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STAALI Mestoura (2017) L’effet de probiotiques de Lactobacillus Rhamnosus sur les infections urogénitales.

Résumé

Notre étude concerne leffet thérapeutique des probiotiques de Lactobacillus

rhamnosus lors des infections urogénitales.

L’¢tude expérimentale faite au niveau de laboratoire de microbiologie basée
sur le principe de la méthode des puits ADT, nous a montré que le genre
Lactobacillus rhamnosus inhibent la croissance de la souche pathogéne Candida

albicans en présentant une zone d’inhibition compris entre 13 et 20 mm de diamétre.

Les résultats présentés dans ce travail permettent de fournir un ordre d’idée
plus clair sur le potentiel antimicrobien de la souche Lactobacillus rhamnosus vis-a-

vis Iagent responsable des infections urogénitales Candida albicans.

Mots clés : probiotiqgue, Candida albicans, Lactobacillus rhamnosus, infections

urogénitales.
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STAALI Mestoura (2017) L’effet de probiotiques de Lactobacillus Rhamnosus sur les infections urogénitales.

Abstract

Our study concerns the therapeutic effect of probiotics of Lactobacillus

rhamnosus in urogenital infections.

The experimental study made at the microbiology laboratory based on the principle
of the method of the wells ADT, showed us that the genus Lactobacillus rhamnosus
inhibit the growth of the pathogenic strain Candida albicans by presenting an area of
inhibition between 13 and 20 mm diameter.

The results presented in this work provide a clearer idea of the antimicrobial
potential of the Lactobacillus rhamnosus strain against the agent responsible for

urogenital infections Candida albicans.

Keywords: probiotics, Candida albicans, Lactobacillus rhamnosus, urogenital

infections.
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Introduction

Dans notre société tres médiatisée, nous entendons de plus en plus fréquemment
parler de probiotiques que ce soit dans [Iindustrie alimentaire (yaourts, laits
maternisés) ou dans d’autres domaines comme la cosmétique ou le médical. Mais si le
terme est connu, la Véritable nature de ces « gentilles bactéries » et leur réelle

influence sur notre santé restent bien souvent plus obscures.

Pourtant, nous savons depuis le développement du séquencage génétique que
notre organisme coexiste avec une population microbienne tres importante (Martin
DH, 2012). En effet le nombre de cellules bactériennes est dix fois supeérieur au
nombre de cellules humaines. Cette supériorité numérique est encore plus flagrante

avec le nombre de genes : le taux s’¢leve alors a mille contre un.

En dehors des multiples infections, la perturbation de la flore urogénitale
physiologique peut avoir des conséquences sur le domaine de la reproduction comme
la fertilité mais également le déroulement de la grossesse et les pathologies périnatales
du nouveau-né. L’utilisation des probiotiques en préventif comme en curatif pourrait
alors se révéler étre une piste valable dans le développement de nouvelles stratégies

thérapeutiques.

Notre travail consiste a étudier, [utilisation des probiotiqgues dans la
thérapeutique urogénitale pour tester I'effet de cette substance biologique dans la

réduction de la flore urogénitale

Introduction
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I. La flore urogénitale physiologique

1.1 Biodiversité de la flore urogénitale
1.1.1 Le pH vaginal

La muqueuse vaginale est lubrifiée par les glandes vestibulaires ou glandes de
Bartholin situées de chaque coté de la moitié postérieure de lorifice vagmnal. Sous
I'influence des cestrogénes, les cellules épithélales liberent de grandes quantités de
glycogene, qui est ensuite transformé en acide lactique par les bactéries résidentes du
vagin au cours d’un métabolisme anaérobic (Marieb, 2005). Ce mécanisme est
largement responsable de T'acidit¢ présente au sein du vagin. En effet, le pH de la
cavité vaginale est normalement acide. Il est environ 4 (3,8-4,4) (Bergogne-Bérézin,
2007). Cette acidité empéche ainsi les agents pathogénes de se développer dans la

cavité et protege donc le vagin contre les infections (Turovskiy etal, 2011).

Un pH anormal évoque donc une possible infection vaginale. Dans les
pathologies telles que la vaginose bactérienne et les vaginites a Trichomonas
vaginalis, le pH est généralement supérieur ou égal a 4,5. Inversement, lors de
vaginites a candida albicans, le pH devient trés acide et inférieur a 4. Des situations
non infectieuses peuvent également modifier le pH vaginal. En effet, au cours des
regles, lors de rapports sexuels non protégés avec entrée du sperme dans la cavité
vaginale ou lors de T'utilisation d’antifongiques ou d’antibiotiques locaux, on observe

une augmentation du pH vaginal (Bergogne-Bérézin, 2007).

1.1.2 Composition de la flore microbienne normale
La flore bactérienne dominante est représentée par le genre Lactobacillus. Il
existe de nombreuses espéces de lactobacilles ; plus de vingt espéces ont été
identifiées dans la cavité vaginale. Les especes les plus souvent rencontrées sont L.
crispatus, L. gasseri, L. jensenii et L. iners. La concentration usuelle des lactobacilles
en labsence de pathologies est de 10° a 10% bactéries par gramme de sécrétions

vaginales (Denis et al, 2007).

Cette prédominance d’espéces de lactobacilles au sein de la flore vaginale

normale garantit un milieu vaginal “en bonne santé¢’’, grice a la production d’acide

Revue bibliographique
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lactique qui permet de maintenir un environnement acide, et donc un environnement

hostile au développement des pathogenes (Lamont et al, 2011).

A coté de cette flore vaginale dominante, il existe une grande diversité
d’especes. En fait, on peut classer les especes de la flore vaginale en trois groupes

distincts en fonction de leur origine écologique :

e Groupe |: représenté par la flore bactérienne dominante spécifiqguement
adaptée a la cavité vaginale. Cette flore est aussi appelée flore de Ddderlein,
Albert Ddderlein  (1892) avait été le premier a décrire les organismes
colonisant le vagin. Il expliquait que ces organismes produisaient de lacide

lactigue qui inhibe la croissance des bactéries pathogenes. Les lactobacilles

sont observables a la coloration de Gram, ce sont de gros bacilles a Gram
positif (Lamont et al, 2011),Fig 01:

Figure 01: flore vaginale normale (coloration de Gram): les lactobacilles se
présentent sous forme de longs bacilles & Gram positif recouvrant un tapis de cellules

épithéliales (http://pedagogie.ac-montpelier.fr/disciplines/sti/biotechn)

Revue bibliographique
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» Groupe Il: représenté par la flore bactérienne d’origine digestive qui

colonise souvent les voies génitales. On la retrouve chez 2 a 80% des femmes
selon les bactéries impliquées : Streptococcus agalactiae, Enterococcus des
entérobacteries en particulier E.coli, Proteus, Morganelle, Klebsiella,... etc.
ces bactéries sont plus présentes chez les femmes sous antibiothérapie. On y
retrouve aussi des bactéries dont la présence est fréquemment associee a la
vaginose bactérienne telle que Gardnerella vaginalis et des levures telles que
Candida albicans. (Denis et al, 2007)

» Groupe 111 : représenté par les hotes usuels de la cavité oropharyngée qui
colonisent plus rarement la cavité vaginale. (Denis et al, 2007)

1.1.3 Evolution de la flore vaginale :

a. Des premiéres semaines de vie a la petite enfance :

Lors de son développement in utéro, le feetus évolue dans un environnement
stérile. La premiére exposition d’un nourrisson aux micro-organismes a lieu au
moment de 'accouchement lors du passage de la filicre génitale puis, lors du contact

avec les soignants et avec l'air de 'environnement (Turovskiy etal, 2011).

La composition de la flore vaginale est largement influencée par le taux
d’cestrogénes circulants. Au cours de la grossesse, des cestrogénes sont transférés du
sang maternel au sang feetal et cela entraine une accumulation de glycogéne dans les
cellules tapissant la muqueuse vaginale. Par conséquent, quelques semaines apres la
naissance, le vagin du nourrisson est colonisé par les lactobacilles. lls transforment le
glycogéne en acide lactique et le pH vaginal est alors acide. Le vagin d’un nouveau-
né a donc une composition bactérienne similaire a celui d’un vagin d’une femme
adulte. A coté de cela, les cestrogenes entrament également un é€paississement de la
muqueuse vaginale. Les lactobacilles vont donc dominer I'écosysttme vagnal du
nouveau-né jusqu’a ce que les cestrogénes maternels soient métabolisés (Tortora et
al, 2003).

Revue bibliographique
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Ensuite, la disparition des cestrogénes maternels est suivie de divers
changements au sein de I’écosysteme vaginal. Chez la petite fille, il est donc constitué
par d’autres bactéries, notamment celles des flores commensales de la peau et du tube
digestif telles que Staphylococcus Epidermidis, E. coli ... etc. le pH vaginal est
¢galement modifi¢ et devient pluis neutre voire alcalin. Il restera ainsi jusqu'a la

puberté (Turovskiy etal, 2011).

b. Au moment de la puberté :

La puberté est marquée par une hausse graduelle du taux d’cestrogénes menant a
I'épaississement de la muqueuse vagmnale et a I'augmentation de la production de
glycogene. Les lactobacilles redeviennent alors prédominants et le pH vaginal
redevient acide. Les lactobacilles endossent alors leur role de barriere et limitent la
croissance des micro-organismes potentiellement pathogenes (Turovskiy et al, 2011 ;
Tortora et al, 2003).

