans ’urétre est court, soit par la

mise en place d’une sonde ou la réalisation d’une cystoscopie.

» Par voie hématogeéne : elle est plus rare lors d’une bactériémie ou de septicémie
» Par voie lymphatique : par I’infection des organes pelviens (maladie inflammatoire de
I’intestin)

Les germes pathogénes responsables de I’infection (Lucile A et al ; 2012) :

Escherichia coli
Staphylococcus
Klebsiella

Proteus

YV V V V

» Pseudomonas

IX- Les symptdmes

v" Brulures mictionnelle
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v Besoin d’uriner plus fréquent
v"Urines troubles ou malodorantes
v" Pas de fiévre
Et en cas de fiévre, c’est un signe de pyélonéphrite (Lucile A et al ; 2012).

X- Le diagnostic

Le diagnostic se fait sur un échantillon d'urine aprés un nettoyage intime correcte (Laurent K;
2004).

» La premicre étape du diagnostic d’une IU est : les Bandelette urinaire (BU). On
trempe une bandelette dans I’urine pour détecter les leucocytes et la présence des
nitrites signe d’une présence d’une entérobactérie.la BU n’a qu’une seule valeur
d’orientation et doit étre compléter par un ECBU

» L’examen cytobactériologique des urines (ECBU) : se réalise au laboratoire. C’est
un examen qui indique la présence des bactéries, puis la culture bactérienne avec
identification, et sa sensibilité a différents antibiotiques par I’antibiogramme

XI- Traitement

Comme pour toute maladie infectieuse, le traitement repose sur 1’utilisation des antibactériens
urinaires ou des antibiotiques en cas d’infection grave par des germes rares. Dans ce genre de
traitement il faut bien respecter la durée et les doses prescrites, La durée du traitement

dépendra de certaines caractéristiques de la patiente (Denis S; 2010).

Le non-respect du traitement aboutit a I’émergence des souches résistances (Denis S; 2010).

v Une infection urinaire mal traiter cause une septicémie

XI1- Définition d’une septicémie

La septicémie est une bactériémie, ce qui signifie la présence d’une bactérie dans le sang,
associée a une réponse inflammatoire de I’organisme en réaction avec la présence de ces
bactéries. Il y a plusieurs causes qui favorisent I’installation d’une septicémie comme :

I’immunodépression, la toxicomanie intraveineuse, I’alcoolisme ou la mise en place d’un

matériel étranger implanté (Nicole L ; 2011).
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Matériels et méthode

Notre travail est basé sur une étude phénotypique pour identifier les bactéries isolées dans un
laboratoire de bactériologie.

Dans cette étude nous avons adopté des différentes souches bactériennes qui ont été isolé, la
moitié prévenue des préléevements des patients d’aprés le service médecine interne De
I’hopital de la « CITE EL BIR », alors que d’autre moiti¢ sont proviennes du souchier de

laboratoire de bactériologie de 1’hopital.

Des tests biochimiques et un antibiogramme seront faite afin de bien caractériser nos souches

bactériennes.
I-Isolement des bactéries

L’isolement et la caractérisation des bactéries a été réalisé dans un laboratoire de bactériologie
de I’hopital « CITE EI BIR » durant une période de 1 jusqu’a 30 avril.

I-1 Recueil des urines

Recueillir les urines de la premiére miction du matin en évitant la contamination de
'urine par une bactérie de I'environnement et désinfection locale avec une solution
antiseptique. Les premiéres gouttes d'urine seront éliminées et les 20 a 50 ml suivants seront

recueillis dans un pot stérile
L’Examen Cytobactériologique des Urines

Cette analyse comporte un examen direct de l'urine au microscope et une mise en
culture afin de rechercher et d'identifier la présence de germes. L'ECBU permet de rechercher
une infection urinaire (cystite, pyelonéphrite) et d'identifier le(s) germe(s) en cause. Si un
germe est trouvé, un antibiogramme peut alors étre réalisé pour guider le médecin dans sa

prescription d'antibiotique.
I-2 Mise en culture

Apres avoir bien homogénéisé I’échantillon, une goutte de 1’urine est mis dans un tube contint
de I’eau physiologique puis 1'urine est ensemencé sur milieux solides comme la gélose
nutritive, milieu Chapman et Héktoen.

Les géloses sont observées apres 24 et 48h d’incubation puis jetées.
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I1-Etude microscopique

L’observation microscopique permet de faire une étude morphologique des cellules d’une

espéce bactérienne.

e Coloration de GRAM

C'est une coloration a pour but classer les bactéries selon les propriétés de la paroi
bactérienne et donne une information rapide sur la forme de celles-ci ; bactéries a GRAM
négatif et autres a GRAM positif.

