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Introduction

Introduction :

Les infections urinaires sont d’une extréme fréquence. Elles sont habituellement causées
par les bactéries qui proviennent de laflore intestinale ou de laflore périnéale.

Elles constituent le deuxieme motif de consultation en pathologie infectieuse apres les
infections respiratoires, et la premiére cause d’infection nosocomiale (prés de 50%).

Qué que soit le type d'infection, le traitement est basé sur I’ administration d’ antibiotique
de maniere soit empirique (en fonction des données épidémiologiques), soit guidé par les
résultats de I’ examen cytobactériologique des urines (E.C.B.U.).

Les échecs connus avec le traitement empirique deviennent de plus en plus inquiétants, il
en est de méme pour la fréguence des résistances bactériennes aux antibiotiques. L’ émergence
et la diffusion des mécanismes de résistance acquise au sein des especes bactériennes limitent
maintenant |es indications d’ un certain nombre d’ antibiotiques de premiere intention.

Classiquement, on distingue deux types d'infections urinaires, les infections urinaires
basses qui concernent le bas de I’ appareil urinaire (vessie, urétre), généralement elles sont
considérées comme bénignes, et les infections urinaires hautes qui se rapportent a une
infection du haut appareil (rein).

Le but de I’analyse de base de I’ urine est de fournir des informations pour le diagnostic, le
contréle et la prévention des maladies rénales, ainsi que les maladies des voies urinaires.

L'objectif de cette éude vise d’'une part, a éablir le profil étiologique de I'infection
urinaire et d’ autre part a déterminer I’ antibio-résistance des souches bactériennes incriminées
afin d orienter les protocoles d’ antibiothérapie actuelle.

Au cours de deux mois de pratique au niveau du laboratoire de Microbiologie du C.H.U
"NEDIR MOHAMED"” de TIZI-OUZOU, nous avons tenté de répondre a quelques questions,
sur la présence de la flore hospitaliére, les germes les plus observés, et ce qui rend ces germes
résistants et aussi persistants ?
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I.1. Infections hospitalieres:
1.1.1. Définition :

L’infection hospitaliére est aussi dite infection”nosocomiale’” du grec :
"NOSOS"="maadie’, "KOWEIN"="prendre soin de..."”

L’infection hospitaliére est définie, comme étant une infection contractée au sein de
I’hopital, c'est-a-dire qu’'elle n'est ni présente, ni entrain d’incuber lors de I’admission du
mal ade.

Cette maladie peut se manifester cliniqguement, qu’ aprés la sortie du malade ou méme
diagnostiquée que lors d’ une nouvelle admission.

[.1.2. Historique:

Les infections hospitaliéres ont toujours existées jusgu’ au (X1Xe siecle), on les considérait
comme tant d autres répandues dans la communauté, Choler a, Variole, Fievre puerpérae,
Typhoide, Peste, Tuberculose, Infections de plaie etc. Leur prépondérance é&ait
remarquablement élevée a cause de précarité de certains établissements (LE MINOR et
VERON., 1982).

PASTEUR et KOCK (1822-1895), ouvrirent une ere nouvelle« la microbiologie ». Ils
mirent au point des techniques d’isolement visant a interférer avec les divers modes de
transmission des agents infectieux. Soulignons entre autre, que Pasteur avait d§a indiqué les
régles générales de la stérilisation (par la chaleur, par lefiltrage), et I’ emploi d’ antiseptiques.

L’ére des antibiotiques apporta un certain enchantement, quand a la maitrise des
pathol ogies infectieuses.

La découverte de la Pénicilline par FLEMING en 1929, a permit d'éiminer le
Streptocoque A responsable de fievre puerpérale, apparus en 1940. Cependant, des la fin des
années 50, apparition d épidémies dévastatrices d’infections hospitaliéres a Staphylocoque
dorérésistant alaPénicilline.

VAGUE et PINON (1982), déclarent que les bactéries qui, peuplaient les hdpitaux sont le
bacille de Koch, Shigelle dysenterae, Salmonella typhi également par le Pneumocogue €t le
Streptocoque.

Actuellement, elles sont commensales et agissent en « opportunistes». C'est le cas du
staphylocoque doré et des entérobactéries (Escherichia Coli, Pseudomonas aeruginosae,
Klebsiella etc.).

PECHERE et al (1983), soulignent a ce sujet, que depuis 1965, I’évolution a éé
caractérisée par I’ incidence croissante des bacilles Gram négatifs.
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Leur apparition rapide, semble liée a I’ étatisation fréquente d’antibiotiques en milieu
hospitalier.

En effet, certains auteurs ont remarqué que les mutations observées dans les familles
bactériennes, responsables de la surinfection hospitaliere suivant les grandes étapes de
I” histoire de I’ antibiothérapie.

L’ examen de |’ urine constitue sans doute I’ un des procédeés les plus anciens de la médecine
de laboratoire. Au Moyen-age, cet examen n’ était possible que par I’ utilisation des sens, afin
d’ apprécier la couleur, la transparence, I’ odeur et le godt de |’ urine.

De nombreux procédés biochimiques complexes ont é&é développés au cours des 50
dernieres années, qui permettent d’en tirer des conclusions diagnostiques des urines a |’ heure
actuelle (Wuthrich., 2001).

[.2. Infectionsurinaires:

Les infections des voies urinaires ou improprement dites’infections urinaires’, occupent
une place importante dans |’ étude épidémiol ogique des infections hospitaliéres.

Elles constituent I’'un des problemes maeurs auquel sont confrontés de nombreux
chercheurs, elles sont fréquentes, invalidantes et ont tendance arécidiver.

Leur diagnostic est basé sur |’examen cytobactériologique des urines, et le traitement est
dans tous les cas médical, I’ antibiothérapie est basée sur |’ antibiogramme. Parfois, celui-ci est
complété par un traitement chirurgical en fonction de la pathologie (abceés, rétrécissement
urétral, obstacle de lavoie excrétrice etc.).

Le pronostic est fonction de la précocité du diagnostic et du traitement.

e Ces infections sont symptomatiques (fievre, brulures mixionnelles, etc.),
exemple : malade sondé (DELAVIERRE et al., 2010) ;
e Elles sont asymptomaticues exemple : malades diabétiques (MEITE., 2007).
[.2.1. Définition et épidémiologie:
On parle d'infection urinaire, lorsgu’ on détecte dans les urines une présence anormale
germes dont la concentration est supérieure & 10° germes par millilitre d’urines. C'est ce

gu’ on appelle "bactériurie significative” (SISSOK O., 2006).

Une bactériurie est non significative, lorsque sa valeur est inferieur & 10° germes par
millilitre d' urine (KASS., 1957).

Une bactériurie témoigne d'un prélevement contaming, lorsque sa valeur est comprise
entre 10° & 10° germes par millilitre d’ urines (DUPEY RON., 20063).
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Les infections urinaires (IU) peuvent étre de siége haut (pyélonéphrite ou pyélite) ou bas
(cystite, urétrite, prostatite, épididymite). Ce sont les infections bactériennes les plus
communes chez lafemme : 50% des femmes souffrent d’au moins un épisode symptomatique

au cours de leur vie.

Un tiers de femmes ayant eu un premier épisode d'IU souffriront d’infections urinaires
récidivantes.

Lesinfections urinaires surviennent dans 20% des cas chez I’ homme (Foxman., 2002).
[.2.2. Rappel anatomique de |’ appareil urinaire :

L'appareil urinaire se compose des reins, des uretéres, de la vessie, de I'urétre et du méat

urinaire. Il se forme et commence afonctionner avant la naissance.

Le role de cet appareil est de former I'urine qui sera évacuée. L'urée est excrétée par les
reins qui fabriquent I'urine ; cette urine est acheminée par |'uretére jusqu'alavessie, une poche
retenant |'urine, ensuite rejetée a l'extérieur de I'organisme lors de la miction par |'urétre
sabouchant au méat urinaire (Anonyme 1).

Figure Ol : Anatomie de |’ appareil urinaire : a8 Del”homme, b) De lafemme (Anonyme 2)
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[.2.3. Lesmécanismesdel’infection urinaire:
[.2.3.1. Lesgermesen cause:

Une infection survient lorsgu’ une bactérie provenant du tube digestif pénetre danslavessie
vial’uretre et se multiplie.

» E. coli qui vit dansle colon est la bactérie la plus mise en cause,
» LeProteus provogue souvent laformation de calcul (CHIBANE., 2010).

1.2.3.2. Lesdéfenses de I’ organisme contre ces infections :

Les principaux moyens naturels de défense contre I’infection urinaire sont des moyens
aspécifiques:

- Leflux urinaire (volume 1.51/j),
- Lesvidanges réguliéres et complétes de lavessie (2 a4 foiglj),
- L’intégrité et I'imperméabilité de la muqueuse,
- Les sécrétions vaginales et prostatiques (KODIO, 1988) et
Infections urinaires (Anonyme 3).
1.2.3.3. Clinique desinfections urinaires:

= Chez la femme: L’infection urinaire est fréguente au cours de la
grossesse. Elle peut avoir des conségquences graves pour le feetus, s
surtout en troisiéme temps de grossesse (SPILF, 2002).

=  Chez I’'homme: C'est la prostatite dont la voie de contamination est
canaaire (CHIBANE, 2010).

Selon I'AFSSPS (Février 2007), le terme d'infection urinaire regroupe des situations
cliniques hétérogenes. 11 est classique de distinguer :

% Cystite smple: infection localisée a la vessie, le plus souvent d’ origine bactérienne,
bénigne, toujours d’ origine ascendante.

% Cydtiteaigue: est I'inflammation aigue ou chronique de la vessie, caractérisée par :
e brQlures mictionnelles, géne ou doul eurs sous-pubiennes,
e pollakiurie, impériositeés,
e urinestroubles; parfois hématurie.
Danstous les cas, on note |’ absence de fievre, de douleur lombaire.

% Cystite récidivante : ¢’ est laréinfection successive due a des germes différents. Elle est
favorisée par :
I activité sexuelle,
I” utilisation de spermicides,
un épisode d’infection urinaire avant I’ &ge de 15 ans,
un antécédent maternel de cystites,
chez lafemme ménopausée :
- unprolapsusveésical,
- uneincontinence urinaire,
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- unrésidu post-mictionnel.

+ Cysdtite orchite: touche les testicules, est une infection dont le germe causal est
toujours le méme, mais non éradiqué par les traitements successifs.

% Cystite aigué compliquée : les germes colonisent I’ urétre, les canaux éaculateurs et les
acini prostatiques. Elle est caractérisée par laformation de microabces, et la pénétration
des germes est favorisée par les manceuvres instrumental es.

« Lapyéonéphrite: infection des reins, ¢’ est une inflammation du bassinet (pyélo) plus
suppuration du tissu rénal (néphrite). Elle est caractérisée par :
e Ladouleur lombaire, unilatérale, irradie en avant et en bas,
e Unefievre 240°C avec des frissons,
e Poulsrapide,
e Un syndrome inflammatoire est toujours présent, son absence doit faire
reconsidérer le diagnostic.

% La pyéonéphrite secondaire: a une anomalie urologique, souvent due a des germes

multirésistants, peuvent s’ accompagner de
- sepsie,
- créer deslésions rénales graves (cicatrices rénales atrophiques).

«» Urétrite: Infection causée par le Chlamydia et le Mycoplasme qui entrainent des
infections limitées a I’ urétre chez |"homme et aux organes génitaux chez la femme
(infections vénériennes). Elle est caractérisee par :

= Difficulté a uriner pour les deux sexes, mais chez la femme €elle est due a
I’inflammation vaginale locale.

» Chez I’'homme signaler aussi une douleur a I’écoulement de |'urine et un
écoulement urétral, I’ urétrite expose au rétrécissement de I’ uréetre, peut avoir
aussi un écoulement jaunatre daspect purulent. Pour cela un traitement
antibiotique est nécessaire (CHIBANE., 2010).

|.3. Etudedel’urine:

L’urine est un liquide jaune ambré d odeur spéciale, de réaction en généra acide, de
densité voisine de 1,016 & 1,020. La quantité émise par 24h est en moyenne de 1500cm®
(LACOMBE., 1989).
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- !

Figure 02 : Aspect des urines (Galinski et al. 1998).
[.3.1. Sédiment urinaire :

L’ éude du sédiment urinaire permet de dénombrer les éléments figurés (aspect quantitatif)
et delesidentifier (aspect qualitatif).

Ains, I’examen cytologique des urines permet de reconnaitre les ééments figurés que
I” urine contient (figure 03).

+ Eléments normaux :
e Les cellules épithéliales: Elles proviennent des tubes rénaux ou des voies excrétrices
(RICHET., 1988).

e Lescristaux : Les cristaux de phosphate amoniaco-magnésium et d’ oxalate de calcium :
Ce sont les cristaux les plus communément présents dans les urines.
- Les cristaux de phosphate amoniaco-magnésium ont la forme d’un
"couvercle de cercueil”, sont incolores et présents dans une urine
basique (Godon et Martigny., 2007).
- Lescristaux d oxaate de calcium ont laforme d' une enveloppe et sont
présents dans une urine acide (Anonyme 4)

Ces deux catégories de cristaux peuvent apparaitre apres I'ingestion de certains aliments
(le chou, I” asperge, etc.).

e Lescristaux de cystine: Ils sont épais, de forme hexagonale, ils apparaissent par suite
d une anomalie génétique (Godon et Martigny., 2007).

e Lescristaux d’ acide urique : On les rencontre dans les urines acides, ils se présentent sous
différentes formes, rhomboédriques, sous forme de plaques, de rosettes de petits cristaux
et sont de couleur rouge-brun, jaune ou incolore.