De la puberté¢ a la ménopause, I'écosysteme vaginal sain est donc dommné par
les lactobacilles. A ce stade de maturit¢ sexuelle, la composition de la flore
microbienne, I’épaisseur relative de la muqueuse vaginale et la teneur en glycogéne
sont largement influencées par les estrogénes (Turovskiy et al, 2011 ; Tortora et al,
2003).

c. Au cours du cycle menstruel :

Lors des differentes phases du cycle menstruel, la composition de la flore
vaginale évolue également. En effet, le nombre de lactobacilles a tendance a
augmenter au cours du cycle. Simultanément, les autres micro-organismes présents
dans la cavité vaginale ont tendance a diminuer. Au moment de la survenue des
regles, la présence de potentiels agents pathogenes est plus élevée, faisant de cette
période vulnérable, un moment propice a la survenue d’infections vagiales. Il est
probable que le déséquilibre qui se produit au sein de I’écosystéme vaginal est
largement favoris€ par laugmentation du pH vaginal qui a lieu lors de la menstruation

(Turovskiy etal, 2011).
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I1. ROle de la flore lactobacillaire :

Les lactobacilles occupent un role primordial dans la protection de I’écosystéme
vaginal. lls constituent une premiére ligne de défense contre divers pathogenes
vaginaux. lls assurent ce role grace a plusieurs mécanismes de défense (figure 2).
Cependant, ces mécanisme sont souches-dependants donc toutes les souches d’une
méme espece de lactobacille n’ont pas le méme potenticl de protection (Spurbeck et

Arvidson, 2011), Fig 02 :

INHIBITION
DE LA CROISSANCE effet bactéricide
DU PATHOGENL toxicité ou bactériostatique

(ex : inhibitenr de catalase)

compétition vis & vis
des nutriments

peroxyde lmcté?'{mines (ex : arginine

\ tl’h_vdrn;géne désaminase)

o acides organiques
act_wnés (ex : acide lactique)
antibiotigue, \ i

antifongique i

acidification

et antivirale o co-aggrégation INHIBITION
biosurfactant \ % C——> entre lactobacille DE I"E?(PANS.IOI:‘
k.“ ; 4 et pathogtne DU PATHOGENE

adsorption sur

cellules épithéliales /
ﬂ adhésion \

du lactobacille aux adhésion

exclusion stérique

cellules épithéliales du lactobacille
ou au mucus vaginal i la fibroneetine
/ \ du fluide vaginal
exclusion compétition X
stérique 'rls aéws ilcs exclusion
siles récepleurs Ahaue
INHIBITION sicrique
DE L’ ADHESION
DU PATHOGENE

Figure 2 : effets des lactobacilles vaginaux sur les souches a potentiel pathogene

(Lepargneur et Rousseau, 2002).
I1.1 Les mécanismes de I'inhibition de la croissance du pathogéne :
1. Le pH du milieu vaginal :

En métabolisant le glycogéne emmagasiné dans les cellules de I'exocol utérin

(sous linfluence des oestrogenes), les lactobacilles produisent de lacide lactique. Cet
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acide produit permet le maintien du pH du milieu vaginal entre 4 et 4,5 ; cette acidité
joue un ro6le bactériostasique empéchant la prolifération de la plupart des germes

vaginaux pathogenes excepté le Candida Albicans. (O’Hanlon DE et al,. 2011)

2. La sécrétion de peroxyde de I'hydrogene:

Par son effet oxydatif, le peroxyde de [lhydrogene joue le role de puissant
inhibiteur de la prolifération des germes pathogenes anaérobies stricts en inhibant
limplantation de ces germes, en particulier les Gardnerella vaginalis. (Lecomte F,
1999).

3. La sécrétion des bactérocines :
Ce sont des dérivés protéiques produits par les lactobacilles ; ils sont capables
de se fixer et de déstabiliser la membrane cytoplasmique des germes en formant des
pores. (Lecomte F, 1999)

4. L'arginine désaminase :
Les lactobacilles produisent cette enzyme, qui en metabolisant l'arginine, prive
les germes pathogénes de cet acide aminé nécessaire a leur croissance et leur
prolifération. (O’Hanlon DE et al,. 2011).

5. Inhibition de I'adhésion des germes pathogenes:

En adhérant a la surface de la muqueuse vaginale, le biofilm constitué par la
flore vaginale joue le rble de barriere limitant l'adhésion des germes pathogenes.
La capacité des lactobacilles & s'adhérer de facon spécifique a la fibronectine renforce
lefficacité du biofilm protecteur. Cette capacite est plus forte dans les milieux a pH
acide, comme cest |l cas dans le  milieu vaginal  normal
Les lactobacilles produisent aussi des biosurfactants, en particulier la surfactine, un
inhibiteur d'adhésion de certains germes pathogenes comme I'E.Coli, et Candida
Albicans. (O’Hanlon DE et al,. 2011).
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6. La capacité de co-agréger aux germes pathogénes ce qui empéche ces
derniers d'acceder et s'adhérer aux tissus cibles et les infecter (Lecomte F,
1999).

7. La flore vaginale joue aussi le réle de la premiere ligne de défense
immunitaire vaginale en stimulant les défenses pré-immunitaires gréce aux
antigenes de surface des micro-organismes composant cette flore. (Lecomte

F, 1999)
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Dans la partie précédente nous avons vu que la sant¢ de I'appareil urogénital est
directement dépendante de la dominance de sa flore en lactobacilles. Il s’agit
cependant d’un environnement dynamique et influengable par les variations
hormonales  (cycle, grossesse, contraception...) et environnementales (activité
sexuelle, hygiene...). Ces phénoménes sont susceptbles de perturber I'équilibre du
microbiote, de permettre la prolifération de microorganismes non endogenes par
altération du biofim, et d’entrainer I'apparition de symptomes pathologiques source
chez les patientes d'inconfort, de stress et de possibles conséquences sérieuses au

niveau infectiologique et métabolique.

I. Les infections de ’appareil urinaire

Les infections urinaires sont un probleme économique autant que de santé
publique : il s’agit du second motif de consultation et de prescription en France, aprés
les infections respiratoires. Les femmes sont 5 fois plus touchées que les hommes, 40
a 50% d’entre elles feront au moins une infection urinaire au cours de leur vie dont
10% récidivante. Une femme sur trois connaitra sa premicre cystite avant ’'age de 24
ans. (Vorkaufer, 2011).
1.1 définition et épidémiologie

On parle d’infection urinaire en présence d’un germe pathogéne dans l'urine
suite a une symptomatologie compatible. Les infections urinaires (IU) peuvent étre
localisées dans les voies urinaires basses (cystite, urétrite,...) ou hautes (pyélonéphrite
ou pyélite). Ce sont les infections bactériennes les plus communes chez la femme,
elles correspondent a une inflammation associée a une infection de la vessie causée
par la prolifération anormale d’agents infectieux dans le systéme urinaire (Andreas U
et Gerber, 2003).

50 % des femmes ont au moins un épisode symptomatique au cours de leur vie.
Un tiers de femmes ayant eu un premier épisode d’IU souffiira d’infections urinaires
récidivantes.

L’IU correspond a la présence de germes anormaux dans I'urine. Elle regroupe
a la fois la colonisation bactérienne asymptomatique et I'infection du tractus urinaire

symptomatique (Vorkaufer, 2011).
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1.2 la prévalence des infections urinaires
1.2.1 liée a I’age et au sexe :

Chez la femme, la friéquence augmente avec I'age, avec 2 pics : I'un au début de
lactivit¢ sexuelle et l'autre en période post-ménauposique. (Foxman et al., 2000 ;
Foxman, 2002 ; Czaja et Hooton, 2006).

1.2.2 liée a des situations a risque
e Activité sexuelle
e Utilisation des spermicides
e Troubles du comportement mictionnel (mictions rares, retendues, incompletes)
e Diabéte déséquilibré et/ou compliqué (neuropathie vésicale)
e Anomalie organique ou fonctionnelle du tractus urinaire (A.F.S.S.AP.S,
2008).