Selon (GRAM) la coloration de Gram consiste a appliquer 1’échantillon a observer sur une
lame de verre que ’on laisse sécher quelque minute. Cette lame est ensuite traitée par un
colorant spécial et 1’alcool puis examinée au microscope. Dans un premier temps, le colorant
pénétre dans la paroi et le cytoplasme. Dans un second temps, I'iode réagit avec le colorant et
le rend insoluble. La perméabilité plus grande des bactéries 8 GRAM neégatif a l'alcool
permet la décoloration. Les bactéries a GRAM positif restent colorées en violet ou mauve.
Une contre-coloration (par exemple en rose) permet de visualiser a nouveau, les corps

cellulaires des bactéries 8 GRAM negatif

1. Prélever une partic d’une colonie isolée et on 1’étale sur une lame de verre puis on les
fixe par la chaleur

2. Verser le Violet de Gentiane sur la lame et laisser agir pendant 1 minute

3. Jeter le colorant et mettre la solution de Lugol, laissé agir le Lugol 1 min

4. Jeter le Lugol et faire couler de I’alcool sur la préparation pendant 30 secondes,
rincées immédiatement a I’eau

5. Recouvrir la préparation avec de la fuchsine, laisser agir environ 1 min.

6. Laver bien est doucement

7. Sécher au-dessus de la flamme d’un bec Bunsen.
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I11- Les souches bactériennes
- En guise d’une identification lucide, nous procédons a une présentation d’un tableau détaillé.

Tableau.1 : Les souches bactériennes

Les souches bactriennes Origine des souches La maladie provoquée
Escherichia coli urines Infection urinaire
Klebsiella Pneumoniae urines Infection urinaire
Salmonella Hémoculture La septicémie
Shigella Hémoculture et coproculture La septicemie et infection
digestive
Proteus mirabilis urines Infection urinaire
Pseudomonas Prélevement de pus des pieds des La septicémie
Aeruginosa diabétiques
Seracia marcescens urines Infection urinaire
Prélevement de pus des pieds des

staphylocque doré diabétiques La septicémie
staphylocque blanc Epiderme (passage du germe dans La septicémie

le sang)
Enterobactere

urines Infection urinaire
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IV- Caractérisation phénotypigue

1VV.1- Besoins nutritionnels

e Source d’azote

» Milieu Moeller
C’est un milieu liquide préconisé pour la recherche d’une décarboxylases LDC, ODC et
dihydrolases ADH (figure.1).
Pour chaque souche bactérienne en prend 4 tube possédant les milieux suivent : T (témoin),
ADH, LDC, ODC.

Une ose de bactérie considérée est mise dans un tube d’eau physiologique puis on prend 2a3

gouttes de cette suspension et on va inoculer les tubes qui contiennent le Milieu de Muller

La surface de tube est recouverte a I’huile de vaseline stérile. Une incubation a’ 37°C

pendant 24h est mise en place.

e
e (O0C

Figure.5: Milieu Moeller

v Dans un premier temps les bactéries en anaérobiose, fermentent le glucose et le milieu
devienne acide avec une couleur Jane en dite que ce milieu elle est négative

v' Dans un deuxiéme temps, les bactéries qui possédent les enzymes décarboxylases
Peuvent utiliser 1’acide aminé présent dans le milieu et ce dernier devienne alcalin

avec une couleur violet et en dite que ce milieu elle est positive

e Source de carbone
» Clark et Lubs

Ce milieu permet I’étude de la voie de fermentation du glucose :
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v Voie acides mixte : Rouge de Méthyle (RM)
v Voie butanediol : Voges et Proskaeur (VP)

La technique est réalisée par ’addition de quelques gouttes de la suspension

Bactérienne dans le milieu de Clark et Lubs, Suivi d’une incubation a’ 37°C pendant 48 h.

il

Figure.6: Milieu Clark et Lubs
Apres incubation on a divisé le milieu en deux tubes :
Pour le RM :
On a rajouté 2 a 3 gouttes du réactif (RM) :

v' Si la couleur du milieu reste la méme, la souche est RM négative(-).
v Si la couleur du milieu deviens rouge, la souche est RM positive (+) et elle utilise la
voie des acides Mixtes pour fermante le glucose et qui conduit a la formation d'une

grande quantité d’acide.
Pour le VP :
Dans le deuxiéme tube, nous avons rajouté les réactifs de (VP1 et VP2) :

v' S’il n’y a pas un changement de couleur, la souche est VP négative(-).
v" S’il y a une apparition d’une couleur rouge en surface, la souche est VP positive (+) et
elle utilise la voie de butane-diol pour fermante le glucose c’est a dire la formation

d'acetyl-methyl-carbinol, qui produit par la réaction de Voges Proskauer mettant en

jeu de l'a-naphtol et de la soude.
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Matériels et méthode

» Le milieu TSI (Triple sugar agar)

Se présent en gélose incliné dans des tubes permet de mettre en évidence cing caractéres :

v Fermentation du glucose

v Fermentation du lactose

v Fermentation du saccharose

v Production de gaz (CO2 ou H2)

v" Production de H2S
On ensemence La pente par des stries longitudinales, et le culot par une piqure centrale a’
laid d’une pipete Pasteur chargée de suspension bactérienne, suivi d’une incubation a’37°C

pendant 24h.

i

Figure.7: Le milieu TSI

v' Si la bactérie fermente le glucose (glucose+) le culot devient jaune

v' Si la bactérie utilise le saccharose et le lactose la pente devient jaune

v Et le décollement du culot et/ou la présence de bulles d’air indique La présence de
gaz

v le noircissement indique la production de H2S

» Mannitol mobilité

Ce milieu permet d’apprécier a la fois, la dégradation du mannitol et la mobilité de la

bactérie.