Bien que fréquents chez les patients atteints de goutte, de lymphome ou de leucémie, leur
présence N’ est pas obligatoirement pathologique (Godon et Martigny., 2007).
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Les cylindres hyalins: Les cylindres hyalins sont constitués d’un gel protéique dans le
tube rénal. Ils peuvent contenir des inclusions cellulaires et se dissolvent rapidement dans
une urine alcaline. Un sédiment urinaire normal peut contenir 1 a 2 cylindres hyalins par
champ microscopique au faible grossissement (Godon et Martigny., 2007).

+ Eléments anormaux :

Les bactéries (bactériurie) : C'est la présence de bactéries dans les urines. La bactériurie
est rapportée a une unité de volume, le ml.  La bactériurie est considérée comme
significative lorsqu’il y a 10°(ou plus) germes/ml d'urine, aprés culture d'urine
fraichement émise et ayant s§journé au moins trois heures dans la vessie. Pour qu’elle
soit significative, la bactériurie doit compter des germes d’' une seule et méme espece ou
éventuel lement deux especes, C'est essentiel. Si |’ urine est obtenue par ponction vésicale
ou sous-pubienne, quel que soit le nombre de bactéries, les résultats positifs peuvent étre
considérés comme pathologiques (RICHET ., 1988).

Cylindres granuleux : Les cylindres granuleux signant des Iésions tubulo-interstitielles
(par exemple, au cours d un rejet de greffe rénale) (BLAQUE-BELAIR., 1986).

Cylindre cireux : Ce sont des cylindres granuleux complexes dégénérés. Leur présence
dans l'urine est généralement synonyme de dysfonctionnement réna severe et
chronique, et d’ amylose rénale. Leur apparition dans I’ uring, en grande quantité, traduit
une atteinte rénale grave (Godon et Martigny., 2007).

Cylindres purulents: lls apparaissent quand des leucocytes sont incorporés dans la
substance intracellulaire du cylindre. Cela traduit une infection et le plus souvent une
pyélonéphrite et parfois une atteinte glomérulaire (Wathrich., 2001).

Cylindres hématiques: Ce sont des cylindres pathologiques observés dans les lésions
glomérulaires. Les cylindres hématiques traduisent souvent une gloméronéphrite aigué,
une endocardite bactérienne, une septicémie. Ces cylindres sont granuleux et contiennent
de I’ hémoglobine issue des globules dégénérés (BLAQUE-BELAIRE., 1986).

Les hématies (hématurie) : On dit qu'il y a hématurie, quand il y a émission de sang
mélé a des urines, I’ hématurie peut étre macroscopique c'est-a-dire visible al’ ceil nu car
les urines sont colorées plus ou moins en rouge. Mais |’ aspect des urines est parfois
normal, pourtant si on les examine au microscope, on note la présence d’' une quantité
anormalement €levée de globule rouge: c'est une hématurie microscopique.
Microscopique ou macroscopique, |"hématurie a exactement la méme vaeur, cela
signifie la présence d' une Iésion en un point quelconque de |’ appareil urinaire du rein a
I uretre.

Leucocytes: Leur nombre est variable et différentes méthodes réalisées sur I'urine
centrifugée, ont été proposees pour les dénombrer de facon précise. Une leucocyturie
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supérieure a 10.000 leucocytes par ml est en faveur dune infection. L’ aspect des
leucocytes est également variable. Ils sont souvent isolés ou groupés en amas. |Is font
évoquer lapyurie (Godon et Martigny., 2007).

= Levures: A |'éat normal, on ne trouve pas de levures dans les urines de I’homme
lorsgu’ on les préleve proprement au milieu de mictions ou par ponction vésicale sous-
pubienne. Les levures ne sont pas tres fréquentes, en effet, en plus des dépenses
immunologiques cellulaires ou humorales, les propriétés fongiques des sécrétions
prostatiques de I’homme et des glandes péri urétrales chez la femme contribuent a la
protection des voies urinaires basses. Les levures sont dues le plus souvent a Candida
albicans, plus rarement aux autres especes des germes Candida, en particulier Candida
glabrata (BRASSEUR., 1991).

» Les parasites: La bilharziose urinaire est une parasitose fréguente en pays d’ endémie
que I’on démontre en recherchant Schistosoma haematobium dans I’ urine fraiche et a
I"aide d’ une sérologie (ACAR et GOLDSTEIN., 1991).

= Virus: Au cours de nombreuses maladies viraes, il y a élimination des virus dans les
urines, sans multiplication dansles voies urinaires, et sans aucun signe fonctionnel.

Cependant, chez I’ enfant, le syndrome de cystite hémorragique d’ évolution bénigne, parait
bien se rattacher aune infection a adénovirus (ACAR et GOLDSTE., 1991).
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Figure 03 : Schéma présente le sédiment urinaire (Godon et Martigny., 2007).
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Tableau | : Diagnostic bactériologiques : (CALVIN-KUNIN., 1997 ; PILET et COLL., 1987;
VAAJE-KOLSTAD et al, 2010).

Les germes isol . Habitat. P°“V°'YS Morphologie. Car.ac,te.res
L es caracteres pathogene. antigéniques.
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pourtours). (AgKy).
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Voies respiratoires | nature colonies antigéne
Klebsiella de I’homme et des | polysaccharid | rondes, capsulaire de
animaux. ique. muqueuses nature
Occasionnelleme bombées, polysaccharidi
nt pathogene translucides. que.
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o animaux. - Sécrétion | rondes, lisses | H.
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% cytolytique,
£ et uréase.
(893 L’ eau et
= saprophyte du | Sécrétion Mobiles, non
8 Enter obacter tube digestif de | d'enzymes capsulés /
@ I’homme. protéol ytique
S.
Mobiles
-Lesol etl'eau; (ciliatures
- Chez I'nomme polaires), - Endotoxine ;
ou l'anima, au Colonies: - | -Produit
niveau des fosses de grandes | extracellulaire
Pseudomonas | nasales. septicémie. | tailles, & bords | (hémolysine
irrégulieres. etc.) ;
-plus petites, | -Exotoxine
lisses, protéique.
régulieres et
bombés.
Hote norma du
Acinetobacter tube digestif de | Commensa M,o_bi!eﬁ, .
’lhomme et des| et peut étre | péritriches AntigéneH
animaux. opportuniste.
. Insectes, I'eau, | Provoque des | Mobiles Sécrétion
Sarratia " A )
sol et les cavités | septicémies d’ enzymes
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Figure 04 : Serratia marcescens, a Figure 05 : Pseudomonas Aeruginosa, en
I’ceil nu (Bizio, 1823). coloration de Gram : G 10x 100 (Migula, 1894).

G 10x 100 (Migula, 1894).
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1.4. Antibiogramme :

Les bactéries sont dites multi-résistantes aux antibiotiques (BMR) lorsque, du fait de
I”accumulation de résistances acquises a plusieurs familles d'antibiotiques, elles ne sont plus
sensibles qu'a un petit nombre d'antibiotiques utilisables en thérapeutiques (résistance a au
moins 3 familles d’ antibiotiques) (RAISIN., 2009).

Dans certains cas, les médecins se retrouvent devant une «impasse thérapeutique», c'est a
dire, I'incapacité de trouver un traitement face a une infection donnée (APPIT Ed Le POPPY :
Monmorency).

Le terme résistance multiple (RM) ou multi-résistance est utilisé lorsgu’une souche
bactérienne est résistante a plusieurs antimicrobiens ou classes d antimicrobiens différents
(JEAN-PAUL GAUDIERE., 2002).

L'épidémiologie des infections a BMR varie considérablement d'un service al'autre, d'un
hopital aun autre et d’ unerégion al’ autre.

Actuellement, les BMR qui font I’objet d' une surveillance trés particuliere sont: le
Saphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM), le Pseudomonas aeroginosa multi
résistant, les entérobactéries secrétrices de Béta-lactamase a spectre étendu (EBLSE), les
entérobactéries productrices de carbapénemases et |’ Acinetobacter baumannii (EL BRAHMI
REDOUANE., 2013).

e Lesdisgquesd antibiotiques:

Les disques antibiotiques sont présentés en cartouches unitaires de 50 disques. La
fabrication, le contrble de la production et le conditionnement de ces disques, sont conformes
aux normes OMS. IIs doivent étre conserves a une température comprise entre 2 et 8°C au
SEC.
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[1.1. Diagnostic:

Fairel’inventaire de tous les signes présents et passés pouvant étre rattachés aux organes
urinaires ou génitaux, ressentis ou observés par e malade.

[1.1.1. Signesd intervention (examen clinique) :
Les signes d intervention vont différer selon le site de I’ infection :

v Un besoin anormalement fréquent d’ uriner, sans augmentation du volume globale de
I’ urine produite, une douleur, une géne, ou une sensation de brulure sont des signes
typiques d' une infection touchant les voies urinaire basse : lavessie et | uretre.

v Defiévre associée ades frissons, des douleurs lombaires, sont autant de signes
d’une extension de I’ infection vers les reins. Une infection des reins, appel ée
pyé onéphrite, constitue une urgence médicale. Une consultation médicale
immeédiate est impérative si vous ressentez des symptomes évocateurs d’ une
pyéonéphrite.

[1.1.2. Examen biologique:
11.1.2.1. Examen delabandéelette urinaire:

Examen de dépistage et d’ orientation, qui permet la détection immédiate dans les urines
d’une leucocyturie et de nitrite (témoins de I’ infection), a condition d’ une lecture stricte et
d’ une conservation correcte des bandel ettes.

= |
- §

% ‘.‘ - 7

i

&

Figure 06 : Les bandelettes urinaires (BOUTOILLE., 2011).

Une bandel ette positive suffit pour mettre en route le traitement. Dans tous | es autres cas
elle doit étre suivie d'un ECBU.

[1.1.2.2. Etude cytobactériologique des urines:

Cette étude, a elle seule, affirme avec certitude I’ existence d’ une infection urinaire en
déterminant quantitativement |a bactériurie accompagnée de I’ identification et de
I antibiogramme des bactéries en cause. Le diagnostic d’ une infection urinaire vraie repose
sur laprésence :

- Obligatoire d’ une bactériurie > & 10° germes/ ml d’ urines.

14
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- Unebactériurie < 410" germes/ ml provient d’ une contamination accidentelle du
prélévement urinaire ou bien méme N’ ayant pas s§ourné longtemps dans lavessie.

Remarque :

Des fois d’ autres examens sont demandés telles que les examens paracliniques qui
nécessitent des explorations échographiques et radiol ogiques (radiographie de |’ abdomen sans
préparation (ASP), urographie intraveineuse, cystographie etc.

Vessie

Figure 07 : Examens paracliniques (IFMT-MS —Fév., 2007)

I1.2. Traitement :

Les traitements des infections urinaires sont toujours a base d’ antibiotiques. La durée du
traitement et le choix de |’ antibiothérapie prescrit vont dépendre du site de I’ infection, terrain
et I’age (Anonyme 5).

Une prudence particuliére serainstaurée en ce qui concerne les infections urinaires chez :
les nourrissons, les femmes enceintes, |es sujets ageés et |es insuffisants rénaux vue latoxicité
des antibiotiques utilises.
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|.1. Matériel :
1.1.1. Echantillonnage (population étudiée) :

L’éude est rédisée au niveau de laboratoire de Microbiologie du centre Hospitalo-
universitaire “NEDIR MOHAMED*" de TIZI-OUZOU, durant la période allant du mois de
mai au mois de juillet 2014.

Il sagit d'une éude descriptive de toutes les infections urinaires enregistrées au
laboratoire, et des bactéries multirésistantes identifiées a partir des registres de bactériologie
du service de microbiologie, au niveau du laboratoire central d’ analyses. Elle est constituée de
trois parties :

- La premiere est consacrée a |I'éude bactériologique des urines (pour les
prél évements ayant enregistrés leurs résultats),

- La deuxieme porte sur une éude statistique, réalisée sur 958 prélevements
d ECBU,

- Et latroisieme, a pour but d éudier le comportement des especes identifiées
vis-aVvis des antibiotiques testés.

Les prélévements ont été réalisés sur les malades hospitalisés (internes) et non hospitalisé
(externes), durant deux mois.

[.1.2. Fiche de renseignements:

Le préévement d'urine doit étre individualisé par une étiquéte comportant : le nom et
prénom du malade et I” heure du prél évement.

Tout celaaccompagné d’ une fiche de renseignements fai sant ressortir :

- Lenom et prénom du malade,

- L’éage,

-  Lesexe,

- Latechnique du prélevement,

- Ladate,

- Lenom du service,

- Lesrenseignements cliniques,

- Lathérapeutique antérieure ou en cours.

Ains la démarche est orientée par le contexte clinique et notamment, I’ age, le sexe et les
circonstances de la découverte de I’ infection.