1.3 la physiopathologie des infections urinaires
1.3.1 Origine de I’infection
a. Infection endogene :

Elle est provoquée par la propre flore du malade a partir des germes cutanes
(staphylocoques par exemple) ou muqueuse du périnée, de la peau de I'abdomen ou
digestifs d’origine intestinale (entérobacteéries, streptocoques) (Lentilhac, 2002 ;
Botto, 2003).

b. Infection exogéne :

Elle est provoquée par un germe provenant d’un autre patient de manicre directe
ou indirecte par I'intermédiaire de matériel ou de I'environnement, des surfaces ou
des mains des soignants (Lentilhac, 2002).

c. Maladies sous-jacentes et état immunitaire

e Les diabétiques avec un risque relatif & 2,2 — 2,3 et cela & cause de la
glycosurie qui altére DPactivit¢ des polynucléaires, la phagocytose, et le
vidange vésicale, ce qui entraine un déséquilibre favorisant I'infection.

e Les maladies souffrant de malnutrition avec risque relatif de 2,4 (Cox, 1998).

e Néphropathie de base (lithiase, reflux, rein poly kystique, vessie neurogene ou
autres obstacles a I’écoulement)

e Durée des symptdmes supérieure a une semaine (surtout sous traitement
antibiotique) (Andreas et Gerber, 2003).
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e [Lutilisation récente d’antibiotique (facteur de risque d’IU compliquée par
ailleurs) (Bent etal., 2002 ; Little, 2010).

1.4 Les différents types d’infection urinaire
1.4.1 Les infections urinaires basses :
La cystite aigue

C’est une pathologie extrémement fréquente (environ une femme dur deux) et
également due la plus part du temps a E. coli. Elle comprend la colonisation
symptomatique de I'urine, de l'urétre et de la vessie. Les infections sexuellement
transmissibles (Neisseria et chlamydia) et les pathogenes génitaux (Candida,
Trichomonas et Gardnerella) peuvent aussi participer a Papparition de signes
pathologiques mais sont beaucoup plus rares.

Ces infections sont qualifitces de compliquées lorsqu’elles surviennent pendant
la grossesse, chez des patients présentant des anomalies structurelles ou
fonctionnelles, (obstructions, lithiase, cathéter...), chez les patients diabétiques ou

immunodéprimés. (Klemmer etal., 2011).

Enfin les cystites sont considérées comme récidivantes lorsqu’il y a plus de
quatre épisodes par an, dont deux dans les six mois précédents. Elles peuvent étre
dues soit & une rechute (20% des cas) c’est-a-dire une stérilisation incomplete suivie
d’une recolonisation par le méme pathogene a Parrét du traitement, soit d’une

réinfection (80% des cas) par un nouveau germe.

1.4.2 Les infections urinaires hautes
La pyélonéphrite

Elle se manifeste par de la fievre, des douleurs lombaires, de la sensibilit¢ a
I'angle costo-vertébral, de la leucocytose, de la pyurie avec des cylindres
leucocytaires dans le sédiment urinaire, des résultats positifs a la culture urinaire et
une bactériémie. Le microorganisme le plus couramment en cause est comme
précédemment E.coli, la plupart des cas sans complications survenant chez les
femmes jeunes et répondant habituellement favorablement au traitement. (Drai et al.,
2012).
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I.5. Les principaux agents pathogénes

Les uropathogénes sont classés en quatre groupes en fonction de

pathogénicité comme figuré dans le tableau.

Tableau 1: Classification des principaux agents pathogenes. (Belin N et

Bontemps F, 2012).

leur

GROUPE |

Bactéries considérées comme pathogenes
méme faible bactériurie

(>103UFC/mI)

Escherichia coli

Staphylococcus saprophyticus

GROUPE I

Bactéries souvent impliquées :
Entérobactéries autres que E.coli
(Klebsiella spp, Proteus spp,
Enterobacter...)

Staphylococcus aureus
Enterococcus spp
Corynebacterium urealiticum

Pseudomonas aeruginosa

GROUPE 1l

Bactéries dont I'implication est peu
fréquente avec bactériurie

¢levée (>10sUFC/ml) et isolation dans au
moins deux échantillons

d’urine

Staphylocoques a coagulase négative
autres que saprophyticus

Streptococcus agalactiae

Aerococcus urinae

Pseudomonaceae autres que aeruginosa
Acinetobacter spp.

Stenotrophomonas maltophilia
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GROUPE IV

Especes appartenant aux flores
urogénitales considérées en général
comme contaminants

Streptocoques ahémolytique,
Gardnerella vaginalis, Lactobacillus
spp., bacilles corynéformes sauf

C.urealyticum.

Les germes du groupe I sont le plus souvent retrouvés en cas d’infection et sont

généralement synonyme d’une contamination fécale. (Belin N et Bontemps F, 2012).

1.6. Les facteurs favorisants les infections

La prédominance des cystites chez la femme est en lien avec certains facteurs

qui agissent comme perturbateurs des éléments protecteurs des flores adjacentes et/ou

favorisant la prolifération des pathogénes. (Lecomte F, 1999 ; Klemmer PJ et
Mattern WD, 2011).

1.6.1. Les facteurs physiques :

>

L’anatomic féminine est caractérisée par un urétre court (3-4 cm) et
topographiquement proche de Planus et du vagin qui sont deux
réservoirs  bactériologiques donc des sources de contamination
potentielles selon leur teneur en lactobacilles protecteurs.

Comme pour le milieu vaginal, le cycle hormonal entraine des
modifications périodiques de lacidit¢ de l'urme donc une variation de
'action inhibitrice vis-a-vis des pathogenes.

Enfin, il existe une composante heréditaire dans la mesure ou les
antécédents maternels constituent un facteur de risque au méme titre
que la survenue d’épisodes au cours de I'enfance. (Lecomte F, 1999 ;
Belin N et Bontemps F, 2012 ; Lobel B et Soussy C, 2007).

1.6.2. Les facteurs environnementaux et comporte mentaux

> Les

rapports sexuels sont considérés comme favorisant Iapparition de

pathologies urogénitales. En effet, le sperme, les spermicides et certains

lubrifiants sont alcalinisants pour le milieu entrainant une potentielle

Revue bibliographique




STAALI Mestoura (2017) L’effet de probiotiques de Lactobacillus Rhamnosus sur les infections urogénitales.

perturbation de la flore vaginale elle-méme responsable de la contamination
urinaire.

» L’existence concomitante de pathologies génitales (mycoses, vaginites,
vaginoses) est un autre facteur de contamination des voies urinaires.

» D’autres paramétres comme I'insuffisance ou I'excés (décapage et irritation
cutanée) d’hygiene, Iessuyage post mictionnel de larriecre vers Iavant
(ramenant les germes fécaux dans la zone wulvaire) et le port de vétements
serrés ou synthétiques (macération) participent eux aussi a faciliter la

contamination. (Lobel B et Soussy C, 2007).

1.6.3. Les facteurs physiologiques et pathologiques :

» Au cours de la grossesse, la progestérone inhibe la production de péristaltisme
ce qui induit une diminution du tonus des sphincters urétro-vésicaux. De plus,
avec létirement des uretéres facilitant le reflux vésical, Ialcalinisation des
urines par rejet de bicarbonate et une éventuelle glycosurie, c’est un état qui
favorise non seulement la prolifération des pathogénes mais aussi leur
remontée vers les reins.

» Un autre état considéré a risque est le diabete. En effet, la forte teneur de ses
urines en glucose peut induire le déclenchement d’une cystite (avec ou sans
symptomes)

» D’autre pathologies comme les insuffisances rénales ou les neuropathies
touchant & I'innervation de la vessie et ses sphincters maintiennent un volume
résiduel potentiellement contaminant et constituent donc un facteur de risque.

> Les déplétions de la flore des microbiotes environnants par les traitements
antibiotiques, T'inefficacit¢ des moyens immunologiques innées et acquis dans
le cas d’immunodépression ou encore le port a demeure d’appareillage comme
les sonde constituent autant de voies de colonisations de I'appareil urinaire

pouvant conduire a une pyélonéphrite.
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1.7. Les outils du diagnostic :

Le diagnostic de la cystite aigue peut se faire sur présentation clinique, car la

symptomatologie est typique. Celle-ci se reconnait facilement sur la base de 3 signes :

- Brulures et douleurs a la miction,
- Pollakiurie,

- Mictions impérieuses.

Outres ces 3 signes, i faut s’assurer qu’il n’existe aucun facteur de
complication, notamment la fietvre ou les douleurs lombaires (évocateurs d’une

pyélonéphrite).
1.7.1. L’examen cytobactériologique des urines (ECBU)
Il comprend plusieurs étapes :

- DL’examen direct pour rechercher les leucocytes et les bactéries dans les
urines ;

- La culture quantitative de I'urine considérée comme I'examen de référence qui
permet un diagnostic de certitude ;

- DL’antibiogramme qui est I'é¢tude de la sensibilit¢ aux antibiotiques de la

bactérie responsable, et qui permet d’adapter le traitement.