I1 est ensemencé par piqure centrale. Suivie d’une incubation a’ 37°C pendant 24h.
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Matériels et méthode

Figure.8: Milieu Mannitol-mobilité

v" Milieu gélosé rouge —— mannitol négatif
v Milieu gélose jaune —— mannitol positive
v Absence d’envahissement autour de la piqure centrale ————» bactérie immobile

v" Présence d’une culture dans la totalité de tube ~ ——— bactérie mobile

» Citrate de Simmons
Il se présente en gélose inclinée dans des tubes.
Ce milieu permet de mettre en évidence l'utilisation du citrate comme seule source de carbone
et d'énergie.
A T’aide d’une pipette Pasteur, on ensemence la pente par des stries longitudinales. Suivie

d’une incubation a 37°C pendant 24h, sans trop visser le bouchon.

bm— Al

Figure.9: Milieu citrate de Simmons
v La présence des colonies le long de la strie centrale d'ensemencement plus Le virage

de I’indicateur de pH du vert au bleu signifie qu’il y a eu une alcalinisation du milieu,

donc la bactérie posséde le citrate perméase et la souche est dite citrate positive(+).
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Matériels et méthode
v' L’absence de virage de I’indicateur de pH signifie 1’absence d’alcalinisation, donc la

bactérie ne possede pas le citrate perméase et elle est dite citrate négative(-).

e La recherche des enzymes

» Urée indole
C’est un milieu liquide contant de 1’Urée, Tryptophane et du Rouge de phénol.

Permet de rechercher deux caractéres : I’hydrolyse de 1'urée et la production de I’indole a

partir du tryptophane.
La technique est réalisée par un ajout de quelques gouttes de la suspension bactérienne dans

le milieu, Suivi d’une incubation a’ 37°C pendant 24 h.

1l

ng %ﬂg

Figure.10: Milieu urée indole

e Hydrolyse de I'urée
Si la bactérie dégrade 1’urée la couleur orange du milieu devienne rouge ou rose violet, la

bactérie dite uréase positive. Et uréase négative Si la couleur reste orange.

e Production d’indole
L’addition de réactif de Kovacs se traduit par ’apparition d’un anneau rouge, dd a la réaction

entre I’indole et le réactif, ce qui indique que la bactérie est indole positive(+).

L’absence de 1’anneau rouge signifie que la bactérie est indole négative(-).

» Bouillon Coagulasse

C’est un milieu liquide contant le Plasma de lapin permet la différenciation des especes du

genre Staphylococcus.
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Matériels et méthode

Pour la technique en prend un tub sec chargé au sérum du malade suivi d’un ajout de quelques
gouttes de la suspension Bactérienne dans le milieu. Et enfin une incubation a’ 37°C pendant
24 h,

Figure.11: Milieu Coagulase

La coagulase libre est une enzyme qui permet de catalyser la transformation du fibrinogéne

(soluble) du plasma en fibrine (insoluble) c’est a’ dire La formation d’un coagulum :

v S’ y a un coagulum la bactérie possede une coagulase libre. Elle est dite
coagulase(+).
v' S’il n’y a pas un coagulum la bactérie ne posséde pas de coagulase libre. Elle est dite

coagulase (-)

V- L’antibiogramme

Ce test permet de déterminer la sensibilit¢ d’une souche bactérienne a un groupe

d'antibiotiques ou a un antibiotique donne.

Pour réaliser I’antibiogramme par la méthode de diffusion en appliquant des disques

d’antibiotique.
En utilisant le Muller-Hinton :

v' La culture bactérienne est ensemencée a la surface de la gélose a I’aide d’un
écouvillon stérile.

v Des disques imprégnés d’une dose connue d’antibiotique sont déposeés a la surface du
milieu Muller Hinton

v L’antibiotique diffuse a partir du disque en créant un gradient de concentration.

La détermination du diamétre de la zone d’inhibition permet une estimation de la
concentration minimale inhibitrice. Les caractéres de sensibilité ou de résistance de la souche

bactérienne en seront déduits.
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Matériels et méthode

En pratique, on réalise a partir de I'isolement (souche pure) un ensemencement en tapis sur
le milieu. On dispose ensuite les disques d’antibiotiques et on les mettre dans I'étuve pour

les incuber a 37°C. Au bout de 24 h, on lit les différents diamétres d’inhibition de croissance

de la souche microbienne.