1.1.3. Principaux milieux de culture et réactifs utilisés:

Les milieux de cultures ainsi que les réactifs que nous avons utilisés sont consignés en
annexe: gélose Hecktoen, Clark et Lubbs, T.S.I, Sabouraud, gélose nutritive, milieu de
Simmons, milieu Mueller-Hinton, milieu liquides pour la recherche de décarboxylases et
dihydrolases bactériennes (ODC, LDC, ADH).
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[.2. Méthodes:

[.2.1. Mode de préevement des urines:
[.2.1.1. Les personnes coopératives (non hospitalisées) :

Pour les prédévements d'urine il est recommandé d utiliser des tubes stériles avec
couvercle et a usage unique. En cas de réemploi il faut éliminer toute trace de produit
nettoyant (produit d’ hygiene corporelle), qui pourrait fausser I’ analyse chimique.

Pour les prélévements aupres de petits enfants ou de personnes qui ne contrdlent pas leur
vessie, on utilise des récipients stériles spéciaux (p.ex. des sachets autocollants), précéde au
préalable par une toilette.

Figure 08 : Collecteursd urine.
Pour obtenir des résultats fiablesil faut remplir les conditions suivantes:

o L’échantillon doit érefrais: plusle délai entre lamiction et |'analyse est court,
plus on réduit la prolifération de bactéries, ce qui évite une atération du pH et de
la concentration de glucose et prévient la cytolyse.

« |l doit ére concentré: on réduit la dilution des cellules ce qui permet de déceler
plus d’' éléments a |’ examen au microscope.

o |l doit ére acide : a PH acide, I’abumine est moins soluble et les éléments
morphol ogiques mieux conserveés.

En régle générale, pour un examen de routine avec des bandelettes urinaires, il n’'est pas
nécessaire de faire une toilette des organes génitaux. Néanmoins, il faut prendre des
précautions chez les femmes en cas d'un écoulement vagina ou menstrud risque de
contaminer I’ urine.
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Dans ces cas et en cas de culture : il faut prélever I'urine au milieu du jet (on récolte I’ urine

aprés une premiére bréve miction en dehors du récipient et avant la miction compléte. On
procéde comme suit :

<+ Lesorganes génitaux doivent étre soigneusement lavés al’ eau tiede, alarigueur au savon.
Ne pas utiliser de désinfectants! Le personnel soignant met des gants ;
e Hommes: le gland doit étre complé&ement dégagé avant le lavage.
e Femmes: les grandes et les petites |évres doivent étre écartées de sorte que

I’ouverture de I’urétre soit libérée. Laver d’avant en arriére. Bien rincer et
tamponner |égérement.

+ Le récipient (a usage unique) nedoit é&re ouvert quau dernier moment avant le
prélevement. Tout contact avec les parois intérieures du récipient doit impérativement étre
évité.

27/06/2014 15:22

Figure 09 : Exemple de récipient des urines (image personnelle).
<+ Lepremier jet est versé dans les toilettes ou dans le vase. L’ urine intermédiaire (milieu du
jet) doit étre récoltée en évitant tout contact du récipient avec les organes génitaux. Jeter le
premier et le dernier jet.
<+ Fermer lerécipient et transmettre immédiatement I’ échantillon pour étre analysé.

Remarque:

Cette technique nécessite une bonne participation de la personne et il faut I'informer sur le
déroulement du soin.
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[.2.1.2. Les personnes hospitalisées:

% Le sondage vésical : Il est, généralement exclu chez les sujets non hospitalisés est
réservé aux grabataires, comateux, rétention aigué. Il est pratiqué avec une sonde
stérile, le manipulateur étant muni de gants stériles.

+» Les porteurs de sondes a demeure : On clamp le tuyau d’ évacuation pendant 10 mn
afin de laisser I'urine s'accumuler en amont, puis on ponctionne la tubulure apres
désinfection a I’acool iodé. Il ne faut pas déconnecter le systeme de drainage qui
doit rester fermé (Charvier et Hume., 1997).

=

Figure 10 : Sonde urinaire (Charvier et Hume., 1997).
[.2.2. Acheminement au laboratoire :

Les urines doivent ére ensemencées dans un temps le plus court possible apres leur
émission (1/2 heure), car elles constituent un excellent milieu de culture pour les bactéries.
Comme le diagnostic d’ une infection urinaire repose sur une étude quantitative du nombre de
bactéries dans les urines; il est aisé de comprendre qu’une bactériurie non significative
apparait comme significative ; lorsque les urines ont trainées pendant quelque heures a une
température ambiante ; au sein du service.

L’acheminement immédiat des urines au laboratoire est indispensable pour un résultat
parfait.

4
Rapporter le plus vite
Faire une toilette possible la boite
intime minutieuse. contenant le flacon au
laboratoire.

c ..sansinterrompre la J
2 miction, remplir le flacon ;

Uriner le premier

jet dansleswc... :

Le refermer.

Figure 11 : Les éapes qui conditionnent un prélévement fiable.
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[.2.3. Conservation :

A défaut, leur conservation a 4°C permet d’inhiber la prolifération microbienne, mais peut
fausser I’ anal yse du sédiment urinaire.

Si I"échantillon d'urine est recueilli au laboratoire, sa mise au réfrigérateur doit étre
immeédiate. Dans le cas contraire, une conservation dans une glaciere a une température se
rapprochant de 4°C est indispensable pour I’ acheminement du prélévement au laboratoire.

1.3. Principe d’ un examen cytobactériol ogique des urines (ECBU) :
L’ examen cytobactériol ogique des urines ; comporte danstous les cas :

- Un examen macroscopique.
- Un examen microscopique.

» Examen macroscopique: Il consistea:
- Laisser reposer les urines recueillies durant quelque instant.
- Examiner le dépdt ; S'il en existe un.

En particulier :
% Son aspect :

*Dépot floconneux : Sreptocoque.

*Dépbt glaireux : Streptocoques fécaux groupe D.

*Trouble homogéne : Saphylocoque.

*Trouble a ondes soyeuses : Escherichia Coli.

*Trouble du ala présence d’ éléments minéraux (phosphates).
« Sacouleur :

A I état normal I’ urine peut avoir une couleur jaune claire, ¢’ est le cas de polyurie (urine
diluée), ou jaune ambrée foncée en cas de jeun (urine concentree).

Comme elle peut avoir une teinte en cas d’' une pathologie :

= Jaune orangée dans le cas des maladies fébriles aigués,

= Rouge en cas de présence de sang ou d hémoglobine ou de pigments alimentaires
(chou rouge, betterave) ou apres absorption de certains médicaments a base de
phénal,

= Brune verdédre dans le cas d affection hépto-vésiculaire (présence de pigments
biliaires),

= Noire: cas d'une tumeur maligne comme le métanosarcome, ou d’'une alcaptonurie
(anomalie enzymatique congénitale),
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= Brune virant au rouge, apres addition d’ alcalin et prise de certaines plantes,
= Bleues, en cas de prise de bleu de méthyléne ou au cours de putréfactions intestinales
abondantes.
s L’odeur :

L’urine a une odeur caractéristique difficile a définir, du fait de la présence de composés
volatiles a dose tres faible. Cette odeur peut ére modifiée par I'gout d odeurs de certains
aliments (par exemple : asperge, choux, radis).

Dans certaines maladies, il peut apparaitre des produits volatiles tres odorants dans les
urines, comme |’ odeur a cétonique dans le cas du diabéte.

Certaines odeurs peuvent aussi se manifester avec la prise médicamenteuse, comme la
prise de pénicilline V.

» Examen microscopique :
e Examen direct (cytologique) ;
o Alétat frais;
e Apres coloration de Gram.

A |'éat frais (étude qualitative et quantitative) :

Examen cytologique: permet d apprécier la mobilité de certains germes, il

consistea:

- Equilibrer les tubes d urines,

- Centrifuger ces tubes; diamétralement opposés pendant 3 minutes a une
vitesse de trois milles tours par minute (3000 tours/minutes),

- Observer une goutte du culot entre lame et lamelle au grossissement 40.
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Urine fraiche
Dilution :
0

v Examen macroscopique : 0 «—0.1ml d'urine.
—*> | voirel’aspect, lacouleur et | —* —° ,

I’ odeur. 0 9.9ml d'eau

l g Physiologique.
Centrifugation : 3000 l
tours/3 min. ..
Surnageant a jetter
—>

l v Gélose
i nutritive.

Incuber a 37°C pdt

_ 5 Examen microscopique. £
| _Tn:&
Le culot & examiner entre =

lame et lamelle.
Culot Observation du culot

SOUS microscope
optique au G 40.

Figure 12 : Schéma présente |’ examen direct des urines.
Cette éude nous précise la qualité des cellules présentes dans le culot.il peut S agir :

- Deleucocytes : polynucléaires.

- De cellules épithéliales du revétement des voies urinaires .Elles sont grandes
en forme de ragquettes.

- D'hématies : apparaissent étoilées et brillantes.

22



Chapitrel Matériel et méthodes

Il faudra également rechercher :

- Les cristaux (de calcium, de phosphates ammoniac-magnésium ou d'acide
urique).
- Lescylindres (hématies, leucocytaires ou purulentes).

Figure 13 : Réalisation de |’ état-frais (images personnelles).
Aprés coloration de Gram :

Découverte et principedela coloration de Gram :

La coloration de Gram est trés ancienne (1883) ; elle a été découverte d’une maniere
fortuite ; par le savant CH.GRAM. Elle a été appliquée par EOUX ; pour I'identification des
especes bactériennes, elle a pour but de rendre plus facilement perceptible les détails
cytologiques qui échappent lors de |’ examen al’ état frais.

Certaines colorations permettent d’ apprécier plus particulierement la réaction cellulaire
comme le bleu de méthylene phénique, ¢ est important de savoir si la réaction cellulaire est
faite de lymphocytes ou de polynucléaires.

La coloration de Gram quant a elle, permet de différencier les bactéries Gram positif et
Gram négatif, comme elle nous renseigne sur leur morphologie.
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L’ examen microscopique détermine le choix des milieux pour la culture.
Techniques:

& Réactifs: cesont :
- violet de gentiane phénique aniline potasse ;
- solution iodo-iodurée de lugol fraichement diluée;
- acool a95 C.
& Coloration:
- étaler le produit pathologique en couche mince (réalisation du frotti) ;
- sécher et fixer alachaeur selon (LAMBIN., 1969) ;
- lefrotti est soumisa:
# Coloration par leviolet de gentiane :
- verser quelques gouttes jusgu’ a recouvrir totalement lalame ;
- laisser agir pendant une minute (1 mn).
® Mordangage:
- rgeter leviolet en |’ entrainant avec la solution de lugol ;
- attendre 30 secondes;
- refairelaméme opération. Le lugol est un fixateur.
w Deécolorational’acool :
- verser quelque gouttes d’acool ; d’une extrémité de lalame; pendant 3 a
4 secondes.
= Rincage:
- rincer abondamment al’ eav.
# Recoloration alafuchsine:
- recouvrir lalame de fuchsine;;
- attendre une minute.
W Rincage:
- rincer abondamment al’ eav.
® Séchage:
- Sécher alachaleur, au bec bunsen.
& Observation :
- Observer al’huile d' immersion au grossissement 100.
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Figure 14 : Réalisation d’ un frottis et la coloration de Gram (images personnelles).

[.4. ldentification bactérienne :
Il comporte :

=+ Lanumération bactérienne.
=+ L’isolement et lestests d’identification.

» Lanumération bactérienne:

L’examen bactériologique des urines ne saurait ére que quantitatif, en raison des
difficultés liées aux prélévements.

La numération des bactéries ou des germes contenus dans une urine correctement
prélevées et rapidement acheminées au laboratoire, permet trés souvent de répondre a cette
question.
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De nombreux travaux, notamment ceux de KASS, ont fourni une réponse satisfaisante
(FOURGADE., 1976).
Le dénombrement effectué selon le protocole de KASS :

0 Rédiser une dilution en eau physiologique au 1/10 de I'urine totale non
centrifugee,

o A partir de cette dilution, ensemencer une boite de pétri contenant de la gélose
nutritive en déposant 0.1ml (4 gouttes), en surface et en étalant avec une pipette
Pasteur coudée (réateau),

0 Incuber a37°C pendant 18 a 24 heures,

o Compter le nombre de colonies apparues sur les boites de gél ose.

En déduire le nombre de germes/ml.

Les types de résultats sont observés en fonction du nombre de germes défini par laformule
suivante :

Nombre de bactéries = nombre de colonies x I'inverse de la dilution (x10).

» L’isolement et lestests d identification :
« L’isolement: A partir de I’urine totale, on procede a un isolement pour une éventuelle
sélection sur milieux solides spécifiques. Elle consiste a:
Ensemencer sur :
e LaG.N (Géose nutritive) pour le développement de la mgjorité des germes;
e B.C.P(GELOSE au bromocrésol pourpre) ou MAC CONKEY ou HEKTOEN pour
le développement des germes Gram négatif,
e CHAPMAN : pour le développement des germes Gram positifs (sélection des
germes gréce a sa hyper sainité).
e CHAPMAN, L'HEKTOEN ou B.C.P ou MAC. CONKEY par la méhode de
cadrans décrits par BOURDON et al (1982) et LARPENT et COLL (1997).
e Surlagéose nutritive, selon la méthode de réteau, avec dilution préalable.
e Sur Sabouraud, pour le développement des levures.