Il s’agit d’'un examen simple a réaliser, mais dont la qualit¢ repose sur le respect
d'une méthodologie rigoureuse. L’objectif est de recueillr Iurine vésicale
normalement stérile, en évitant sa contamination lors de la miction par la flore

commensale qui colonise Turétre et la région périnéale. (DUPEYRON, 2006 ;
DARBAS et al., 2007).

a. Prélévement ou recueil de I'urine : (DARBAS et al., 2007)

I s’agit d’une étape primordiale qui conditionne la qualit¢ des résultats.
L’ECBU peut de dérouler au laboratoire ou a domicile, I'essenticl étant de bien

respecter les conditions optimales pour un bon recueil des urines :

- Les conditions d’asepsie rigoureuses apres une toilette soigneuse de la région

périnéale a I'eau et savon ou antiseptique type Dakin, suivie d’un ringage au
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sérum physiologique ou a l'eau pour éviter que les traces de savon ou
d’antiseptique ne soient entrainées par le jet d’urine.

- L’¢limmation du premier jet d’urine (10 a 20 ml) pour laver I'urétre distal de
sa flore commensale. L’urine est donc recueillie en milieu de jet dans un pot
stérile ouvert juste avant de recueil et renfermé juste apres. Un recueil de 5 a
20 ml d’urine est suffisant.

- Le recueill d’urine se fait au mieux le matin, si possible au moins 4 heures
apres une miction (pour permettre un temps de stase suffisant dans la vessie)
et avant toute antibiothérapie.

b. Conservation et transport de I’urine :

L’échantillon peut rester au minimum 30 minutes a température ambiante et 4
heures au réfrigérateur a + 4°C afin d’éviter la multiplication des germes qui est

extrémement rapide (une division toutes les 45 minutes a température ambiante).
C. Indications de ’ECBU :

L’ECBU est indiqué dans toutes les situations d’infections urinaires a
I'exception des cystites aigues simples d’évolution favorable ou la bandelette urinaire

peut suffire, si elle est négative, a exclure I'infection.

Le dépistage par ECBU des colonisations uriaires n’est indiqué que pour
certaines populations présentant des risques élevés de complications justifiant un
traitement, telles que les femmes enceintes et les personnes devant avoir une

manceuvre invasive sur 'arbre urinaire. (AFSSAPS, 2008)

Tableau 2: Interprétation des résultats de ’ECBU (DUNNE W, 1995)

Leucocytes/ml Bactéries/ml Culture Interprétation

<10 000 <1000 - urines normales

> 10 000 > 100 000 + IU certaine

> 10 000 > 1000 et + IU possible, a
<100 000 recontréler

(urétrite, prostatite

chronique)
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>10 000 <1000 - IU décapitée par
ATB

Penser aussi aux
tuberculose,
bilharziose,
néphropathie
interstitielle
chronique,
uréthrite,

tumeur urothéliale,
lithiase, germes

exigeants

<10 000 > 1000 + Souillures, surtout
Si

especes de germes
multiples.
Recontréler CBU

1.7.2.Test de la bandelette urinaire

Elle constitve une méthode semi quantitative de dépistage des infections
urinaires.

Leur principe de fonctionnement repose sur la détection de la leucocyturie par
dosage de la leucocyte estérase produite par les polynucléaires neutrophiles d’une part
et des nitrites dus a laction d’une nitrate réductase bactérienne (entérobactéries)
d’autre part. C’est un test relativement sensible puisqu’il permet la détection a des
taux de respectivement 104UFC/ml et 10sUFC/ml. (Fiche de lecture en annexe )

Une bandelette est considérée comme négative si ni la leucocyturie ni les
nitrites ne sont détectables. Il est alors possible d’exclure avec une excellente
probabilit¢ le diagnostic d’infection. Une bandelette est considérée comme positive si
il y a une leucocyturie et /ou des nitrites. Cette positivit¢ n’affirme en aucun cas le
diagnostic d’infection urinaire mais doit €tre considérée comme ayant seulement une

valeur d’orientation.
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Il existe des cas de faux négatifs pour le test des nitrites en cas de :
- Bactériurie faible (dilution des urines, séjour des urines dans la vessie moins de
quatre heures, compte de bactéries trop faible)
- Régime restreint en nitrates, pH urinaire acide ou traitement diurétique
- Infection causée par certaines bactéries non productives de nitrites comme les
infections a streptocoques, entérocoques, Acinetobacter spp. ou S. saprophyticus.
(Crutchet A, 2016).

1.8. Traitements des infections urinaires

Le traitement des infections urinaires vise principalement a éliminer les agents

infectieux du tractus urinaire.

1.8.1 Traitement des infections urinaires bactériennes

En cas d’infection urinaire bactérienne on utilise des antibiotiques.
Lorsqu’il s’agit d’une infection simple, les antibiotiques (en général utilisés) sont la
sulfamétoxoazol-trimétoprime, [’amoxicilline, [’'ampicilline et les antibiotiques de la
classe des quinolones (ciprofloxacine, norfloxacine et lévofluoxatine). En cas de
cystite on utilise également toujours plus la fosmoycine qui présenterait certains
avantages.

Parfois d’autres antibiotiques comme les céphalosporines peuvent é&tre utilisés.
En général, les symptomes disparaissent dans les premiers jours de traitement, mais il
est important de suivre les recommandations du médecin et de terminer le traitement
antibiotique méme si les symptomes ont disparu pour s’assurer d’€liminer toutes les
bactéries pathogénes et de ce fait limiter les résistances aux antibiotiques.

Le meédecin peut aussi prescrire des antalgiqgues notamment lorsque le patient
ressent une douleur. Des antipyrétiques (en cas de fievre), des antispasmodiques ou

encore des anti-inflammatoires peuvent étre prescrits.

1.8.2 Traitements des infections urinaires fongiques

Quand Tlinfection urinaire est causée par un champignon, on utilise alors de
préférence le fluconazol. L’amphotéricine B est utilisée lorsque la réponse au

fluconazol n’est pas satisfaisante. (Bergogne-Bérezin E, 2006).
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Il. Les infections de I’appareil génital

Notons que nous n’appréhenderons ici que les pathologies les plus fréquentes de
la sphere basse de appareil génital.
1.1 La vaginose bactérienne
11.1.1 Définition :

La vaginose bactérienne est une infection trés fréquente chez les femmes en age
de procréer, traduisant un déséquilibre profond de I'écosysteme vagmnal. En dehors de
la grossesse, c’est une pathologie bénigne, mais qui peut avoir un retentissement
psychologique important chez les femmes pour qui la vaginose bactérienne devient
une pathologie chronique et récidivante. (Bohot et Lepargneur, 2012 ; Livengood,
2009).

11.1.2 Epidémiologie :

La vagnose bactérienne est l'infection vaginale la plus commune chez les
femmes en age de procréer (Turovskiy et al, 2011). Sa prévalence varie entre 15 et
30% (Bohbot et Lepargneur, 2012).

En effet, beaucoup de facteurs doivent étre pris en compte. En fonction de la
zone géographique, de T'dge des patientes, de leur niveau socio-économique et de

leur ethnie on retrouve des résultats tres différents (Bohbot et Lepargneur, 2012).

11.1.3 Physiopathologie

Le mécanisme de survenue de la vaginose bactérienne n’est pas clairement
connu cependant, les auteurs semblent s’accorder sur le fait quelle est synchronisée a
une déplétion des populations de Lactobacilles du microbiote vaginal. Les populations
bactériennes sont alors multipliées par 1000, et le microbiote devient hautement
diversifié.

Il faut également noter que la vaginose bactérienne est une pathologie
polymicrobienne : la présence de Gardnerella vaginalis seule n’est pas suffisante
pour provoquer les symptomes.

C’est en effet une flore dont le polymorphisme semble étre la source.
(Turovskiy etal, 2011).
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11.1.4 Les principaux agents pathogenes

» Gardnerella vaginalis : C’est une bactéric commensale de la cavité¢ vaginale

présente dans 90% des épisodes de vaginose. Elle présente une forte adhérence
cellulaire limitée en période physiologique par le biofilm lactobacillaire. Cette

compétence fait d’elle I'élément le plus virulent parmi ceux responsables de
vaginose. (Machado A, 2013), Fig 03:

Figure 3: frottis vaginal avec présence de cellules indicatrices (grand nombre de G.

vaginalis fixées sur des cellules épithéliales). (Nugent et al., 1991).

» Mobiluncus spp

Ce sont des anaérobies inconstantes dans le tableau de vaginose. Leur
prévalence est d’environ 50% des cas. Ce sont des bacilles a Gram positif mais
apparaissant souvent variables ou négatif du fait de la faible épaisseur du
peptidoglycane au niveau de la paroi bactérienne, induisant une facilité de
décoloration. Leur forme est incurvée et ils sont mobiles a I'état frais. (Denis et al,

2011).
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> Atopobium vaginae

C’est un bacille a Gram négatif, aéro-anaérobie facultatif. Son identification
peut étre confondue avec des lactobacilles ou certains streptocoques. Vaginae et
Mobiluncus sont souvent mis en cause dans les vaginose récidivantes du fait de leur
fréquente résistance au métronidazole. (Livengood CH, 2009).