W——— Acide pipémidique
. Doxycicline

Mezlocilline

Sulfamide

Amoxicilline
Ceftriaxone

Figure.12: les disques d’antibiotique déposés sur le milieu

IV- Les antibiotiques

Tableau.2: la famille des antibiotiques

L’antibiotique La famille
Acide Pipémidique Quinolones
Doxycicline Tétracyclines
Mezlocilline Bétalactamines
Sulfamide Antibiomimétiques
Amoxicilline Béta-lactamines
Ceftriaxone Béta-lactamines
pénicilline Béta-lactamines
Lincomycine Lincosamides
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Résultats et discussions

I- Aspect macroscopigue

Apres incubation pendent 24h & 37° C, nos souches donnent :

Sur Hectoen des colonies rondes, bombées, colorée en jaune saumon : acidification du milieu,
utilisation d'un ou plusieurs glucides soit le lactose, le saccharose ou le glucose. Souche

fermente le lactose : lactose (+).

On remarque aussi un noircissement : production de sulfure de fer noir due a la réduction du

thiosulfate en H2S : souche H2S +.

Figure.13: Aspect des colonies Sur Hectoen

Sur gélose nutritive des colonies rondes séparées, certaines sont colorée en rose

Figure.14 : Aspect des colonies sur Gélose nutritive

11- Examen microscopigue

e Coloration de GRAM

Nos souches bactériennes présentent deux formes :

v Une forme Bacilles (batonnet) colorée en rose fuchsia signifie que c’est une bactérie

a GRAM négatifs tels que : Escherichia coli, klebsiella pneumoniae, Salmonella,

29



Résultats et discussions

Shigella, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Seracia marcescens,
Enterobactere .

Figure.15: Aspect des colonies d’entérobactéric a GRAM négatifs (forme bacille)
grossissement 10x10

v Une forme Cocci (ronde) colorée en violet, un signe d’une bactérie a GRAM positifs
tels que : le Staphylocoque doré et le Staphylocoque blanc vient apreés.

Figure.16 : Aspect des colonies des staphylocoques a GRAM positifs (forme Cocci)
grossissement 10x100.
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Résultats et discussions

I11- Besoins nutritionnels

e Source d’azote

> Milieu de Moeller

Résultats du milieu de Moeller.

Tableau.4 :
Aspect du Aspect du
milieu avant milieu apres
utilisation utilisation

Résultats et discutions

Pour certaines souches qui ont la capacité d’assimiler les acides
aminées testés (Arginine dihydrolase , Lysine décarboxylase,
Ornithine décarboxylase) présentent une couleur violette :
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella, Serratia
marcescens. Donc ces souches possédent I’enzyme
décarboxylases ou dihydrolase.

Alors les autres bactéries qui sont incapable d’utiliser ces

acides aminés possedent la méme couleur que le témoin.
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Résultats et discussions

e Source de carbone

> Clark et Lubs

Tableau.5 : Résultats du milieu Clark et Lubs

Aspect du
milieu avant
utilisation

Aspect du
milieu apres
utilisation

Résultats et discutions

v' Ce qui concerne le test RM, les souches qui sont RM positif

se trouvent dans milieu rouge apres I’addition du réactif de
rouge de méthyle. Donc les bactéries ont utilisé la voie des
acides mixtes pour fermenter le glucose conduisant a la

formation d'une grande quantité d’acide.

v' Alors que Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, et

Pseudomonas aeruginosa étaient RM négatif car le milieu est

resté jaune. Donc aucune réaction ne s’est produite.

le test VP, les souches Klebsiella pneumoniae, et Serratia
marcescens, etaient VP positif car il y a une apparition d’une
couleur rouge en surface. Donc nos souches ont fermenté le
glucose c’est a dire la formation d'acetyl-methyl-carbinol, qui
produit par la réaction de Voges Proskauer mettant en jeu de 'a-
naphtol et de la soude.

Alors que Escherichia coli, Proteus mirabilis, salmonella,t
entérobacter, et Pseudomonas aeruginosa étaient VP négatif
maintient sa couleur initiale. Donc aucune réaction ne s’est

produite.
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Résultats et discussions

» Le milieu TSI (Triple sugar agar)

Tableau.6 : Résultats du milieu TSI.

Aspect du
milieu avant
utilisation

Aspect du
milieu apres
utilisation

Résultats et discutions

Les souches klebsiella pneumoniae, et Enterobacter ont les mémes
résultats :

v" Un culot jaune signifie que les deux souches fermentent le
glucose.

v" Une pante jaune c'est-a-dire chacune des bactéries utilisent le
lactose et le saccharose.

v le décollement du culot indique que la klebsiella pneumoniae,
et Enterobacter produisent du gaz. mais pas du sulfure
d’hydrogéne H2S car il n y’ a pas du noircissement.