L’ isolement permet :

- L’ obtention de cultures pures,

- Laséparation de bactéries en colonies distinctes,
- Lapurification de colonies isol ées,

- Lecontrdle de I’ absence de bactéries exogenes,
- L’ éude morphologique des colonies isol ées.
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@ Méthode de cadrans :
Sur CHAPMAN, HEKTOEN, MAC-CONKEY, ou B.C.P. Elleconsiste a:

- Déposer une goutte de I'inoculum sur un point périphérique de la surface du milieu coulé
en boite de pétri,

- Disséminer par une série de stries paraléles rapprochées sur une moitié de la boite de
pétri,

- Utiliser pour cette opération soit I’anse de platine stérilisée a nouveau, soit une pipette
boutonnée stérilisée par flambage,

- Stériliser achaguefois |’ anse de platine, ou changer de pipette boutonnée,

- Aprés avoir fait tourner la boite d’ un quart de tour, effectuer un nouveau ensemencement
en partant du point B, sur une moitié de boite, par une série de stries perpendiculaires aux
premiéres et disséminant |es bactéries contenues dans le cadran (2),

- Aprésflambage de |’ anse de platine, ensemencer de laméme maniere, en partant cette fois
du point C, apres un nouveau quart de tour, le dernier cadran 4, disséminant les bactéries
déposées sur le cadran (3),

- Une fois la boite de pétri ensemencé, la retourner autrement |’eau de condensation
transformerait |’ isolement en nappe inévitable,

- Mettre enfin la boite de pétri al’ éuve a une température de 37°C, pendant 24heures.

@ Meéthode de réteau, avec dilution préalable :
Sur lagélose nutritive (G.N) :

e Rédliser unedilution en eau distillée ou en eau physiologique stérile variant de
1/10éme, soit 4 gouttes d’ urines dans 10ml, d’ eau physiologique,

e Avec lapipette Pasteur, déposer 4 gouttes du mélange sur la boite de pétri,

e Par flambage de la pipette, former un réteau, avec lequel I'inoculum sera
dispersé sur toute la surface de la boite,

e Incuber pendant 24h a une température ambiante de 37°C.
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Figure 15 : Schémagénéra d’un examen cytobactériol ogique des urines.
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% Lestestsd identification :
e |dentification morphologique :

Consiste a révéler |'aspect, la morphologie, I'odeur des colonies ains que certains
caractéres du milieu.

LAMBIN (1969) acité les exemples suivants :

a) Escherichia coli Lactosé: Il se présente sous forme de colonies grandes, brillantes,
colorés en jaune sur B.C.P.

b) Sreptocoque: Il présente sur gélose au sang, une zone claire d’ hémolyse, et présente
des colonies différentes, selon I’ espéce considéerée, (BOURDON et MARCHALL.,
1982) :

- Lescolonies entourées d’ une zone d’ hémolyse compl éte a bords
nets — » HémolyseB,

- Les colonies entourées d’ une zone d’ hémolyse verdétre a bords plus au moins
nets —» Hémolyse a. : Sreptocoque Viridans,

- Les colonies entourées d'une zone d’hémolyse incompléte plus au moins
diffusées _—_ Hémolysey .

e |dentification biochimique:

Elle se base sur la détermination de I’ activité biochimique des souches bactériennes en
recherchant les modifications apportées au milieu par le métabolisme bactérien. Nous avons
utilisé la galerie biochimique classique.

» Caracteres biochimiques des bactéries Gram négatives :

L’isolement et la différenciation sur des milieux sélectifs ne permet pas de fagon certaine
I"identification immédiate des genres.

= A partir des colonies obtenues lors de I'isolement sur HEKTOEN ou BCP ou MAC
KONKEY, prélever une colonie la plus représentative que I’on applique une galerie
biochimique et antibiogramme, la gaerie biochimique type, comprend les tests
suivants :
+ TSI (ThreeSugar, Iron) :

Ce milieu est réparti en tubes a essai avec un haut culot que I’on ensemence par piqure en
profondeur au fil droit et une petite pente inclinée que I’ on ensemence par des stries.

Cemilieu permet I étude de 5 caractéres :

- Dégradation du glucose, de saccharose, et |e lactose.
- Production de gaz et d' H2S.
e Sur la pente inclinée la présence d’ oxygene favorise I’ utilisation du lactose qui
entraine le virage de I’ indicateur rouge au jaune,
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e Dans le culot I’acidification du milieu qui se traduit par le virage de I’ indicateur
au jaune est obtenue par I’ utilisation du glucose en anaérobiose,

e La production d'H2S se traduit par un noircissement du milieu dans la zone
joignant le culot et la pente (peut également noircir tout le milieu),

e Le soulévement ou |’ apparition de bulles dans le culot de la gélose traduit la
production de gaz.

REMARQUE :

Veiller ace que les capsules ne soient pas revissées afond avant d’incuber |es tubes 24 heures
a37°C (MARCHAL., 1982).

+ Citratede Simmons:

Consiste a déterminer s un organisme est capable d'utiliser comme seule source de
carbone : "Citrate’.

Seules les bactéries possédant une citrate perméase sont capables de se développer en
provoquant une alcalinisation du milieu.

- La technique consiste a ensemencer la pente du milieu par des stries
longitudinales au moyen d’' une anse.

- Incuber le milieu 24 heures a 37°C (veiller a ce que les capsules des tubes ne
soient pas revissées afond).

Bactéries citrate + — culture avec acalinisation du milieu qui se traduit
par le virage de I’ indicateur au bleu.

Bactériescitrate- — pas de culture, coloration verte du milieu
inchangeée.

+ Recherchedel’indole:
Elle permet de savoir si un organisme peut produire de I’indole a partir du tryptophane.
Elle consiste afaire croitre I’ organisme a éudier dans de I’ eau peptone 24 heures a 37°C.
Laproduction d'indole est révélée par le réactif d EHRLICH KOVACS.

Réaction indole+ —— anneau en surface rouge vermillon ou rose.
Réaction indole - ——— anneau brunétre teinte originelle du réactif.
(SINGLETON et SAINSBURY ., 1984).

+ Test nitrate:

Permet de déterminer la présence d’ une enzyme réduisant les nitrates en nitrites.
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Apres culture sur un bouillon nitrate, la nitrate réductase est mise en évidence par la
présence de nitrates dans le milieu et ce en rajoutant quelques gouttes du réactif A et du
réactif B.

(Acide parasulfanilique + naphtylamine = réactif de Griess).
Lareéaction est une diazotation des nitrates en présence des réactifs.

- Lacoloration rouge ou rose du milieu : réduction des nitrates en nitrites,

- L’absence de cette couleur indique que le nitrate N’ a pas été réduit ou que le nitrate a
été entiérement reduit en d autres composes comme |’ azote et I’'ammoniac. Pour
résoudre cette aternative, la présence de nitrates dans le milieu est contrélée par
I” addition d’ une trace de poudre de zinc. Comme le zinc réduit le nitrate en nitrite, la
persistance de nitrate déterminera |’ apparition d’une coloration rouge due a la
combinaison du nitrate avec les réactifs du milieu (SINGLETON., 1984).

+ Etude des dérivés de |’ acide pyruvique:
- Ensemencer puisincuber (24 heures a 370C) le milieu CLARK et LUBS,
- Répartir le contenu en 2 tubes différents, I’un des tubes pour faire le test rouge
méthyle (RM) |’ autre pour le test VOGS PROSKAUER (VP).

+ Test rouge méthyle (RM) :

Il sert a déterminer si un organisme croissant sur un milieu peptone, glucose tamponné au
phosphate est capable d’ abaisser le PH de 7,5 a 4,4 ou dela (acides mixtes).

Le PH delaculture est évalué par addition de quel ques gouttes de rouge méthyle.
L’indicateur de PH est :

- Jaunea6,2 (RM-);
- Rougea44 (RM+). (SINGLETON., 1984).

+ Test VOGS PROSKAUER:

Il a pour but de détecter la présence d acétyle- méthyle carbinol et de diacetyle qui résulte
de lafermentation du glucose.

Le test est réalisé selon la méthode de barrih qui consiste a gjouter quel ques gouttes d’ une
solution x naphtol et quel ques gouttes d’ une solution d’ hydroxyde de potassium.

Lacoloration est vérifiée apres 15 a 30 minutes.

La réaction positive est caractérisée par |I'apparition d’un complexe rouge violace en
surface.
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£ Test urée et test TDA (tryptophane désaminase) :

L’ urease est une enzyme qui scinde I’ urée de formule (NH,) 2 CO en dioxyde de carbone
et ammoniac.

Cette activité enzymatique est mise en évidence en cultivant la souche a tester dans I’ urée
contenant un indicateur.

Cet indicateur est le rouge de méthyle qui est jaune aun PH 6,8 et rouge aun PH 8,4.

Lorsgu’ un organisme uréase + croit sur un tel milieu, il libére de I’ammoniac qui fait virer
I’indicateur au rouge.

A partir de la solution précédente d' urée on recherche la présence de la TDA (tryptophane
désaminase).

La désaminase agit sur le L-tryptophane en donnant I’ acide indole pyruvique.

La présence de cette enzyme est mise en évidence par la présence d’ une précipitation avec
coloration brun-rouge (TDA+).

La coloration jaune orangée sans précipitation caractérise son absence (TDA-).
(MARCHAL., 1982).
Remarque :

Cette recherche est surtout appliquée a la caractérisation du groupe PROTEUS (urée+
TDA+).

£ Test ONPG (ornitho-nitrophenyl-B. D galactopyranoside):
La consommation du lactose implique normalement la présence de deux enzymes :

- Une galactose perméase qui facilite I’entrée du lactose dans la
cellule;

- Une gaactosidase qui hydrolyse le lactose en glucose et en
gal actose.

A l'intérieur de la cellule, I'ONPG est scinde par la galactosidase en galactose et en
ornitho-nitrophenol de coloration jaune.

Cetest permet de distinguer |es bactéries lactose (+) des bactéries lactose (-).
Laréaction se déroule de la maniére suivante :
ONPG hydrolyse ou

ONPG » ornitho-nitrophenol (composé jaune soluble).

B.D gaactosidase + galactose (BEERENS., 1974).

+ Etude de dégradation des acides amines et mise en évidence des enzymes
suivantes:
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= Lysine décarboxylase (LDC),
= Arginine dé hydrolase (ADH),
=  Ornithine décarboxylase (ODC).

Les réactions sont :

OoDC
L’ ornithine » Putrescine.
CO;
LDC
Lalysine » Cadavrine.
CO,
H,O ADH
L’arginine » Putrescine.
2C0O, +2NHj3

Latechnique sefait comme suit :

e Prendretroistubes aessai contenants les acides aminés respectifs et un tube
témoin,

e Ajouter deux aquatre gouttes de la suspension bactérienne dans chacun des
tubes, éventuellement recouverts d’ une couche de paraffine stérile,

e Incuber pendant 24 heures a une température de 37°C,

e L’activité enzymatique se manifeste par virage vers |'acainité de
I"indicateur coloré,

e Untest positif donne une coloration pourpre, le tube témoin reste jaune
(MARCHAL., 1982).

» Caracteres biochimiques des bactéries gram positives :

@ Oxydase: C'est une enzyme réagissant directement avec I’ oxygene pour lui transférer
des éectrons, la principale oxydase est la cytochrome oxydase intervenant dans la
chaine respiratoire.

Cetest consiste a mettre en évidence |a présence de ce cytochrome apres oxydation.

Pour cela on utilise des disques de papiers filtre "ox” impréegnes du réactif (oxalate de N-
di ou tétraméthyl- paraphenyl diamine).
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Le principe est le suivant :

- On dépose un disque "ox"sur lame que I’ on imbibe d’ une goutte d’ eau physiologique.
- On dépose dessus une petite parcelle de la culture que I'on préleve a I’aide d’une
pipette scellé.

La coloration se manifeste en quelques minutes :

= réaction positive » coloration violet
= réaction négative » ledisgueresteincolore.
Remarque :

Lafamille des entérobactéries ont une oxydase négative.
@ Catdase: cest une enzyme qui empéche |’ accumulation d' H,0..
Catalase

2H202 > 2H2O + O2

L’ oxygene libéré se dégage sous forme gazeux, la technique consiste a déposer sur une
lame une goutte d’ eau oxygéneée puis gouter un peu de culture.

Si, la souche examinée est catalase (+), on observe un dégagement immédiat de bulles
gazeuses.
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1.5. Antibiogramme :

L’ étude de la sensibilité d’ une bactérie aux antibiotiques, oriente vers celui qui est le plus
efficace et le plus actif sur le germe responsable de I’ infection urinaire.