» Mycoplasmes

Trois especes sont reprouvees au sein de la flore vaginale normale : Ureaplasma
urealiticum, M. hominis et M. génitalium. Le premier est majoritairement présent dans
la cavité vaginale avec une prévalence de 50%, les deux autres étant beaucoup plus
rares. Leur croissance donne de petites colonies a I'aspect d’oeuf au plat di a la

pénétration des colonies dans la gélose. (Bébéar C et Bebéar CM, 2011).

11.1.5 Les facteurs favorisants le déséquilibre de la flore vaginale

a. La douche vaginale :
Une douche vaginale est [linjection d'un liquide dans le vagindans un but
thérapeutiqgue ou hygiénique, a laide d'une poire a lavement. Le liquide peut étre de

l'eau, de l'eau mélangée a du vinaigre, ou des produits antisepticues.

Le lien de causalit¢ entre les douches vaginales et la vaginose bactérienne a eté
démontré. En effet, la prévalence de vaginose bactérienne est accrue chez les femmes
ayant cette pratique (Klebanoff et al, 2010). La pratique des douches vaginales aurait
pu étre une réponse aux symptdmes de la vaginose bactérienne, en particulier a la
mauvaise odeur vaginale constante et indisposante. Il semble cependant qu’elle ne

fasse qu’accroitre le déséquilibre de la flore.

b. Le stress:

Il a été démontré que le stress psychosocial influerait sur la survenue de la
vaginose bactérienne. Plus que dans le maintien de I'infection, i aurait une véritable
action pour favoriser le déclenchement de I'infection. Le mécanisme exact est mal
connu mais le stress aurait une influence sur le fonctionnement du systeme

immunitaire, entrainant une sensibilit¢ accrue de l'organisme a I'infection (Nansel et
al, 2006).
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c. La sexualité :

Le risque de survenue de vaginose bactérienne est accrue chez une femme
multipliant les partenaires sexuels ou lorsquune femme a un nouveau partenaire
sexuel. L’augmentation de ce risque peut notamment étre expliqué par la présence du
sperme dans la cavité vaginale qui entrainerait un deséquilibre de la flore (Smart et
al, 2004)

d. Le tabac :

Le tabac est un facteur de risque incontestable de la vaginose bactérienne. Les
femmes fumeuses ont des taux d’eostradiol circulants nférieurs a ceux des femmes
non-fumeuses, ce qui pourrait expliquer le risque augmenté de vaginose bactérienne
chez les femmes fumeuses, sachant que les oestrogénes garantissent I'équilibre de la
flore vagnale via la synthése de glycogéne et la production d’acide lactique (\Wilson
etal, 2007).

De plus, les composants toxiques de la fumée de cigarette se retrouvent au
niveau du mucus vaginal, favorisant la suppression des lactobacilles producteurs de
H202 (Livengood, 2009).

e. La contraception :
De nombreuses recherches ont effectuées sur une possible influence des
différentes méthodes contraceptives sur I'équilibre de la flore vagmale. L’utilisation
des dispositifs intra-utérins a €été largement considérée comme facteur de risque de

vaginose bactérienne.

f. L’ethnie :

Le risque de vaginose bactérienne semble plus important chez les femmes
africaines (Klatt et al, 2010). Les femmes de race noire ont trois fois plus de risque
d’étre touchées par la vaginose bactérienne que les femmes de race blanche (Bodnar
et al, 2009). La flore vaginale de ces femmes est moins protectrice : les lactobacilles

sont plus rares et sont remplacés par d’autres bactéries. (Zhou et al, 2007).

g. Le niveau socio-économique :
Un niveau socio-économique bas favoriserait I'infection G. vaginalis et les

bactéries anérobies (Turovskiy et al, 2001).
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11.1.6 Les signes cliniques

Le diagnostic de vaginose est posé dans un premier temps par le tableau
clinique correspondant a au moins trois des criteres d’Amsel. Le prurit et les
sensations douloureuses sont rares ou modérées si présentes. La visualisation de
cellules indicatrices a I’examen microscopique direct a I'état frais permet d’orienter le
diagnostic.

Les facteurs influengant I'apparition de la maladie sont les mémes que pour les
infections urinaires : tout élément agissant sur les populations lactobacillaires
(douches vaginales, savons, traitements antibiotiques), la production hormonale
(ménopause, tabac), ou le pH vaginal (rapports sexuels, spermicides) sont susceptibles
de favoriser I'apparition d’épisodes. (Donders GGG, 2007; Livengood CH, 2009;
Bergogne-Bérézin E, 2007; Askienazy-Elbhar M, 2005).

Classiquement, la vagmnose bactérienne se définit a partr des criteres d’Amsel

par :

- La présence de leucorrhées blanc-grisatres, fluides, homogenes et adhérent a la
muqueuse vaginale ;

- Une odeur caractéristique de ‘’poisson pourri’’.

- Un pH vaginal, mesuré au niveau des culs-de-sac latéraux et antérieurs de la
cavité vaginale, supérieure a4,5;

- La  présence a lexamen direct des sécrétions vagmales de cellules
caractéristiques nommées “’clue-cells’’ ; il s’agit de cellules épithéliales

exfoliées recouvertes de petits bacilles leur donnant alors un aspect de cible.

11.1.7 Le diagnostic
Le diagnostic de vaginose bactérienne peut étre posé lorsque trois des quatre

critétres d’Amsel sont présents.

Un médecin peut détecter la vagmnose bactérienne a l'aide de quelques tests
simples. Il examine I'apparence et la couleur des sécrétions vaginales. Les sécrétions
normales sont généralement blanches ou transparentes tandis que chez les femmes qui
souffrent de vaginose bactérienne, elles sont souvent laiteuses, peu épaisses et parfois

abondantes.

On peut également mesurer Pacidit¢ des sécrétions vagmnales au moyen d’un

papier pH. Les femmes avec une vaginose bactérienne ont un pH élevé
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comparativement au pH plus acide protecteur que I'on retrouve dans les sécrétions
vaginales normales.

On peut aussi sentir les sécrétions vaginales pour voir si elles émettent une
odeur désagréable aprés I'ajout d’un agent chimique appelé hydroxyde de potassium.
Enfin, le médecin peut examiner au microscope un échantillon de sécrétions vaginales
afin de détecter des cellules appelées batonnets courts, lesquels indiquent la présence
d’une vaginose bactérienne. Parfois, on peut déceler une vaginose bactérienne au

cours de 'examen vaginal de routine. (Bergogne-Bérézin E, 2007).

11.1.8 Traitement

Les schémas thérapeutiques recommandés pour la vaginose bactérienne sont le
métronidazole (par voie orale ou vaginale) ou la clindamycine (par voie vaginale).

Bien que ces options thérapeutiques produisent un taux de guérison acceptable
immeédiatement apres le traitement, les récidives sont fréquentes dans les semaines ou
les mois qui suivent. Parmi les effets indésirables, on note une résistance au traitement
fréquent (BRADSHAW 2006, ODUYEBO 2009).

Selon les estimations, les taux de récidive atteignent jusqu’a 30% a 3 mois et
jusqua 80% a 9 mois. Ils nécessitent 'administration répétée d’antibiotiques. Cette
exposition répétée aux antbiotiques majore le risque d’émergence de souches
résistantes, I'altération du microbiote, et une persistance potenticlle des pathogenes
associés a la vaginose bactérienne (SOBEL 2006, SENOK 2009).

Les taux de guérison observés cliniquement avec le métronidazole sont en
contradiction avec les données in vitro rapportées par Beigi et al., qui ont déterminé
une sensibilit¢ au métronidazole de cultures vaginales jusqu’a 3 mois apres le
traitement de la vaginose bactérienne. lls ont également démontré une résistance au

métronidazole dans moins de 1% de ’ensemble des isolats anaérobies (BEIGI 2004).

11.2 La vaginite a candida
11.2.1 définition

C’est une pathologie infecticuse due a une levure du genre candida, affectant un
grand nombre de femmes en &ge de procréer. Cette pathologie peut devenir
chronique, on parle alors de candidose vulvo-vaginale récidivante, caractérisée par la

survenue de plus de quatre épisodes infectieux par an.
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11.2.2 Epidémiologie

La wulvo-vaginite mycosique est I'une des infections gynécologiques les plus
fréquentes chez la femme en période d’activité génitale, constituant le second motif
de consultation apres la vaginose bactérienne en gynécologie infectieuse (Amouri et
al, 2010). Au cours de leur vie, 75 % des femmes sont touchées par au moins un
épisode de candidose vulvo-vaginale. On estime que 40 a 50 % d’entre elles souffrent
de plus d’un épisode au cours de leur vie et que 5 a 10 % développent une candidose
vulvo-vaginale récidivante (Anane et al, 2010). La survenue d’un épisode récidivant
se déclare en moyenne 20 jours a trois mois aprés la fin du traitement chez 50 % des
femmes (Amouri etal, 2010).

11.2.3 Physiopathologie

Trois étapes sont indispensables dans la pathogenése des candidoses. Ce sont
I'adhésion, la formation des filaments et I'invasion épithéliale. L'adhésion aux
épithéliums permet la colonisation de I'héte, pré-requis indispensable a l'apparition de
linfection.