Et pour la souche Escherichia coli possede les méme résultats sauf
pour les trois sucres la bactérie fermente que le glucose et le

saccharose.

v" Un culot jaune (glucose+).
v Une pante jaune (lactose+ et saccharose+).
v' L’absence du décollement du culot (gaz -).

v Pas de noircissement (H2S -)

ces résultats signifient que la souche Serratia marcescens fermente le
glucose,le lactose et le saccharose. et elle ne produit ni du gaz ni du
H2S.
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Résultats et discussions

v Culot jaune (glucose +)
v Pante rouge (lactose -, et saccarose -)
v" Pas de décollement du culot et pas des bulles d’aire (gaz -)

v’ La présence du noircissement (H2S +)

Donc la souche salmonella fermente que le glucose avec la production
du sulfure d’hydrogene H2S.

v Culot jaune (glucose +)
v’ Pante rouge (lactose -, et saccarose -)
v’ Pas de décollement du culot et pas des bulles d’aire (gaz -)

v’ pas du noircissement (H2S -)

Donc la souche Shigella fermente que le glucose en absence de
production du sulfure d’hydrogéne H2S et du gaz.

v" Un Culot jaune (glucose +)
v Une Pante rouge (lactose -, saccarose -)

v’ La présence des bulles d’aire (gaz+), et le noircissement (H2S+)

C'est-a-dire L’espece Proteus mirabilis a fermenté le glucose avec
production de gaz et H2S mais elle n’a pas fermenté ni le lactose ni le

saccharose.

L’espéce Pseudoumonnas aerogeunosae mirabilis présente des
résultas négatifs soit pour la fermentation des sucres ou pour la
production du gaz.
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» Mannitol mobilité

Tableau.7 : Résultats du milieu Mannitol mobilité

Aspect du
milieu avant
utilisation

Aspect du
milieu apres
utilisation

Résultats et discutions

v’ La fermentation du mannitol est décelée par un changement de
couleur du milieu (rouge— jaune).

v Plus la Présence d’une culture dans la totalité de tube (mobilité+).

Se qui prouve que les souches suivante Escherichia coli, Salmonella,
Serracia marcescens, Proteus mirabilis, Eenterobacter a fermenté le

mannitol et elles sont mobiles.

v gélose jaune plus une absence d’envahissement autour de la
piqure centrale signifi€ un (mannitol +) et une (mobilité
bactérienne -).

Donc les souches klebsiella, et Shigella fermentent le mannitol et

dépourvues des flagelles.

v UN Milieu gélosé rouge avec une absence d’envahissement
autour de la piqure centrale signifié un (mannitol -) et une
(mobilité bactérienne -).

Donc la souche Pseudomonas aeruginosa n’a pas fermenté le mannitol
et elle est donc immobile.
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» Citrate

de Simmons

Tableau.8 : Résultats du citrate de Simmons

Aspect du
milieu avant
utilisation

Aspect du
milieu avant
utilisation

Résultats et discutions

v Le virage de couleur verte en bleu est un indicateur de pH qui
prouve que les souches  Serracia marcescens, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter utilisent le citrate comme seul source

de carbone etassurent une alcalinisation du milieu

v' L’absence de couleur bleu le long de la strie veut dire (citrate de

Simmons -).

Donc on conclut que nos souches Escherichia coli, salmonella,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Shigella, n’utilisent pas le

citrate comme seul source de carbone.
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e La recherche des enzymes

» Urée indole

Tableau.9 : Résultats du milieu Urée indole.

Aspect du
milieu avant
utilisation

Aspect du
milieu avant
utilisation

Résultats et discutions

v

v

Ce qui Concernant la production d’uréase, la souche Proteus
mirabilis, été uréase +car le milieu est devenu rose violet.
Alors que Escherichia coli, salmonella, entérobacter,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Serratia
marcescens, et Pseudomonas aeruginosa étaient uréase - car le
milieu maintient sa couleur initiale.
Pour la production d’indole sauf E.coli qui est capable de faire

déceler cette activité.
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» Coagulase

Tableau.10 : Résultats du coagulase.

Aspect du milieu | Aspect du

avant utilisation | milieu avant
utilisation Résultats et discutions

v la bacterie staphylocque doré posséde le coagulase libre. Elle
est dite coagulase(+) car la présence de cet enzyme vat gélifier
le milieu.

v' Et pour la souche staphylocque blan qui est dont le milieu
reste liquid ,elle est dite coagulase (-).se qui signifie que la

souche ne possede pas de coagulase libre.

IV- L’antibiogramme

Disque d’antibiotique

Zone d’inhibition

Figure.17: Antibiogramme apres incubation.
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Les résultats de la sensibilité ou la résistance de nos souches ainsi le diameétre des colonies
obtenues sont noté dans ce tableau

Tableau.11: Profil de résistance et sensibilité des différentes souches aux antibiotiques.