Il traduit la réaction existant entre le diamétre de la zone inhibitrice et de I’ antibiotique
introduit dans un disgque, déposeé sur une gél ose ensemenceé par le germe atester.

e Lesdistributeurs de disques:

Le distributeur de disgques, permet de distribuer 6 disques sur les boites de pétri de 90 mm de
diamétre, conformément aux normes OMS. Les disgues doivent étre bien appliqués sur la
surface de la gélose afin que I’ antibiotique diffuse (SOUSSY et DUVAL., 1979).

e Technique: Latechnique utilisée est celle décrite par SOUSSY et al (2000) :

Cest ladiffusion sur gélose .

- Prélever une colonie bactérienne parfaitement isolée et mise en suspension dans |’ eau
physiologique stérile.

- Onintroduit deux gouttes (0,1ml) de la suspension bactérienne dans un tube contenant
10ml d’ eau physiologique stérile pour constituer I’inoculum.

- On ensemence les boites par inondation et le surplus est aspiré a |’aide d’ une pipette
Pasteur.

- Lesboites sont ensuite mises a sécher pendant 15mn a 37°C.

- Apres le séchage des boites, les disques d’ antibiotiques a tester sont appliqués soit a
I"aide d’ un distributeur automatique de disque ou al’ aide d’ une pince fine flambée.

- Les disques doivent étre séparés, entre eux par des intervalles d’au moins 30mm, et
par une distance de 15mm du bord de la boite.

e Lecture:

On mesure le diameétre d'inhibition de la croissance autour du disque a I’aide d’un pied a
coulisse.

La valeur obtenue de la mesure du diamétre est comparée a une échelle de concordance,
qui permet de classer la souche testée, comme étant : sensible, intermédiaire ou résistante vis-
avisde I’ antibiotique testé.

Une souche est dite ;

- Sensible, s ele est susceptible d étre atteinte par un traitement a dose
habituelle par voie générale (zone d’ inhibition importante),

- Intermédiaire, s elle peut étre atteinte par un traitement local, par une
augmentation des dose par voie générale, du fait de sa coloration et de la
pharmacocinétique de I’ antibiotique considéré, ou encore par une association
Synergigue avec un autre antibiotique (zone d’inhibition moindre),
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- Résistante, si I'antibiotique ne peut I’ atteindre quelles que soient les modalités
de son administration (absence de la zone d’inhibition) (BAUMGARTNER et
coll., 1992).

L’ antibiogramme doit compléter la culture si |a bactériurie est égale ou supérieure & 10°
germes/ ml (IDATTE., 1990).

Figure 16 : Image montre lalecture de I’ antibiogramme (Documentation technique., 2010-
2011).

Tableau I : Les antibiotiques agissant sur :

GRAM négatifs GRAM positifs

-AMPICILLINE AM -PINICILLINE P
-CARBENICILLINE CB -OXACILLINE OX
-AMOXILLINE AMX -CEFALOTINE CN
-CEFAZOLINE Ccz -CEFALOTOXINE CTX
-CEFALOTINE CN -KANAMY CINE K
-CEFALOTAXIME CTX -GENTAMYCINE GM
-KANAMY CINE K -TOBRAMY CINE ™
-GENTAMYCINE GM -AMIKACINE AN
-TOBRAMY CINE ™ -ERYTHROMY CINE E
-AMIKACINE AN -LYNCOMY CINE L
-MINOCYCLINE MNO -SPIRAMY CINE SP
-COLISTINE CS -PRISTINIAMY CINE PT
-SULFAMIDS SS -VIRGINIAMY CINE VG
-TRIMETHOPRIM TMP -RIFAMPICINE RF
-CO TRIMOXAZOL SXT -TETRACYCLINE TET
-FUROXANE FT -MINOCYCLINE MNO
-ACIDE NALIDIXIQUE NA

-ACIDE PIPEMIDIQUE Pl

-NIBIOL NI
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I1.1. Fréquence des ECBU positifs et négatifs selon les prélévements :

Sur les 958 prél évements effectués (internes et externes), nous constatons que le taux des
cas negatifs (78,49%) est nettement supérieur acelui des cas positifs (21,5%) (Tableau I11).

Tableau |11 : Fréquence des ECBU positifs et négatifs selon les prél évements totaux :

Prélévements Positifs Négatifs Total
Nombre 206 752 958
Fréguence (%) 21,50% 78,49% 100%

Ceci est di dans la plupart des cas ala prescription abusive des antibiotiques avant
étayement du diagnostic. Il s agit donc d'une infection décapitée :

- Soit par automédication avant la consultation du médecin,

- Soit instaurée par e médecin précocement avant laréalisation de I’ étude
cytobactériologique des urines,

- Lacoloration de bleu de méthyléne, qui met en évidence, dans ces cas,
une réponse immunitaire de type lymphocytaire ou mixte, ce qui veut dire
gue I’infection est soit virale, soit parasitaire. |l peut s agir également
d’une infection urinaire décapitée par la prise précoce d’ antibiotiques, ce
qui donne des cultures stériles.

Il existe d autres cas d’ infection urinaires spécifiques telles que la tuberculose urinaire, la
bilharziose, etc., devant lesquels une culture des urines sur milieu standards ne peut se révéler
gue négative intérét de laleucocytaire.

Nos résultats sont comparés a quel ques travaux étrangers comme suit :

Tableau |V : Prévalence desinfections urinaires dans d autres pays.

Pays

Tunisie Mali(Bamako) Notre étude

Fréquence (%) Pgsiti ]‘s 15.44 30-40 22.62

Négatifs 84.56 60-70 77.38

AUtEUrs Ben Hg Khalifaet al YA Bl FOUA /
ACHILLE ROLAND.
Année 2010. 2006 2014
. 1% juillet 2006 au 30 : .
Duree .. Janvier-novembre. Deux mois.
juin 2008.

La fréquence de positivité constatée dans notre étude (22.62%) est supérieure acelle
obtenue dans |es enquétes des étudiantes :

- BESSADI. A et DEBIANE. K (1998) dans leur travail au CHU de Tizi-Ouzou,
qui est de 15%, durant une période de quatre mois (Avril =Juillet).
- HAMADOU.H et DAHMOUN.N (2003) dans leur enquéte au niveau du CHU
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de Tizi-Ouzou, qui est de 16.84%.

[1.1.1. Chez les malades internes:

Tableau V : Fréquence des ECBU positifs et négatifs selon les prél évements :

Prélevements Positifs Négatifs Total
Nombre 145 496 641
Fréquence (%) 22,62% 77 ,38% 100%
11.1.2. Chez les malades externes :

Tableau VI : Fréequence des ECBU positifs et négatifs selon les prélévements :
Prélévements Positifs Négatifs Total
Nombre 61 256 317
Fréquence (%) 19,24% 80,76% 100%

Nous avons constaté aussi, que lafréquence de la positivité chez les mal ades hospitalisés
qui est de 22.62%, est supérieure a celle noté chez les malades externes, qui est égale a

19.24%.

Celaest di le plus souvent :

- Ausondage vésica (surtout pour les malades agés),
- A l'infection nosocomiale (acquisition des germes tel Acinetobacter et Pseudomonas),
dont I’émergence est liée au :

Mangue d’ hygiene (infection liée aux soins),

Sondage abusive,
Endoscopie ou autre geste urologique sur |’ appareil excréteur sont
souvent effectués sans respecter les conditions d’ asepsie,

favorisant ainsi |a propagation des bactéries.

Tableau VII: Prévalence des ECBU positifs en fonction de deux services, constatée dans

d’ autres travaux.

(Bg/lma;:(o) Notre étude
imeme | its T 5970 | 7738
. égatifs . .
Fréquence (%) o Positifs 2410 19.24
erne Négatifs 75.90 80.76
Auteurs SISSOKO /
Année 2006 2014
Durée 12 mois Deux mois.
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Tableau VIII : Test de KHI, qui sert pour comparer entre deux pourcentages.

+ Sdonleservice externe et interne :

On admet, Hy: le service n'a pas d’influence sur la positivité.

Service Externe Interne
Effectif Effectif Effectif Effectif
Effectif observe théorique observe théorique Total
Positif
6168.16 145 137.83 | 206
Négatif 256248.83 496 503.16 | 752
Tota 317 641 958
(efobs-ef the)>  (efobs-ef the)? (efobs-ef the)®>  (efobs-ef the)?
Test Khi2: XZs= p ex+ n ex+ pin+ nin
ef the ef the ef the ef the

(61-68.16)> (256-248.83)° (145-137.83)* (496-503.16)°

Teﬁ Khl2.x20b5= + + +
68.16 248.83 137.8

503.16

Test Khip X25ps= 1.43.
KHI, calculé < KHI, théorique
1.43 Cette valeur est inférieure a 3,84 qui est lavaleur théorique d'un X2 a1 ddl.
Donc Hy est acceptée, il N’ existe pas des différences significatives au seuil de 5%. Le service
n’apas d'influence sur les pourcentages de positivite.
[1.2. Selon les germes::

Tableau | X: Identification des germesincriminés dans I’ infection urinaire chez les
prélévements totaux.

Germes isolées Extern(? | nternfe
Nombre Fréguences(%) Nombre Fréguences(%)
Escherichia coli 38 18.45 69 33.49
Klebsiella 10 4.86 20 9.71
Levures (Candida albicans). 0 0 14 6.80
Streptococcus 8 3.89 6 2.91
Proteus 1 0.48 12 5.82
Entérobacter 4 1.94 5 243
Pseudomonas 3 1.46 4 194
Saphylococcus 1 0.48 5 243
Acinetobacter baumanii 1 0.48 2 0.97
Serratia 0 0 3 1.46
Total 66 32.04 140 67.96
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L es statistiques montrent qu’ Escherichia coli est en téte des germes incriminés dans les
infections urinaires avec une fréquence de 51.94%, partagée entre le service externe (18.45%)
et le service interne (33.49%).

M Escherichia Coli
M Klebsiella

M Levures

W Streptococcus
@ Proteus

M Enterobacter

M Pseudomonas

M Staphylococcus
Acinitobacter

[ Serratia

Figure 17: Fréguence des germes identifiés dans notre travail.

Lestaux des autres étiologies, sont cités selon I’ ordre décroissant comme suiit :

- Klebsiella 14.56% (externe : 4.86%, interne : 9.71%),

- Levures 6.80% (en particulier Candida albicans avec 0% : externe et 6.80% :
interne),

- Les Streptococcus avec une fréguence de 6.80% (externe : 3.89%, interne:
2.91%),

- Proteus 6.31% (avec 0.48% : externe et 5.82% : interne),

- Entérobacter 4.37% (externe : 1.94%, interne : 1.94%),

- Saphylococcus 2.91% (notamment Staphylococcus aureus, coagulase (-),
coagulase (+), avec 0.48% : externe et 2.43% : interne),

- Serratia 1.46% (externe : 0%, 1.46%).

On aconstaté I’ émergence de germes d’ actualité qui est assombrissent souvent |e pronostic
delamaadie:

» Pseudomonas (en particulier Pseudomonas aéroginosae) représenté avec 3.39%,(trois
souches identifiées chez les prél évements externes : 1.46%) ;

= Acinetobacter (notamment Acinetobacter pneumonie et Acinetobacter baumanie) avec
une fréquence de 1.46%. (une seule souche est identifiée dans le service externe :
0.48%).
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Cela peut étre expligué par le fait que cette bactérie commensale du tube digestif possede
des facteurs d’ adhésivité qui larendent apte a coloniser lamuqueuse de |’ arbre urinaire et a
résister aux moyens de défense de I’ organisme.

Cette adhésivité microbienne est due a des pili, les fimbries ou adhésines, auxquels
correspondent des récepteurs spécifiques au niveau des cellules épithéliales des voies
urinaires. Aing, les cellules épithéliaes prélevées chez des femmes souffrant d’infection
urinaire a répétition fixent beaucoup plus d E.Coli isolées de pyélonéphrite adhérente mieux
alamembrane épithéliadle delavessie que les E. Coli isolées des selles.

Tableau X : Prévaence d E. Coli dans des travaux étrangers.

Pays
Tunisie | Portuga | Maroc France | Genev | Madagascar France | Notre
I (Marrakech) | (Francop e (Montp | étude
hone) elier,N
Tmes)
Fréguenc | 64.25 529 64 80 85 86.4 36 51.94
e (%)
Auteurs BEN KAHL | ARSALAN | PILLY E | FRA | RAKOTOARI | DARB /
HAJ METE EL NCOI | VONI ST etal. | ASH et
KHALI RG Setal al
FA A
Année 2010 2003 2010 2008 2013 2007 2007 | 2014
Durée 1% juillet / 11mois 12 mois. / 24 mois (du 1 2006- | Deux
2006 au (Ljuillet janvier 2006 2007. | mois.
30juin 2009 au 31 au 31décembre
2008. mai 2010). 2007).

Lafréquence d’ E. Coli est presgue identique avec celle obtenue dans I’ enquéte des
étudiantes : BESSADI.A et BEBIANE.K(1998) qui est de 50%.

e Lestaux desautres étiologies, sont discordants avec ceux obtenus par les étudiantes
BESSADI.A et DEBIANE.K comme suit :
- Klebsiella 27.28%,
- Proteus 9.09%,
- Entérobacter13.63%,
- Serratia 00%,
- Levures (en particulier Candida albicans) :18.5%,
- Saphylococcus (notamment Staphyl ococcus aureus, coagulase(-),

coagulase(+)), 3.7%.