Ces levures sont capables de modifier leur morphologie pour permettre
linvasion des tissus. Elles passent d'une forme blastospore (arrondie ou ovalaire) non
pathogene quand elle est en faible quantité, a une forme filamenteuse
(bourgeonnement permettant a la levure son adhérence et son invasion dans les
tissus). S'ensuit une multiplication des Candida ainsi que la formation d'un biofilm sur
les muqueuses rendant la levure moins accessible aux antifongiques. Les Candida
sont également capables d'exprimer des facteurs de virulence pour favoriser linvasion

tels que des protéinases et des phospholipases. (Develoux M et Bretagne S, 2005).

11.2.4 L’agent pathogene : Candida albicans

L’agent pathogeéne le plus souvent en cause est Candida albicans (90% des cas)
et plus rarement C. glabrata. C’est une levure commensale du microbiote vaginal,
vivant habituellement a [I'état saprophyte sous une forme blastospore (levure).
Lorsqu’elle devient pathogéne, elle développe des pseudo-filaments wvoire des

filaments (contrairement a C glabrata).
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C. albicans est une levure opportuniste de la muqueuse vaginale qui peut passer
de I'état commensal a I’état pathogene suite a une perturbation de I'équilibre entre le
systtme immunitaire de I’hote au niveau de la muqueuse vaginale et les mécanismes
de virulence du champignon. La rupture de cet équilbre induit I'expression des
facteurs de virulence par la lewure et la colonisation de la muqueuse vaginale.
(Amouri | et al, 2010).

11.2.5 Les manifestations cliniques

La symptomatologie clinique n'est pas spécifique: prurit et leucorrhées associés
a un érytheme, voire un cedéme wulvaire. Cela est trés évocateur lorsque les
leucorrhées sont trés blanches et adhérentes (aspect de lait caillé). La survenue de
brllures ou de dyspareunic n’évoque pas une candidose vulvo-vaginale, mais cette
derniere peut cependant étre présente.

Ces symptomes traduisent une réaction locale d'hypersensibilité immédiate avec
synthese d'IgE spécifiques et libération d'histamine. L'interrogatoire précise la période
de survenue des symptémes au cours du cycle menstruel et leur siege exact, interne

et/ou externe (wulvite et/ou vaginite).

11.2.6 Les facteurs favorisants

La candidose vulvo-vaginale est multifactorielle. Elle peut étre la conséquence

de I'exposition de la femme a I'un des facteurs de risque suivants :
a. Estrogenes

C’est une pathologie hormono-dépendante. La grossesse et une contraception
orale riche en estrogene augmentent le risque de la colonisation vaginale et de
manifestations symptomatiques. Une augmentation du taux d’estrogéne induit celui
du glycogene, source de carbone, favorisant la croissance du Candida et son
adhérence aux cellules épithéliales. (Spacek J et al, 2007).

b. Diabéte :

Le diabéte non contrdlé prédispose a la candidose. En effet, le glucose favorise
I'adhésion du Candida aux cellules épithéliales, stimule son développement et active
I’expression des facteurs de virulence. (Amouri etal., 2010)

c. Antibiothérapie a large spectre

Une candidose symptomatique suit freqguemment une antibiothérapie locale ou

systémique qui va éliminer la flore bactérienne protectrice de la muqueuse vaginale

permettant ainsi une croissance du Candida. (Amouri et al., 2010).
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d. HIV

La candidose parait étre plus fréquente et plus persistante chez les femmes HIV
positive donc un systeme immunitaire affaibli. (Ohmit et al, 2003).

e. Facteurs génétiques

Il existe de facon empirique un risque de sensibilité accrue aux vaginites a

Candida avec I'existence d’antécédents familiaux. (Amouri et al., 2010).

f. Facteurs associés aux comportements
L’hygiéne vestimentaire (sous-vétements synthétiques et Vvétements serrés),
intime  (utilisation fréquente de produits antiseptiques) ainsi que la fréquence des
pratiques sexuelles, émergent comme facteurs potentiels de la candidose.
g. Contraception mécanique
Les contraceptifs mécaniques (dispositif intra-utérin  (DIU), anneau vaginal)
contribuent a la pathogenése. Des études récentes témoignent que C. albicans posséde
une grande capacit¢ d’adhésion et de production de biofiim a la surface du DIU, lu
permettant d’échapper a [I'immunité de I'hote et de réduire leur sensibilité aux
antifongiques, Fig 04 :
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Figure 04 : mycose vaginale a candida alnicans

http//mwvw. microbiologybook.org/mycology/mycology-3.htm .
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11.2.7 Le diagnostic

a. Diagnostic biologique

En cas de wulvo-vagnite aigue, sans contexte de récidive, I'examen clinique
permet a lui seul de faire le diagnostic. Devant un tableau de candidose wulvo-
vaginale récidivante, il est nécessaire de réaliser un prélevement vaginal qui permettra
d’identifier P'agent pathogeéne responsable de la symptomatologie et de mettre en

place une stratégie thérapeutique optimale (Bohot, 2007).
b. Prélevement :

On réalise un prélevement des lésions cutanéo-mugueuses au niveau vaginal a
laide dun écouvillon stérile humidifié a I'eau distillée stérile. On effectue deux
prélevements, l'un sera destiné a I'examen direct, I'autre servira pour réaliser une
culture de Téchantillon (Universit¢ médicale virtuelle francophone, 2010-2011). lls
doivent étre acheminés immédiatement au laboratoire car les levures se multiplient
trés rapidement (ANOFEL, 2010).

c. Examen direct :

Une fois le prélevement arrivé au laboratoire, on réalise un examen direct de
I’échantillon qui permet une orientation diagnostique rapide et fiable. Pour cela, on
réalise DI'état frais de I’échantillon. L’examen microscopique révele alors des cellules
rondes et ovoides, de 2 & 5 pm de diametre, & bourgeonnement polaire correspondant
aux levures et la  présence de pseudo mycélium (especes non-albicans) ou de
mycélium (éspece albicans) (ANOFEL, 2010).
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.

ANOFEL

|

Figure 5: Examen direct d’un prélévement vaginal (levures et blastopores)

http//campus.cerimes. fr/media/campus/dep loiement/parasitologie/enseignement/cand

idoses/site/html/images/figure9.jpg?v=1.0.0

ANOFEIL

Figure 6: Examen direct d’un prélévement vaginal (levures et filament)

http://campus.cerimes. fr/media/campus/deploiement/parasitologie/enseignement/cand

idoses/site/html/images/figure10.jpg?v=1.0.0
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d. Culture et identification des levures :

La culture est réalisée sur une gélose au sang ou sur un milieu de Sabouraud
glucosé auquel on additionne des antibiotiques (gentamicine par exemple), ce qui
permet d’inhiber la croissance des bactéries (ANOFEL, 2010).

Aprés 24-48 heures d’incubation a 37 ° C, on observe la formation de colonies
de quelques millimétres de diametre, de couleur claire, blanche, créeme ou beige,
d’aspect crémeux, de surface lisse et luisante ou de surface mate et plissée (figure 07).
(Dolerome et Robert, 1997).

ANOFEL

Figure 07: culture de Candida albicans.

http://campus.cerimes.fr/media/campus/deploiement/parasitologie/enseignement/cand

idoses/site/html/images/figurell.jpg?v=1.0.0

e. L’antifongigramme :

I permet d’identifier les antifongiques auxquels est sensible la levure isolée. La
réalisation de ce test est discutée car il y a peu de résistance des levures aux

antifongiques.
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11.2.8 Traitement
a. Traitement de I’épisode aigu

La prise en charge d’une candidose vulvo-vaginale aigue consiste en genéral a la mise
en place d’un traitement locale de courte durée. Ce traitement fait appel a des
antifongiques locaux de la famille des imidazolés qui possédent un large spectre. lls
sont actifs sur candida. L’association d’un ovule ou d’une capsule vaginale a une
créeme vaginale est essentielle pour traiter a la fois la symptomatologie vaginale et
vulvaire. La voie orale peut également étre utilisée ; dans ce cas, on utilise également

les antifongiques azolés (fluconazole ou itraconazole). (Amouri et al, 2010).

b. Traitement de la candidose vulvo-vaginale récidivante :

Les récidives de candidoses wvulvo-vaginales touchent 5 a 10 % des femmes et
peuvent considérablement perturber leur vie sociale et sexuelle. Avant d’entreprendre
un traitement pour une candidose wulvo-vaginale récidivante, il est essentiel de
confirmer le diagnostic par culture, d’exclure et de corriger les facteurs de risques.