ATB Acide Doxycicline | Mezlocilline | Sulfamide | Amoxicilline | Ceftriaxone
X Pipémidique
Escherichia | 15 mm 10 mm 18 mm 26 mm 20 mm 24 mm
coli
S R S S S S
Klebsiella 25 mm \ 10 mm \ <6 mm \
pneumoniae
S R R
Salmonella 20 mm 23 mm 25 mm 26 mm 29 mm 30 mm
S S S S S S
Shigella 34 mm 28 mm 23 mm 30 mm 32 mm 30 mm
S S S S S S
Proteus 20 mm <6 mm 19 mm <6 mm 25 mm 30 mm
mirabilis
S R S R S S
Pseudomonas | 10 mm <6 mm <6 mm <6 mm <6 mm <6 mm
aeruginosa R R R R R R
Seracia <6 mm 15 mm <6 mm <6 mm <6 mm <6 mm
marcescens
R S R R R R
Enterobacter 25mm <6 mm <6 mm <6 mm 11mm
S R R R \ R
» Pour le Staphylocoque doré deux antibiotiques se changent
Tableau.12 : Profil de résistance et sensibilité de Staphylocoque doré aux antibiotiques.
ATB Acide Doxycicline | Mezlocilline | pénicilline | Amoxicilline | Lincomycine
Pipémidique
Y
Staphylocoque | 10 mm 29 mm 18 mm <6 mm 25 mm 32 mm
doré
R S S R S S

39




Résultats et discussions

D’apreés les résultats obtenus on conclut que :

Les souchesde la famille Enterobacteriaceae présentent une biodiversité vis-a-vis des
antibiotiques : Escherichia coli et Proteus mirabilis sont résistants a la méme famille
d’antibiotique qui est la Tétracyclines sauf que la bactérie Proteus est plus résistante a la
famille des Antibiomimétiques, alors que la Salmonella et Shigella sont sensibles a toutes les
familles des antibiotiques étudi, Klebsiella pneumoniae sensible a la famille des Quinolones

et résiste la famille: Béta-lactamines.

Seracia marcescens sansible a la famille Tétracyclines et résiste aux reste des antibiotiques.
Enterobacter sensible aux quinolones et résiste aux autre antibiotique.

Pour la deuxieme famille Pseudomonadaceae résiste a tous les antibiotiques.

Et la troisieme famille Staphylococcaceae résiste aux quinolones et Béta-lactamines, et

sensible aux restes des antibiotiques.
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Conclusion

L’infection urinaire est un probléme pathologique trés fréquent, elle se définie par
colonisation de I’appareil urinaire contaminé par voie ascendante par des germes
digestifs.

Rappelons que notre  étude a pour but [Pidentification de dix souches
bactériennes par des méthodes biochimiques (la coloration de GRAM et la galerie
biochimique classique) et I’établissement du profil de résistance ou sensibilité vis-a-vis des

antibiotiques couramment utilises

Aprés isolement et identification des bactéries, nos souches ont montré des caractéres
biochimiques qui se différent entre elles.
Pour le GRAM, certaines bactéries sont des bacilles a GRAM négatifs (Escherichia coli,
Klebsiella Pneumoniae, Salmonella, Shigella, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Seracia marcescens), d’autres sont des cocci 8 GRAM positifs (Staphylocoque doré,
Staphylocoque blanc).

Ainsi pour la fermentation des sucres, on conclue que toutes les souches de la famille des
entérobactéries degradent le glucose et possedent des flagelles, certaine ont le pouvoir
d’assimiler certains acides aminés, d’autres ne l’avons pas, elles sont incapables de
dégrader ’uréase a 1’exception de la bactérie Proteus mirabilis, alors pour Pseudomonas
aerogeunosae présente des résultats négatifs sauf pour ’acide aminé ADH+

La derniére famille Staphylococcaceae qui est présentée par les deux souches qui sont
Staphylococcus blanc et Staphylococcus doré ne dotent pas la méme activité enzymatique

pour la coagulase.
-L’antibiogramme réalis¢ par la méthode de diffusion sur disques a révélé une biodiversité

entre les souches notant que la bactérie Pseudomonas aerogeunosae résiste a touts les

antibiotiques.
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Résumé

L'infection urinaire est un terme qui désigne une infection du bas appareil urinaire. Elle
touche beaucoup plus les femmes que les hommes. Elle est également courante chez les
enfants. Elle peut étre due a la présence d'une bactérie ayant contaminé les urines, ou parfois

d'une mycose ou champignon.
Dix souches bactériennes ont été isolées a partir des prélevements cliniques fournies par
le laboratoire de bactériologie de 1’hopital cité El Bir Constantine.