On a constaté I’ émergence de germes d’ actualité qui assombrissent souvent e pronostic de
la maladie non retrouvée dans I’ enquéte de 1998 :

= Les Sreptococcus avec une fréquence de 6.80%.
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= Pseudomonas (en particulier Pseudomonas aéroginosae) représenté en 3.39%. (trois
souches identifiées chez les prél évements externes).

= Acinetobacter (notamment Acinetobacter pneumonie et Acinetobacter baumanie) avec
une fréguence de 1.46%. (une seule souche est identifiée dans le service externe).

Tableau XI : Fréquence de Klebsiella constatée dans des travaux étrangers.
Pays

Maroc (Casablanca) Mali Notre étude
Fréquenc
e (%) 17 26.1 14.56
Auteurs BORKQUIA A et al SOULA GH et al /
Année 1992 1990 2014
Durée 7ans 1988-1989 Deux mois.

Tableau X1 : Fréquence d' Acinetobacter constatée dans des travaux étrangers.

Pays
Tunisie Cote d’Ivoire (Abidjan) Notre étude
Fréquenc
e (%) 19 20.58 1.46
Auteurs AISSI | et al AMORISSANI M.F et al /
Année 2007 2006 2014
Durée 4 mois (Juillet a novembre Deux mois.
2003-2007 2004)
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11.3. Selon les services et le sexe :

Tableau X111 : Répartition des prélévements positifs selon le service et le sexe :

. Sexe
Services Masculin Féminin
N%rzé)re Fréquences(% Nombre | Fréquences(%) Nombr Fréqouence
maladies ) e (%)
E’“e_r”e. (non 61 29.61 19 9.22 42 20.39
ospitalisées)
I nterne (hospitalisées)
Ped 57 27.66 31 15.04 26 12.62
Med 7 3.39 0 0 7 3.40
Urgences | Chir 4 194 3 1.46 1 0.48
Ped | 3 1.46 2 1 1 0.48
Ped |1 2 1 1 0.48 1 0.48
Infectieux 24 11.64 10 4.85 14 6.80
Nephrologie 19 9.22 10 4.85 9 4.37
Réanimatio Med 10 4.85 0 0 10 4.85
n Ped 3 1.46 1 0.48 2 1
Chir 1 0.48 1 0.48 0 0
Médecine interne 7 3.39 1 0.48 6 291
Chirurgie C.Cl 1 0.48 1 0.48 0 0
Ped 2 1 1 0.48 1 0.48
Hematologie 3 1.46 1 0.48 2 1
Cardiologie 1 0.48 1 0.48 0 0
Urologie 1 0.48 1 0.48 0 0
Total 206 100 84 40.74 122 50.26

e Parmi les services de |’ hdpital, les statistiques montrent que le service Pu Ped est e

plus toucheé par rapport aux autres aprés le service externe ; représenté par 57 patients avec

une fréquence de 27,66%. Suivi du service Infectieux, représenté par 24 patients avec une

fréguence de 11,65%. Dans |la troisiéme position on a constaté le service Néphrologie avec 19

patients, d’ une fréquence de 9,22%.

e Lesautres services sont faiblement atteints.
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Figure 18 : Les ECBU positifs en fonction des services et du sexe.

L’infection urinaire prédomine chez le sexe féminin avec 59.26% contre 40.74% chez les

hommes.

Ceci peut étre expliqué par :

& Chez lafemme:

La petite longueur de I’ urétre (urétre court),

Modification des sécrétions vaginal es aprés la ménopause,

L’ utilisation des produits hygienes vaginales (déséquilibre de laflore
bactérienne vaginale),

Le frottement du méat lors des rapports sexuels,

Le gel spermicide,

Les prolapsus de |’ utérus et de lavessie, (mauvaise vidange de lavessie),
La grossesse par |la compression des ureteres.

& Chez I’homme:
Chez les jeunes |les infections sont rares :

e L’urétreest long,
» Ler6le antibactérien des secrétions prostatiques acides,

Chez homme &gé la fréquence des infections s explique par :

* Ladiminution des sécrétions prostatiques acides,
» L’augmentation du volume de la prostate,
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* Lamauvaise vidange,
o Lediabéte et les maladies neurol ogiques.

% Lestravaux suivants confirment nos résultats :

- L’enquéte des étudiantes BESSADI. A et DEBIANE. K (1998) a montré une
fréguence de 66.67% chez lafemme contre 33.33% chez I’ homme,
- L’enquéte des étudiantes HAMADOU. H e¢e DAHMOUN. N(2003) a montré une
fréguence de 55.26% chez la femme contre 44.74% chez I’ homme.
« Ains quelestravaux étrangersa:

Tableau X1V : Prévaence des ECBU positifs selon le sexe dans d autres travaux.

Pays
France Geneve Tunisie Bamako Notrg
travaille
Fréquence | Féminin 69 80 80 51.35 59.26
(%) Masculin 31 20 20 48.65 40.74
Auteurs AFSSPS FRA;t\la?m S JSTSM cou LlsBA LY
Année 2008 2013 2010 2009 2014
1 Janvier Deux
Durée / / 2008- 31 mars | mois.
2009 (15
mois)

£ 8% Homme, Femme 92% : (Anonyme 6).

e Danslapopulation pédiatrique nous constatons, que I’ infection touche beaucoup plusle
garcon que lafille, lefait qu'il ya plus de malformation de I’ arbre urinaire masculine que
féminine. Dans un quart des cas seulement, |’ U est secondaire ou I’ uropathie
malformative survient dans le cadre d' un tableau septicémique. |l s agit e plus souvent
d’ une contamination hématogene, survenant en période pré ou post natale.

e Lesgarcons de moins de 03 mois ont un risque plus élevé, mais chez les enfants plus agés,
lesfilles ont un risque plus important, dont pour les gargcons, la circoncision semble
réduire le risque.

e Alorsque lesfacteursintervenant dans I’ augmentation de I’ incidence de I’ infection
urinaire chez les sujets agés sont multiples. Des altérations du systéme immunitaire en
relation avec |’ &ge, la diminution de la capacité vésicale, avec I’ apparition d’ un résidu et
destroubles de lamiction, ainsi les terrains, les maladies sexuellement transmissibles.
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e L’état grabataire est un facteur aggravant. Les mal adies associées, métaboliques,
infectieuses, diabétiques, la déshydratation, le manque d’ hygiéne, les médications
concomitantes sont également des facteurs communs aux deux sexes.

e Parmi les facteurs spécifiques alafemme agée, la diminution de I'imprégnation
ostrogéniques favorise la colonisation vaginale et cause I’ atrophie des tissus, leur
fragilisation, le prolapsus, ladiminution de la pression intra-urétrale (Bouskraoui M.,
2006).

+ Test de KHI, pour comparer entre deux pourcentages selon le sexe:
On admet, Ho: le sexe n’influe pas sur les résultats de positivité.

(84-80.42)*> (122-125.57)> (290-293.57) (462-458.42)°
Test K hig: X2gps= + + +
80.42 12557 20357 45842
Test Khiz X2ps= 0.33.
KHI, calculé< KHI, théorique
0,33 Cette valeur est inférieure a 3,84 qui est lavaeur théorique d'un X2a 1 ddl.

Donc Ho est acceptée, il n’existe pas des différences significatives au seuil de 5%. Le sexen’'a
pas d’influence sur les pourcentages de positivité.

Remarque:

Laméme formule est appliquée pour le sexe.

Important:

Les facteurs favorisants la survenue des infections urinaire :

- I’age;

- L’ état de sante;

- L’ alitement;

- Terrain sous jacent
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[.3.1. Selon les services arisque d’ infections nosocomiales :

Tableau XV : Les germesimmergeant surtout dans les services arisques, d’infections
nosocomiales.

Germes . . e Urgences

. Chirurgie | Réanimation Urologie
Services g Ped 11 | Chir g

=
g

Escherichia coli 1

Klebsiella

Levures (Candida
albicans)

Proteus mirabilis

Pseudomonas
aéroginosa

Entérobacter

Serratia

Saphylococcus

RlolRr|k| N o] N mﬁgg
olo|o|r| o [r| + oog

OO0 O O © |O
O|0|0|0| O |0 F~ |krO,

Sreptococcus

R O|I00O|0| » O O OO
NO|IOFR,r|IO| Pk O » OO0

o|lo|lololol o o M |NwW
Slolo|olo| © o o |k

Total

Le service d’ urgence est le plus concerné par ces infections, dont 68 souches sont
identifiées a ce niveau, qui sont réparties entre le germe E. coli (41 souches), Proteus (09
souches) et Klebsiella avec 07 souches. Les autres germes sont moins isolés dans ce service.
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Figure 19 : Les ECBU positifs en fonction des services arisque d’infection nosocomiale.
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+ Dans ce cas, par contre le sexe masculin, ¢’ est surtout en pédiatrie (0-1 ans) et (1-5
ans) qui sont les plus concernés par la prescription de cet examen.

%+ Ces fréquences peuvent étre augmentées par |les pathol ogies concomitantes, comme
I'insuffisance rénale, et autres infections comme la pneumonie.

Dans notre étude, aucun de ces cas n’ est constaté.
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[1.4. Etude de lafréquence des résistances des germes isolés aux antibiotiques d’ utilisation
usuelle (Antibiogramme) :

Comportement des bactéries éudiées vis-a-vis des antibiotiques testés :

100
90
80
70
60

lLLlIlIlIL

AKN AMX AMC CTX FOX C CIP SXT IPM NET TIC

Fréquence de lafamille des
Entérobactéries
O O O O O

Antibiotiques testés

Résistance m Sensibilité

Figure 20 : Comportement de lafamille des Entérobactériaceae vis-a-vis des antibiotiques
testés, CHU de TI1ZI-OUZOU.

Résultat montre une forte sensibilité aux antibiotiques suivant :

- NET : Famille des Aminosides,

- FOX : Famille des Céphal osporines,
- C: Famille des Phénicaol,

- AKN : Famille des Aminosides,

- IPM : Famille des Carbapenemes.

Et une résistance considérable a :

e AMC )
e AMX ] e Famille des Pénicillines
e TIC
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Entérobactériaceae.

73.19%

Sensibilité m Resistance

Figure 21 : Résistance des Entérobactéries.

Les Entérobactéries présentent une sensibilité moyenne par rapport alarésistance qui est
importante : 73.19% contre 26.81% de résistance (résultat inquiétant).
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Figure 22: Comportement du germe Escherichia coli vis-avis des antibiotiques testés.

Lafigure montre : Unerésistance faibleaAMX, AMC, CIP, C, TIC et NET, avec
sensibilité grande aux autres antibiotiques : FOX, IPM, NET, AKN, C.

Escherichia coli

86.81%

O Résistance O Sensibilité

Figure 23 : Résistance du germe Escherichia coli.

Sensibilité assez forte d’ E. Coli montée par cette figure, qui est de 86.81%, et larésistance
est faible : 13.19%.
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Figure 24 : Résistance du germe Klebsiella sp.

Lafigure montre une forte sensibilité de Klebsiella a: IPM, SXT, NET, CIP et C. Sa
résistance est considérable a: AMC, TIC, AMX et OFX.

100
90
80

Him
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=
o

o

m Resistant Sensible

Figure 25 : Résistance du germe Streptococcus sp.

Le Streptocoque présente selon la figure au dessous, une résistance forte aux antibiotiques
suivants: E, C, OXA et TEL, avec une sensibilité moyennea: VA, S, SXT, AMX.
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Figure 26 : Résistance du germe Proteus sp.

Lafigure montre que le genre Proteus est sensiblea: IPM, NET, FOX, et AKN. Il est

résistant a: SXT, AMX et AMC.
I | !\
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AKN AMX AMC CTX CIP SXT IPM GM NET
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=
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o O O O O
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Antibiotiques testés.
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Figure 27 : Résistance du germe Entérobacter sp.

Le genre Entérobacter apparait selon lafigure 26, sensiblea: IPM, et NET et résistant a:
SXT et AMX.
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Figure 28 : Résistance du germe Pseudomonas sp.
Le genre Pseudomonas apparait comme :

- Sensiblea: IPM, CAZ, et AKN;
- Reésistanta: NET, TM.
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Figure 29 : Résistance du germe Staphylococcus sp.

Lafigure ci-dessous montre, que le genre Staphylococcus est pratiquement sensible a tous
les antibiotiques testés, al’ exception de I’ OXA.
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Figure 30 : Comportement du germe Acinetobacter baumanii vis-a-vis des antibiotiques
testés.

Le genre Acinetobacter a développé selon lafigure ci-dessous une résistance forte aux
antibiotiques suivants : CAZ, IPM, AKN, C, CIP, TIC, et TCC, avec une sensibilitéfaible a
NET, et TM.

Acinetobacter baumanii

o 2121%

78,79%

ORésistance © Sensibilité

Figure 31 : Résistance du germe Acinetobacter baumanii.

Cette figure montre le comportement de |’ Acinetobacter baumanii vis-a-vis des
antibiotiques testés:
- Sensibilité grande : 78.79%.
- Résistance inquiétante : 21.21%.
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Figure 32 : Résistance du germe Serratia sp.