Un traitement intensif par voie locale pendant 14 jours sera mis en place, associé a la
prise de 150 mg de fluconazole par voie orale le jour de la récidive. Ensuite un
traitement d’entretien au long cours pour éviter les récidives (fluconazole par voie

orale pendant 6 mois). (Donders et al, 2010).
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La partie précédente nous a permis de comprendre que les diverses pathologies
urogénitales féminines trouvent le plus souvent leur origine dans les déséquilibres de
notre flore. Si les traitements antibiotiques actuels des infections vaginales et urinaires
sont toujours efficaces, la réduction du nombre de nouvelles molécules mises sur le
marché associée au développement des antibiorésistances laissent envisager des
complications futures dans les moyens de prise en charge de ces pathologies.
L’utilisation de nouvelles stratégies thérapeutiques autant préventives que curatives
par les souches probiotiques semble constituer une alternative encourageante en vue

de restaurer et maintenir la santé du microbiote urogénital chez les femmes.

I. Définition et role des différents traitements utilisés pour rééquilibrer la flore
vaginale.

Comme présenté dans la premier chapitre, I’équilibre de la flore vaginale est
assurée a différents niveaux : dans un premier temps, la production d’oestrogeénes
permet d’obtenir une charge glycogénique suffisante, constituant une source nutritive
essentielle pour les lactobacilles qui a leur tour produiront par hydrolyse de I'acide
lactique au sein de la cavité vaginale. En cas de dysbiose, la thérapeutique peut
s’appuyer sur Iapport hormonal, les lactobacilles avec des probiotiques, et en jouant
sur le pH grace aux prébiotiques. La figure suivante illustre les cibles thérapeutiques

visant a rééquilibrer la flore vaginale. (Spear GT et al, 2014). Fig 08 :
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Rééquilibrer la flore

Figure 08 : les differents niveaux d'action pour rééquilibrer la flore urogénitale

http//Awww.slideserve.com/marlo/infections-uro-genitales-de-lafemme

I1. Les probiotiques
11.1 Définition

D’aprés la FAO et TOMS, les probiotiques sont des microorganismes vivants
(bactéries ou levures) qui, lorsqu’ils sont consommés en quantit¢ adéquate, produisent
un effet bénéfique pour la santé de I'hdte au-dela des effets nutritionnels traditionnels.
(Gordon Jl et Klaenhammer TR, 2011; Ravel J et al, 2011).

lls peuvent étre présents ou introduits dans certains aliments (compléments
alimentaires) ou encore dans certains meédicaments (ex : Lactéol® contenant des
Lactobacillus LB). Les probiotiques les plus connus sont les bactéries lactiques
(Lactobacillus, Streptococcus et Lactococcus) et les Bifidobactéries, largement

utilisés dans les yaourts et autres produits laitiers fermentés. (Spear GT et al, 2014).
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11.2 Les critéres de sélection

Les micro-organismes doivent posséder diverses propriétes de survie pour
répondre a la définition des probiotiques. lls doivent présenter une activité positive et
persister durant leur passage dans le tractus digestif (probiotique intestinal), et résister

a I’écosysteme vaginal.

Ces propriétés sont propres a chaque souche et ne peuvent pas étre extrapolables
d’'une souche a lautre méme au sein d'une méme espece. Plusieurs critéres de
sélection ont été établis par différents auteurs dont le but de sélectionner les souches

potentiellement probiotiques.

Ces critéres, résumés dans le tableau, sont répartis en trois catégories, a savoir
les criteres de sécurité, fonctionnels, et technologiques. Chaque souche doit étre
identifiée par les techniques moléculaires fiables et confrontée a une nomenclature
actualisée. Actuellement, le séquencage du géne qui code pour TADN ribosomial 16S
est la méthode moléculaire de référence pour identifier 'espéce d’une souche, mais

cette méthode requiert une large collection de souche de référence.

L’origine de la souche est également une condition importante car I'interaction
spécifique avec I'hote est maximisée lorsqu’elle  provient de la méme niche

écologique.

Tableau 3 : criteres de sélection des probiotiques. (Reid G, 2005; laconelli C et al,
2005).

Criteres de sécurité - Identification taxonomique
précise

- Origne humame pour [Iutilisation
chez ’humain

- Souche caractérisée par des
techniques phénotypiques et
genotypiques

- Historique de son pathogénicité et
non invasion des épithéliums

- Pas de transmission de géenes de

résistance aux antibiotiques.
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Critéres fonctionnels - Tolérance a Tacidité, a la bile et
aux enzymes digestives

- Adhésion aux cellules intestinales
et persistance au niveau des
muqueuses

- Production de substances
antimicrobiennes et antagonisme
envers les pathogenes

- Immunomodulation

- Aptitude & produire des effets

bénéfiques sur la santé.

Critéres technologiques - Stabilité¢ au cours des procédés de
production

- Conservation des  propriéétés
probiotiques apres production

- Non modification des propriétés

organoleptiques du produit fini.

11.3 Les souches a action probiotique

Les principales souches reconnues en tant que probiotiques chez I'’humain sont
des bactéries appartenant aux genres Lactobacillus, Bifidobacterium, Enteroccocus,
Streptoccocus et des levures du genre Saccharomyces. Les espéces associées a chacun
de ces groupes sont présentées dans le tableau suivant. Parmi ces microorganismes,
les bactéries appartenant aux deux premiers genres sont les plus fréquemment
utilisées dans la majorité des applications connues a ce jour chez 'humain.

Au niveau urogénital, Paction probiotique repose le plus souvent sur les
capacités antimicrobiennes des lactobacills et plus spécifiquement de certaines
souches : L. reuteri RC- 14, L.casei ssp Rhamnosus Lcr35 et GR1, largement ciblées
dans la littérature. Leur nature correspond en fait a la stratégie préférentielle de
restauration de la flore dont la perturbation est a lorigne des manifestations
pathologiques. (De Champs C et al, 2003).
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11.4 Effets bénéfiques des probiotiques

Plusieurs effets bénéfiques sur la santé ont été associés a la consommation des
probiotiques. La figure illustre la diversité des effets sur la santé documentés et
rapportés dans la [littérature. L’apport de probiotiques doit étre régulier. Les
probiotiques sont souvent considérés comme des aliments fonctionnels ou des

compléments alimentaires, mais pas comme des médicaments. (Fig 9).

Amélioration dela Réduction des produits Aug_mentation 'de lavaleur
digestion dulactose du catabolisme éliminés nutritionnelle (bonne
(sécrétion de lactase) par le foie etle rein digestion et absorption des

minéraux et vitamnes

%ﬁﬁ

Influence positive sur la Prévention des infections
flore intestinale intestinales (virus.

;. Probiotiques licobacter mior
Bonne croissance et le Helicobacter pyiori. ) et
bien-étre urogénitales
Régulation dela Prévention de : ostéoporose, Modulation du systéme
motilité intestinale cancer, hvpertension et immunitaire
(constipation. syndrome athérosclérose (réduction du Reéduction de I'inflammation
d’imitation intestinal e) taux de chol estérol) ou de~ réactions allergiques

= —}

Figure 09 : les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques. (laconelli C
et al, 2005).

I1.5 Mécanisme d’action contre les pathogénes
11.5.1 Mécanisme antibactérien :

Pour pouvoir étre utilisées comme probiotiques en vue du traitement ou de la
prévention des infections génitales, les souches de lactobacilles sélectionnées doivent
présenter une activité antimicrobienne. (Barrons R et Tassone D, 2008).

Dans ce contexte, une des propriétés les plus importantes est la capacité de
maintenir le pH vaginal en dessous de 4,5. A ce jour, seule la production d’acide

lactique a été démontrée in vivo et constitue de fait le seul mécanisme d’action
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scientifiquement incontestable. (Barrons R et Tassone D, 2008 ; Spurbeck RR,
Arvidson CG, 2011).

Un environnement vaginal acide, propice a la réplication des lactobacilles,
entraine indirectement la production de substances antibactériennes supplémentaires,
dont le peroxyde d’hydrogéne et les bactériocines. Ce second mécanisme constitue
une autre propriété recherchée lors de [Iutilisation des probiotiques. Elle est
notamment présente chez deux souches, L. crispatus et L. reuteri qui en ont fait la
démonstration. (Reid G et Bruce AW, 2001).

D’autres capacités recherchées dans les souches probiotiques sont I'adhésion
aux épithéliums, et la compétition avec les pathogénes en vue d’inhiber leur fixation
et leur croissance. La souche L. rhamnosus regroupe ces propriétés avec en plus une
bonne résistance au N-9 (Nonoxynol 9) retrouvé dans un certain nombre d’agents
spermicides. D’autres espéces de lactobacilles, L. acidophilus et L. delbrueckii,
semblent fortement diminuer 1’adhérence de Candida albicans. (Falagas ME et al,
2006).

Concernant le mécanisme de co-agrégation, trois souches empéchent les
pathogenes d’accéder aux récepteurs membranaires et aux épithéliums urogénitaux :
L. brevis, L. salivarius, et L. gasseri. Enfin, une des souches majeures, L. reuteri RC-
14 déja évoquee, forte productrice de H202, est également retrouvée dans beaucoup de
préparations pour sa capacit¢ a libérer des biosurfactants trés actifs sur adhésion de

C. albicans. (Falagas ME et al, 2006), Fig 10:
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Mécanisme 1 :
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Mécanisme 2 :
Compétition non-
spécifigque pour
Uadhésion

Mecanisme 3 :
Froduction de
substatices
antithicrobietities

Meécanisme 4 :
Compétition au nivean
de Mutilization des
natriments
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Figure 10 : les mécanismes d’action des probiotiques. (laconelli C et al, 2005).