Les isolats ont été identifiés par une étude phénotypique donne une description comparable a
la famille des Enterobacteriaceae on a sept souche qui dont le phénotype : bactérie 8 GRAM
(-), Glu (+), Lac (+) / (-), Gaz et H2S (+ / -), mobilité (+/-), Mannitol (+), RM (+/-), VP (+/-),
LDC, ODC, ADH (+ /-), et présentent une biodiversité vis a vie aux antibiotiques.

Et une souche de la famille des Pseudomonadaceae possédant les caractéristiques suivantes :
bactérie 8 GRM (-), Glu (-), Lac (-), Gaz et H2S (-), mobilité (-), Mannitol (-), RM (-), VP(-),
LDC et ODC (-), ADH (+), elle résiste devant tout les antibiotiques que nous avons teste.

Et enfin deux souches de la famille des Staphylococcaceae: qui présentent le

phénotype bactérie a GRAM(+), coagulase (+ /-) a une biodiversité des antibiotique.

Mots clés : Coloration de GRAM, Galerie biochimique, 1’antibiogramme,

Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Staphylococcaceae.


http://sante-medecine.commentcamarche.net/faq/13523-infection-definition
http://sante-medecine.commentcamarche.net/faq/8137-appareil-urinaire-definition
http://sante-medecine.commentcamarche.net/faq/8192-bacterie-saprophyte-definition
http://sante-medecine.commentcamarche.net/faq/13690-mycose-definition

Summary

The urinary infection is a term that shows an infection of the lower urinary apparatus. It
touches much more women than men. It also touches children. It can be due to the presence of

a bacterium, or sometimes a mycosis or a fungus that has contaminated the urines.

Ten bacterial strains have been isolated from a clinical sampling supplied by the
bacteriological laboratory of El Bir Hospital of Constantine.

The insulators have been identified by a phenotypically study that gives a description
comparable to the Enterobacteriaceae family with seven strains including the phenotype:
bacterium with MRG (-), (-), Glu (+), Lac (+) / (-), Gas and H2S (+ / -), mobility (+/-),
Mannitol (+), RM (+/-), PV (+/-), CDL, CDO, HDA (+ /-) and present a biodiversity towards
the antibiotics.

One strain of the Pseudomonadaceaefamily possesses the following features: bacterium with
MRG (-), Glu (-), Lac (-), Gas and H2S (-), mobility (-), Mannitol (-), MR (-), PV (-), CDL
and CDO (-), HDA (+). It resists ell the antibiotics we have tested.

Finally two strains of the Staphylococcaceae family with the phenotype: bacterium with
GRAM (+), coagulating to an antibiotic diversity.

Key Words: Gram coloring, biochemical gallery, antibiogram.

Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Staphylococcaceae.
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Annex

I-Milieux de culture

-Gélose nutritive

-Extrait de viande de baeu..........ooeviiniiiii e 01g.
-Extraitde levure. ... 02g.
SPeptone ... 05g.
-Chlorure de sodium..............ccooiiiiiiiiiie, 05g.
SGIOSE. . .. 15g.
pH=7.4

-Mueller-Hinton

-Infusion de la viande de beeuf....................oo .300g.
-Hydrolysat de caséine................oeviiiiiiiiiiiii, .17.5¢g.
SAMIdON e MaiS. ... 1.5¢.
SGElOSE. i 10g.
pH=7.4-7.5

Autoclaver 15 min a 120°C

- Gélose Hektoen

. Ot 169
-Prothése peptone...........cooiiuiiiiiiiii i, 12g
-EXtraitde levure. ......o.oooiiii 03g
-Chlorure de sodiume.........ccooviiiiiiiii e, 05¢.
- Thiosulfate de sodium..............cooviiiiiiiiiiiieeea 05g.
=Sels biliaires. ......ovvvii 09g.

-Citrate de fer ammoniacal....................ooiiiiiiiiin, 1.5¢.
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SSAlICING. .. 20.
SLACTOSE. . ettt 12g.
SACCNATOSE. .. . 12g.
-Fuschine acide.........oooeviiiiii 0.1g.
-Bleu de bromothymol.................c.oooiiiiii 0.065g.
FAGAT. . 149
pH=7.5

-Milieu Muller

-Extraitde levure. ... ..o 30.

-L-arginine (monochlorhydrate) ................cooooiiiiiiiiii, 50.

-L-lysine (monochlorhydrate)

SGIUCOSE . 10.
-Bromocrésol pourpre .........oooiiiiiiii 0,16 mg.
SEthanol ... 1ml.
-Chlorurede sodium ..o, 50.
-pH =68

- Clark et Lubs

-Peptone trypsique ou poly peptone..............ccoevvevininnnnnnn. 5a7g.
SGIUCOSE. ..t 0.5¢.
-Phosphate bipotassique............oveviviiriiiiiiiiieeeea, 05g.
pH=7

Autoclaver 30 min a 110°C.