Le genre Serratia (particulierement Serratia mascesens), est résistant pratiquement a tous
les antibiotiques testés, aAMC, AMX, SXT, NET et AKN, il est considéré comme
intermédiaire vis-avisdel'IPM et C.

On a constaté dans notre travail que le taux de résistance de lafamille des
Entérobacteriacea eest éleve (26.81%), qui est une réalité inquiétante, en particulier on cite:

+ E.coli : 13.19% (alafamille des Pénicillines).
On comparant cette fréguence a celle obtenue dans d’ autres travaux, comme suit :

* Inférieurea
- 19%, constaté a Québec (2003) —» (DANIEL et al (2003));
- 32.5%, en Turck (2006);
- 51.5%, en Egypte (2006); BOUSKRAOUI.,
- 38%, constaté au Jordan (2006); |~ — 2006 (ARMED
- 34.5%, en Lebanon (2006), Centre).
- 21%, au Mal (2006);

= Supérieur &
e 11.50%, Constaté au Maroc (2006) — (BOUSKRAOQUI., 2006).
Cesrésultats peuvent étre expliqué par:

e L 'utilisation inappropriée des antibiotiques;
e Ladiffusion ma des antibiotiques au site du foyer infectieux;
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e |’arrét des traitements recommandés par |e médecin sans lerevoir;

e | '’utilisation des antibiotiques non bactéricides, qui soulagent mais ne
traitent pas;

e |’ adaptation des bactéries aux antibiotiques d’ utilisation usuelle.

Tableau XVI : Prévaence des Entérobactéries multi-résistantes comparée a d’ autres travaux.

Pays
Maroc (Fées) Maroc Notre étude
(Marrakech)
|PM 01 00 6.57
AKN 07 05 1.64
Fréquence des CIP 74.8 / 25.32
antibiotiques (%) SXT 78.30 / 38.15
NET / / 20.39
TIC / / 23.03
EL BRAHMI /
Auteurs REDOUANE | ARSALANEA
M.
Année 2013 2010 2014
Entre octobre
Durée 1% janvier au 2006 et 16 mai au 16
31 décembre septembre juillet.
2012 2009
= Klebsiellasp:

Elles sont naturellement résistantes aux aminopénicillines tels que I’ ampicilline (figure), ceci
par la production d’ une B-lactamase de type pénicillinase.

Les céphal osporines sont actives sur Klebsiella sp. Dans notre étude, pour certains germes,
nous remarquons |’ apparition des phénotypes résistants. Dans ce cas, |’ acquisition de
plasmides de résistance aux céphal osporines permettant la synthese de différentes B-
lactamasestelles que TEM- 1, TEM- 2, SHV- 1 et les BLSE qui inactivent les
céphal osporines de troisiéme génération peut étre incriminée.

Les aminosides sont actifs sur les Entérobactéries, en revanche, la kanamycine (K) montre
une résistance importante (70%), qui peut résulter de la production constitutionnelle
d’ enzymes modifiée qui acétylent les groupes hydroxyles des aminoglusides. L’ obstacle ala
perméabilité des aminoglucosides peut augmenter cette résistance.

Le chloramphénicol montre une activité modérée contre Klebsiella (50%), et I’ apparition
de certaines souches résistantes est expliquée par la diminution de la perméabilité ou par leur
inactivation par une acétylase.
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Chapitrell Résultats et discussion

Les colistines (polymyxines E) restent les antibiotiques les plus réguliérement activent sur
Klebsiella sp.

De nouvelles formes de dihydroptéroate synthétases et de dihydrofolate réductases de
moindre affinité pour les sulfamides et |e triméthoprime, respectivement, entrainent une
résistance importante (80%) au triméthoprime-sulfamithoxazole (SXT).

Larésistance des quinolones tels que I’ acide nalidixique et |’ acide pipémidique est due ala
modification de lacible (ADN gyrase).

= Entérobacter sp:

Elles ont un haut niveau de résistance naturelle (figurel6) aux aminopénicillinasesrt aux
céphal osporines de premiére génération ainsi qu’al’ augmentin et ceci par production d' une
B- lactamase chromosomique inductible de type de type céphal osporinase.

Certains Entérobacter sp ont acquis un phénotype résistant caractérisé par la production
d’ une céphal osporinase dites deriprimeé suite & une mutation dans le géene de régulation ce qui
setraduit par une production accrue de céphal osporinase donc ce phénomeéne conféere ace
genre une résistance étendue vers les céphal osporines de deuxiéme et troisiéme génération.

Il'y aauss possibilité d acquisition d’ un plasmide qui code pour une multi résistance :

Enzyme modificatrice (EMA) telles que les phosphotransférases et |es adényl-acétyl
transférases.

D’ autres mécanismes de résistance peuvent intervenir dans la résistance de ce genre aux
différents antibiotiques, tels que : modification de la cible (ADN gyrase) pour les quinolones
imperméabilité pour la colistine et la modification de la voie métabolique pour SXT.

+ Proteus: Les Proteus, ont le méme comportement qu’E. Coli.

Ce genre ce caractérise par une résistance naturelle aux polymyxines (CS, PB) ceci est due
al’imperméabilité de la paroi.

L ampicilline testée est résistante, ¢’ est généralement di al’ acquisition d’ une B-lactamase
type pénicillinase. Triméthoprime-sulfamithoxazole (SXT) montre une activité modérée
contre ces germes. L’ apparition de souches résistantes est expliquée par la modification de la
voie métabolique.

Par ailleurs les céphalosporines (CN, CZ, CTX), aminosides (K, AN), quinolones (NA,
PI) et chloramphénicols sont efficaces, ilsinhibent les Proteus (ADOLF W. KARCHMER,
1997).

Les résultats des antibiogrammes indiquent que |es microorganismes isolés durant notre
étude sont sensibles a certains antibiotiques mais pas a d autres, ceci est di au fait que I’ action
antimicrobienne dépend du microorganisme lui-méme et de I’ agent antimicrobien.
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Chapitrell Résultats et discussion

Lasensibilité d' une bactérie est directement liée al’ efficacité de |’ antibiotique qui, dans
ce cas, arempli les conditions suivantes :

- Pénétrer dansla cellule en quantité suffisante,

- Rencontrer le récepteur ou la cible moléculaire de son action pour la modifier ou
la perturber,

- N’asubi aucune transformation susceptible de I’ inactiver.

Larésistance, est une stratégie microbienne pour renverser un des éléments nécessaires a
I’ efficacité d’ un antibiotique.

Ces mécanismes de résistance a un agent antimicrobien peuvent étre une propriété
intrinséque d’ une espéce bactérienne ou une capacité acquise. Pour acquérir une résistance, la
bactérie doit modifier son ADN par des mutations de |’ ADN des mutations de I’ ADN natif ou
par insertion d’un ADN étranger.
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Chapitrell Résultats et discussion

Conclusion :

L'infection urinaire est une réalité puisqu'elle représente 22.62% des cas positifs. C’ est une
actualité, nécessitant la collaboration des spécialistes pour le combattre. Le manque de
spécificité des signes cliniques rend son diagnostic difficile. Laréalisation de I'examen
cytobactériologique des urines trouve aors son importance chez toute personne suspecte
d'infection.

Perspectives :

% Reconnaissez les symptomes :

» Besoin fréquent d’ aler aux toilettes avec mictions faibles, voire inexistantes ;
= Sensation de brdlure pendant lamiction ;

= Lafievreou desfrissons;

» Douleursdanslarégion pelvienne;

= Urinetrouble ou d'une couleur inhabituelle (jaune foncé) ;

= || y adestraces de sang dans votre urine.

+ Suivez scrupuleusement le traitement médical qui vous a été prescrit : Lesinfections
urinaires résistent malheureusement alamédication :

- Mal traitée, risque récidive;;

- Un traitement bien conduit : 90% cas de guérison.

¢+ Posez une bouillotte sur votre pelvis : Ladouce chaleur peut soulager ladouleur ;

+«+ Prenez toujours soin d uriner apres chagque rapport sexue ;

+ Gardez I’ habitude de boire chague jour suffisamment de liquides;

% Ayez une alimentation équilibrée ;

+ Restez actif : Ayez une activité physique journaliére afin de maintenir votre systeme
immunitaire en bonne forme.

» Préférez les douches aux bains : Aux toilettes, essuyez-vous toujours de |’ avant vers

I"arriere;

Lavez-vous les mains chague fois que vous avez été aux toilettes ;

Portez des sous-vétements en coton ;

Rendez-vous aux toilettes dés que vous en sentez le besoin : Ne vous retenez pas, car cela
peut favoriser une infection.

R/
SR X4

R/
*

7
L X4
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Conclusion générade

Conclusion générae:

L’ épidémiologie bactérienne des IU n'a pas beaucoup changé au cours de ces derniéres
années, elle reste dominée par les entérobactéries. L’ infection des voies urinaires est une des
infections les plus communes touchant plus souvent lafemme que I’ homme.

Selon les statistiques, une femme adulte a une chance sur deux d’avoir une infection
urinaire au moins une fois dans savie.

Le laboratoire de bactériologie est seul capable dans certains cas de déterminer le
meilleur traitement antibiotique possible.

Toutefois, le niveau de résistance aux antibiotiques devient plus éevé atteignant des
taux inquiétants pour certains d entre eux, notamment I’amoxicilline et le cotrimoxazole. Les
céphalosporines et les aminosides demeurent les molécules les plus actives. Les
fluorogquinolones gardent également une bonne activité, mais il est prudent de ne pas utiliser
excessivement ces molécules, afin de diminuer la presson de sdection.

Certes ces données orientent le praticien dans le choix d’ une antibiothérapie de premiére
intention mais un antibiogramme s avére toujours nécessaire pour vérifier |’ efficacité du
traitement initial et orienter un éventuel traitement secondaire.

Une antibiothérapie raisonnée est alors recommandée afin de réserver certaines
mol écules aux souches multirésistantes.

La décision de prescrire un antibiotique doit reposer sur des éléments des examens
biologiques complémentaires. |l est fortement déconseiller et dans certains cas grave, voir
méme interdit, de commencer une antibiothérapie avant d avoir pratiquer les prélévements
indispensables a I'éablissement du diagnostic bactériologigue de I'infection. Les
prélevements doivent permettre d'isoler et d'identifier le germe responsable et de tester sa
sensibilité aux antibiotiques.

L’isolement de la bactérie devient aléatoire, voire impossible si les antibiotiques sont
prescrits avant et |'étiologie précise de la maadie ne peut étre connus. Aprés arrét du
traitement, il faut demander a ce que |’ on fasse un ECBU de contrdle.

Dans tous les cas d'infection urinaire confirmée et traitée avec succes, il conviendra de garder
en mémoire les résultats antérieurs pour distinguer une rechute (avec la méme bactérie) d' une
récidive ou réinfection (avec une bactérie différente).

Pour éviter tout risque de récidive ou de rechute, nous recommandons aux patients et aux
personnels de prendre les précautions suivantes :

- Augmentation du volume des boisons avec mictions completes aintervalles réguliers;

- Miction post-coitale, lorsque les relations sexuelles sont un facteur déclenchant
potentidl ;

- Reégularisation du transit intestinal ;

- Hygiene périnéale réguliére mais sans exces, évitant également le port de pantalons
Serrés;

- Prise en charge efficace des infections génital es basses.
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ANNEXES

. MATERIEL UTILISE:
e Aulaboratoire:

- Microscope optique ;

- Lamesetlaméles;

- Lhuiled’'immersion ;

- Pipettes Pasteur ;

- Pipettes graduées;;

- Boitesde pétri ;

- Fil droit et anse de platine (anse aboucle) ;
- BecBunsen;

- Tubesavis stériles;

- Portairs;

- Pinces;

- Coton carde.

- Colorants et réactifs.

- Milieux de culture.

- Etuveréglable a37°C.

- Réfrigérateur (24°C) et centrifugeuse.

e Ausenduservice:

- Sondes.
- Collecteursd urines.



Caracteres biochimiques différentiels des principaux genres et especes :

& Caracteres généraux des gram négatifs:
Ce sont des bacilles gram négatifs :

- Mobiles avec ciliature peritriche ou immobiles.

- Non sporulés.

- Aérobies anaérobies facultatifs.

- Secultivent sur lesmilieux ordinaires.

- Fermentent le glucose avec ou sans production de gaz.

- Possédent une nitrate réductase (réduction des nitrates en nitrites) al’ exception
de certaines souches d’ Erwinia.

L es genres habituellement admis sont :

- Escherichia, Shgella;

- Salmonella, Citrobacter ;

- Klebsiele, Enterobacter, Serratia, Hafnia ;

- Proteus, Providencia;

- Yeasnia;

- Erwinia, Pectobacterium (LE MINOR .J.86).

& Caracteres générauxdes gram positif :
Ce sont des coccis gram positifs :

- Immobiles;
- Isolés, en diplocogue ou en grappe de raisin non sporulés ;
- lls possedent une enzyme catal ysant |a réaction suivante

CATALASE

2(H20,)

v

2(H,0) + O..
Les genres habituellement admis sont :

- Staphylococcus aureus (pyogene) ;
- Staphylococcus epidermidis (habituellement non pathogene).(MARCHAL..,
1982).



[I. Lesréactifsutilisés:

1. Lesdiluants:
- Alcoodl ;
- Eau oxygénée;
- Eaudejavd.
2. Lescolorants:
- Lugol ;
- Violet de gentiane;
- Fuchsine;
- Bleu de méthylene.
3. Lesrévéateurs:
- Réactif de kovacs pour larecherche d’ indole ;
- Réactif pour larecherche dela TDA (Trytophanedesaminase) sur milieu urée.
- Rouge de méthyle pour letest RM (acidite, PH) ;
- Réactifs VPI et VPII pour le test Voges-proskauer ;
- L’eau oxygeénée pour larecherche de la catalase ;
- Sérum d agglutination ;
- L’huile d'immersion.
4. Lesdisques:
- Disgquesd ONPG ;
- Disgues d’ oxydase;
- Disques d' antibiotiques.

e Leréactif de kovacsa pour formule chimique:

- Paradiméthylamino-benzaldéhyde ................co oo 5g.
- AlCOOl @aMYIQUE. ... .. e e e e e 759.
e [ I | P 259

IIl. Lesmilieux de culture utilisés :
Les milieux nutritifs ordinaires :

- Gélosenutritive;

- Bouillon nutritif ;

- Bouillon glucose Tamponné ;
- Et eau peptonée.

Ces milieux conviennent, ala culture de bactéries peu exigeantes dont-ils maintiennent
I’ aspect morphol ogique classique macroscopique et microscopique.

IIs peuvent servir de base aux milieux d’enrichissement.



1. Lagéosenutritive (GN) : Composition (en gramme par litre d eau distillée) :

- Macération de viande... P |
(Ou eau distillée + extrait de viande quantlte sufflsante)

- PEPtONEtIYPSIQUE. .. ... 5

- Chloruredesodium............coovi it e D

e 2 Y = (P 15a20

- Extrait delevure... 24

PH=74 (enV| ron)

2. Bouillon nutritif (BN) : Composition (en gramme par litre d’ eau distillée) :

- Macération de viande... e P |
(Ou extrait de viande quantité sufflsante + eau dlstl Ilee)
- PeptoNetrypSIQUE ..oovveeie e e e 5
- Chloruredesodium ..o 5
- Extrait delevure .. Y2,

PH=74 (enV| ron)

3. Eau peptonée : Composition (en gramme par litre d’ eau distillée) :
-  Eaudidtillée .. P &
- Peptoneexemptedlndole P L0
- Chloruredesodlum......................................................5
PH fina =7,2.

4. Bouillon glucose tamponnée (BGT) : Composition (en gramme par litre d’ eau
distillée) :

- PEDONE .. 20
- Extraitdeviande ... 2
- Chloruredesodium .........oooiiiiiiiii 2,5
- Phosphate monopotassique .........co.veviiiieiiiie e e e, 0,2
- Phosphate disOdiqUE .......cccoveeiiiriiiieeeeee s 3,4
= GlUCOSE ... e 4
- Eaudidtillée .. P L0 0

PH=7, 1 (enV| ron)

5. GéoseHectoen : Est un milieu sélectif pour |’ isolement des bactéries appartenant ala
famille des Enterobacteriaceae. Il permet |a diff érenciation des entérobactéries

pathogenes. Sa composition chimique est la suivante :(en grammes par litre d’ eau
distillée).

- ProteoSEPEPLONE . ... e 12
- Extratdelevure ... 03
- Chloruredesodium ........ccooriiii i e 5
- Thiosulfate de SOdiUM .......c.oeeeiiieecee e 5

S < S o= T (= 9



- Citratedefer ammoniaCal .......ccceeeeeeeeeeee e 1,5

c S CINE e 2
e =0 (01 12
m SACCNAIOSE . ittt e e 12
- Fuschineacide........ .01
- Bleudebromothymol ..., 0, 065
C A 14

PH = 7,5 (environ).

6. Géose BCP (Gélose lactosée au bromocresol poupre) : Est utilisé pour |”isolement des
entérobactéries, il permet de différencier les especes fermentant le lactose de celles qui
ne le fermentent pas. Sa composition en gramme par litre d’ eau distillée) :

- PEPIONE. .. D

- Extratdeviandes ... 3
m LACIOSE e 10
S A e 12,5
- Pourprede bromocrésol...........vovviiiiiii i, 0, 025

PH final=7.

7. Géoseau sang : Lemilieu de base pour gélose au sang, utilisé pour culture de bactéries
exigences. Sa composition (en gramme par litre d’ eau distillée) :

- ProtéoSEPEPtONE ......cv it it 15
- Digestion defoie.......cveii 2,5
- EBExtraitdelevure ..., 5
- Chloruredesodium .......c.viriiiiiii e e 5
C A 12
- BaUdiStiEe o 100

PH =7,4 (environ).

8. Géoseau sang cuit (chocolatée) : Sacomposition (en gramme par litre d’ eau
distillée) :

- POIYPEPIONE ... 15.
Y 0o [o 7 W (= o 7= T3P B
- Phosphate dipotaSSiQUE .......ovvie et e e e e ee e aaas 4,
- Phosphate MOoNOPOtasSiqUE .........cvuvriireeie et e e e e v aeann 1.
- Chloruredesodium .........coiiiiiiii 10.
s GBI OSE et 10

- Baudistillée ... 222100,

PH final = 7,2



9. Milieu Chapman : C'est un milieu sélectif pour I’isolement des staphylocoques. Sa
composition(en gramme par litre d' eau digtillée) :

- PEDIONE .. e 10
- Extraitdeviande ... ]
- Chloruredesodium ........c.ooiiii i e 75
- Mannitol ... 10
C A 15
- Rougedephénol ..........coooeiii i s 0, 025

PH =7,5 (environ).

10. Milieu Mueller-Hinton : Permet |’ étude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques.
Sa composition (en gramme par litre d’ eau distillée) :

- Infusiondeviandedebceuf .........ccoovviiiiii 3000, 0
- Hydrolysat decas@ine ..........cooeoveviiiiiiniie i nenn 17,5
c  AMIAON L. 15
c A e 10

PH final= 7,4 (environ).

11. Gélose Sabouraud : C'est un milieu légérement sucré utilisé pour |’ isolement des
champignons microscopiques, des levures et des moisissures. Sa composition(en
grammes par litre d’ eau distillée) :

- Peptone chapotealt.............ccovvvvvviiiie i iiieiieiieeene 22210

= GlUCOSEMESSE ....ouiiiectee ettt re e 20

e - Y = (P 15

= ACHAINE. .. e e e 0,5
PH=6-6,3

12.Gélose TSI (Three, sugar, iron.) : Est un milieu d’identification rapide pour les
entérobactéries, ce milieu permet de mettre en évidence la fermentation du glucose (avec
ou sans dégagement gazeux), du lactose, du saccharose et la production d' H,S. (Galerie
biochimique classique).

Sa composition en grammes par litre est :

- Extratdeviandedebeoeuf ... 3
- EXtratdelevure... ..o 3
- Peptone... .20
- Chloruredesodium............ciiiiiiiiii i i i e a0 D

- Ctrate fermiQUE. ..o e 0.3
- ThiOSUITELE 08 SOOIUML. ... eeeeeeenessnemnnnn 0.3
R Y o 1 10



= SBCNAIOSE ... ettt 10
- Rougedephénol ... 0.05
c A 12

PH = 7,4 (environ).

13.Milieu citrate de Simmons : C’est un milieu solide utilisé pour I’identification des
bactéries Gram négatif. Il permet |arecherche du citrate de sodium comme seule source
de carbone. Sa composition (en gramme par litre d’ eau distill ée):

- SulfatedeMagnéSium .........c.oevieiieiie e e e 0.2
- Phosphate d ammonium............cooieiiiiiii e e e e, 0.2
- Phosphate d’ ammonium monoSodiqUE. .........ccceveerereereeieeseesiennens 0.8
- Citratedesodium ... 2
- Chlorurede sodium .......c.oi i e e 5
- Bleudebromothymol ... 0.08
s A e e 15

PH final = 7.

14. Milieu Clarck et Lobs: Est utilisé dans |a différenciation des entérobactéries. Sa
composition (en gramme par litre d’ eau distillée) :
s PEPIONE. ..
- Phosphate bipotassique...........cccoviiiii i i i i D
L1 1870 = 5
PH = 7,5 (environ).

15. Milieu Urée-indole: C'est un milieu d’identification des entérobactéries. Il permet de
rechercher simultanément |’ uréase, la tryptophane désaminase (TDA) et la production
d'indole. Sa composition (en gramme par litre d’ eau distillée) :

- L-tryptophane... ..o 3
- Phosphate monopotassique. ..........ovevveieeieiieiieie e ee e e
- Phosphate dipotassique..........coevvieiieiie i el

5 0

L 8 1 == P 2

Y oo o - N P 10
- Rougedephénol............ccooiii i 2D
- BEaUdISte. . 100

16. Milieux pour larecherche des décarboxylases et dihydrolases bactériennes :

< ODC:
- L-ornithine (monochlorohydrate).............ccccvveiiiiie i, 59
- Extraitdelevure............coooiiiiiiii 030
- Chloruredesodium..........ccooeiii i e e e e e DO)
L1 10070 = PRSP 1g
- Pourpre de bromocrésol (1,6 g/100 ml d’alcool a95°) .................. 1ml
- Eaudistilléeqsq....cooovieie i, 1000 ml



V.

V.

Apr

» LDC:

L-lysine (monochlorohydrate)............coeeveeienie e 59
Extraitdelevure.........cooiiiii i 030
Chlorurede sodium..........cooeiiiiii i e ee 22250

% ADH

GlUCOSE. . . ottt e 1g
Pourpre de bromocrésol (1,6 ¢g/100 ml d’alcool a95°) ......ccccceveeeeee. 1ml
Eal distill@e QSO ... vve v 1000 mi
L-lysine (monochlorohydrate)............ccoeerercinie e 59

Extraitdelevure..........coooi i 030
Chlorure de sodium..........coviriieii i i e e e e e DO

(1 To o1 USSR 19
Pourpre de bromocrésol (1,6 ¢g/100 ml d’alcool 295°) ......ccccvevevenennee. 1ml
Bau distillée... ..., 1000 ml

Mode opératoire de la coloration de Gram :

es avoir préparé et fixé le frotti, on passe alacoloration :

e Recouvrir lefrotti deviolet de gentiane et laisser agir 1min ;

e Rejeter lecolorant, et laver al’eau ;

e Arroser lalame d’une solution de lugol, laisser agir pendant 1min ;
e Rgeter I’excesdu lugol, rincer al’ eau courante ;

Décolorer al’alcool (95°) pendant 30secondes ;
Rincer al’ eau courante ;

Recouvrir lalame avec la solution de fuschine diluée, laisser agir pendant 1min ;

Rincer abondamment al’ eau ;
Sécher alachaeur du bec bunsen ;
Observer au grossissement 100x10 al’immersion.

Mode opératoire de la coloration au Bleu de Méthyléene :

Apres avoir prépare et fixé le frottis, on recouvre lalame avec quel ques gouttes du

réactif au Bleu de Méthylene puislaisser agir 5min et laver al’ eau.
Sécher lalame et observer al’immersion au microscope optique.



Principaux caractéres biochimiques différentiels des genres et especes les plus frequemment
rencontrés chez I’homme (LEMINOR ; 1982).
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+: Positif en 1 ou 2 jours.

- . Négatif.

x : Tardivement et irrégulierement positif (Fermentation due a des mutants).

(+) : Positif tardivement.

D : Différents types biochimiques.

-(+) : En général- exceptionnellement positif tardivement.




DA : Désaminase.

TTR : Tétrathionate-Réductase.



Liste des antibiotiques utilisés :

AMIKACINE. ... ...
Amoxicilline........ccooveiiiiiiiin,
Amoxicillinet+ Ac clavulanique........
Ampicilling........cooveiiiiiii e
AZIreonam..........cccveeeieveeieeeenen
Céfotaxime.........coevvveeiiiiieiiienceens
(@0 {0)(] 1] 1=
Ceftazidime.......ccccceeevevvinieseseene,

Chloramphénicol...........ccoooveviiiininnnee,

Ciprofloxacine..........ccoocceeviieiienennnnns

Cotrimoxazol = Triméthoprime +

Sulfaméthoxazol ............cccooviiiiinnnns
Erythromycine...........cocoeveeiviiiieeennns
GeNtamiCing. .......ccovvviriieeein e,
KanamyCine...........cccocceeviiieeeeveee e
NEIMICING.......eevieiee e
Ofloxacing.........ccooveeviiiiiiiiieeneen,

Oxacilline......ccovoiiiiiiiii e
Rifampicine..........ccooccoiviiiiieiee,
Sulfamide........coooeviiiiii
Teicoplanine.........c.cooeeveveenennne.
Tdithromycine............coceveeeniienn.
Tétracycling........ccoeeviiiniiiieee

TicarCiline. . .....ovee i,

AKN

AMX

AMC

AM

GM

IPM

NET

OFX

OXA

.TEC

.TEL

JTET

TIC

Ticarcilline+ Ac. Clavulanique

Tobramycine...........occeeviiiiiivieeee,

VanComyCine..........covevveiieinnnnnn. VA