- TSI (triple chuger agar)
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-Extrait de boeuf........ooiii 03g.
-Extraitde levure. ..., 03g.
SPeptONe. ... 20g.
-Chlorure de sodium............c.cooviiiiiiiiiii e 05g.
e (0! (0 1 N 10g.
=SACCNAIOSE. .. vttt 10g.
SGIUCOSE. vt 07g.
-Citrate de ferrique. .......o.oviiiii e 03g.
-Thiosulfate de sodium................ccooiiiiiiiiii e, 03g.
SGI0SE. .. 12g.
pH=7.4

- Citrate de Simmons

-Sulfate de magnésium................ooeiiiiiiiiiiii i, 0.2g.
-Phosphate mon-ammoniaque................ccooviiiiiiiiniininnnn.. 01g.
-Phosphate dipotassique..........ovvviiiiiiiiiiiiii e 0lg.
-Citrate de sodium............ooiiiiiii i 02g.
-Chlorure de sodium..............cooiiiiiiiiii e, 059

-Bleu de bromothymol................... 0.08g

o 159

pH=6.8

Manitole mobilité
Peptone trypsiqUe. ......oeiiniii i 20g.
De viande

KNO3 (nitrate de potassium)............ccceevviinienieniiiinneeninnnnnn. 20,



N ) 49
Mannitol.......oooieii e 29
Rouge de phenol a1 %o.......ccooevveieneneeiiereee e 4ml.
pH=7.6-7.8

- Urée-indole

-L-Tryptophane. ... 03g.
-Phosphate d’acide de potassium..............c.ccoviiiiiiiininnnnnn. 01g.
-Phosphate de mono acide de potassium........................eeu. 01g.
-Chlorure de sodium.............ccooiiiiiiiiiie e 05g.
FURGC. 20g
SALCO0L A950 . 10ml.
-Rouge de phénol en solution @ 1%.........cccccveveeieiiennnnnns 2.5ml.
-Coagulasse

Plasma de lapin.

I1-Réactifs

- Réactif de Kovacs

-Pra dimétylamino benzaldéhyde.........................oooiini. 05g.
-Alco0l IS0 amylique. .......ooviieieiee e 759.
-Acide chlorhydrique(376).........ccoviviiiiiiiiiiiiiie 25ml.

- Réactif de Vages-Proskawer

- VPI
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- VPII
—aNaphtal......ooo 06g.
SEthanol. ... 100ml.

-Réactif du rouge de Méthyle (RM)

-Rouge de méthyle............ooiiiiiiii 0.5g.
SALCO0L A 800, e, 100ml.
I11-Colorants

- Violet de Gentiane

SViolet Gentiane. ... .......ooviiiiiii e 01g.
Ethanol 8 90%0.........cooveiiiiiiiiicece s 10ml
SPRENOL. .. 029
-Eaudistillée. ... 100ml
- Lugol

SlOde. 01g
-lodure de Potassitm. ..........cooviieiniiniiiit e, 02g.
-Eaudistillée. ... 300ml.

- Fuschine

-Fuschine basique............coooiiiii i 01g.
-Alcool éthylique 3 90°. ... 10ml.
SPRENOL. .. 05g.

SEAU ISHIIEE. ...ttt 100ml.
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Identification phénotypique des souches bactériennes responsables

d’une infection urinaire et d une septicémie

Résumé
L'infection urinaire est un terme qui désigne une infection du bas appareil urinaire. Elle

touche beaucoup plus les femmes que les hommes. Elle est également courante chez les
enfants. Elle peut étre due a la présence d'une bactérie ayant contaminé les urines, ou parfois

d'une mycose ou champignon.
Dix souches bactériennes ont été isolées a partir des prélevements cliniques fournies par

le laboratoire de bactériologie de 1’hopital cité El Bir Constantine. Les isolats ont été
identifies par une étude phénotypique donne une description comparable a la famille des
Enterobacteriaceae on a sept souche qui dont le phénotype : bactérie a GRAM (-), Glu (+),
Lac (+) / (-), Gaz et H2S (+/ -), mobilite (+/-), Mannitol (+), RM (+/-), VP (+/-), LDC, ODC,

ADH (+ /-), et présentent une biodiversité vis a vie aux antibiotiques.

Et une souche de la famille des Pseudomonadaceae possédant les caractéristiques suivantes :
bactérie a GRM (-), Glu (-), Lac (-), Gaz et H2S (-), mobilité (-), Mannitol (-), RM (-), VP(-),

LDC et ODC (-), ADH (+), elle resiste devant tout les antibiotiques que nous avons teste.

Et enfin deux souches de la famille des Staphylococcaceae qui présentent le phénotype :

bactérie a GRAM(+), coagulase (+ /-) a une biodiversité des antibiotique.

Mots clés : Mots clés : Coloration de GRAM, Galerie biochimique, I’antibiogramme,

Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Staphylococcaceae.
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