I11. Les prébiottiques

Leur action est beaucoup plus étudiée au niveau intestinal mais elle peut
facilement étre extrapolée au microbiote vaginal. Il s’agit d’une « substance non
digestible, qui induit un effet physiologique positif a I’hote en stimulant de fagon
spécifique la croissance et/ou Dlactivitt d’'un nombre Lmit¢é de populations
bactériennes déja établies dans le milieu ».

Cette définition rapportée a I’écosysttme vaginal permet de définir les
prébiotiques comme étant des substrats favorisant la multiplication et la croissance
des lactobacilles vaginaux a l'origine d’une flore saine.

Enfin certaines substances considérées comme prébiotiques joue un réle
d’acidifiant assurant un maintien du pH et une mhibition de la croissance des
pathogénes. Ce sont par exemple Pacide lactique ou encore lacide ascorbique.
(Bohbot JM et Lepargneur JP, 2012).
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IV. Les symbiotiques

Un composé symbiotiqgue est un produit qui contient a la fois un (des)
probiotique(s) et un (des) prébiotique(s). L’effet synergique n’est pas requis, mais il
est possible que le prébiotique soit ajouté afin de favoriser la survie et lactivité des

souches probiotiques. (Gibson GR et Roberfroid MB, 2005).

V .Etudes d’efficacité des probiotiques vis-a-vis des pathologies urogénitales
V.1 Probiotiques et infections urinaires

La colonisation urinaire par des bactéries pathogenes est en général d’origine
fecale, leur remontée dépend de leur capacité d’adhésion. La reconstitution d’un
biofilm par TI'apport de lactobacilles au niveau vagmnal induit aussi la colonisation
périncale et de l'urétre. La thérapeutique par rééquilibrage de cette flore par voie
locale est a évaluer.

Par exemple avec les probiotiques seuls comme dans I'étude de Stapleton et al.
portant sur une cohorte de 100 femmes avec un protocole L. crispatus versus placébo
sur une durée de 10 semaines, des récidives ont été observées dans 15% du groupe
recevant le probiotique contre 27% avec placébo. C’est un résultant peu concluant, de
plus larges échantillons ou des souches différentes pourraient étre prometteuses.
(Stapleton AE, 2011).

D’un autre coté, I'étude de la combinaison probiotiques (L. acidophilus et
bifidobactérium lactis) et antibiotique (nitrofurantoine) versus antibiotique seul sur 85
enfants sur une période de trois ans a montré une plus faible occurrence des infections
urinaires avec I'association. (Mohseni MJ, 2013).

V.2 Probiotiques et vaginose bactérienne

En termes d’efficacité, les stratégies présentent plusieurs cas de figure :

e Probiotiques versus placébo : les résultats de ces tests sont en général encourageants
malgré leur nombre restreint. Ils montrent en général un bon taux de guérison
(Mastromarino etal. Drago et al.)

e Probiotiques versus antibiotique : elles sont plutét contrastées car non standardisées.

Les résultats wvarient en fonction formes, des souches, des voies
d’administration. Les antibiotiques restent cependant encore les plus efficaces devant
un épisode de vaginose bactérienne. Cependant leur utilisation seuls présente un taux

de récidives tres éleve.
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e Récidives avec probiotiques seuls : leur utilisation en prévention entre deux épisode
affiche de bons résultat que leur administration se fasse par voie vaginale ou orale.
Les probiotiques ne suppriment donc pas les rechutes mais permet de les espacer. lls
constituent donc un soutient post-antibiotigue en stabilisant la flore urogénitale.
(Larson et al., 2007)
e Probiotiques associés aux antibiotiques : la majorité des études cliniques semble
aller dans le sens d’une association permettant d’améliorer le taux de guérison
e Probiotiques associés aux oestrogénes : il s’agit d’une formule réservée au
traitement des vaginoses des femmes ménopausées et péri-ménopauseées.
V.3 Probiotiques et candidose

Les études cliniques d’efficacit¢ des probiotiques, pour la prévention et le
traitement des candidoses vaginales, donnent des résultats contrastés. Ainsi, une étude
(Williams et al., 2001) réalisée chez 164 femmes infectées par le VIH montrait des
résultats encourageants sur 21 mois avec 15% de candidoses dans le groupe recevant
les probiotiques contre 32% pour le placébo. Parallclement, I'équipe de Reid et al.
montrait qu’il était possible de reconstituer rapidement une flore lactobacillaire
normale chez des femmes souffrant de formes récidivantes par I’administration per oS
de souches de L. rhamnosus et L. gasseri

Les probiotiques ont également été testes dans la prévention des candidoses
postantibiothérapic et n’ont pas toujours pu démontrer une quelconque efficacité. En
revanche, leur administration avec le fluconazole permettrait d’améliorer les

symptdbmes et de négativer plus rapidement les cultures. (Martinez RCR, 2009).

VI. Mesures d’accompagnement et de protection de la flore
urogénitale

Le recours aux probiotiques étant préconisé en prévention comme en
complément des traitements antibiotiques sur des périodes de un a trois mois, il est
possible de favoriser I'équilibre de la flore en adoptant certains comportements au
quotidien.
VI.1 L’hygiene

L’hygiene mntime estune des clés indispensables afin de préserver I'équilibre du
microbiote urogénital. Le nettoyage doit étre quotidien mais non excessif, une a deux

fois par jour suffisent. Les femmes doivent étre orientées vers des produits adaptés, a
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pH neutre et constitué de principes actifs doux et bien tolérés, en leur précisant que les
savons liquides sont a utiliser sur la zone wulvaire et pas en douche vaginale
(asséchante, alcalinisante et néfaste pour la flore) et doivent étre rincés a I'eau. La
zone doit étre soigneusement séchée afin de limiter les phénoménes de macération
pouvant favoriser le développement de certains pathogenes. (Crutchet A, 2016).

V1.2 Autres conseils

Pour éviter la survenue d’infections génitales, les femmes doivent éviter de
porter des vétements trop serrés et privilégier les sous-vétements en cotons plutdt que
ceux en matieres synthétiques qui favorisent la macération.

Pendant les regles, le port de serviettes hygiéniques, présentant moins de
surface de contact entre bactéries et muqueuse, est préférable a I'insertion vaginale de
tampons. Au cours des rapports sexuels, il est préférable d’utiliser des préservatifs, le
sperme étant tres alcalin et les spermicides altérant sans distinction les spermatozoides
et la flore. En cas d’épisode infectieux, i est conseille d’évité¢ les rapports sexuels
autant pour permettre la reconstitution de la flore que pour éviter la contamination du
partenaire. (Crutchet A, 2016).
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I. Matériels
.1 L’objectif :

Mettre en évidence 1’activité antimicrobienne de bactérie lactique (Lactobacillus
Rhamnosus) et antiseptique (H20,) sur vis-a-vis Candida albicans agents pathogene

responsable des quelques infections urogénitales (Candida albicans).

1.2. Présentation du lieu de I’étude expérimental
Notre étude expérimentale a été realisée au niveau de laboratoire de
microbiologie N°03 site 111 (UMAB Mostaganem).

1.3. Matériel expérimental
1.3.1. les souches bactériennes
1.3.1.1. les souches lactiques

La souche de Lactobacillus Rhamnosus provenant du laboratoire de recherche de

Laboratoire des Microorganismes Béneéfiques et aliments fonctionnels (LMBAFS)
1.2.3.2. Les souches pathogenes

La souche pathogene Candida albicans (ATCC 10231) d souche de référence.
I.4. Les milieux de culture
Les différents milieux de culture utilisés sont :

% Milieu MRS bouillon, gélose et semi-solide : utilisé pour favoriser la
culture des Bacteéries lactiques du Genre Lactobacillus Spp (De Manne et
al. 1960)

% Milieu Sabouraud bouillon, gélose et semi-solide : pour la culture des

souches pathogenes (Candida albicans).

1.5. Appareillage
- Autoclave

- Etuve bacteriologique
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- Vortex

- Balance de précision

- Bain marie

- Bec Bunsen.

- Centrifugeuse.

- Plaque chauffante.

- Haute a flux lumineuse.

- pH métre a affichage numérique.

1.6. Solutions
% Eau physiologique
% L'eau oxygénée
¢+ Solution de NaOH (1N),
¢ Solution HCL 1N

«» Huile a immersion

1.7.Verrerie et petit matériel
¢+ Pipettes Pasteur,
% Flacons en verre (de 250 ml),
% Tubes a essai, a visse en Verre,
% Pipettes graduées (1ml, Sml, 10ml ...),
++ Boites de pétri en plastique,
% Béchers de 200, 500 et 1000 ml,
% Erlen Myers,
¢ Tubes a hémolyse en plastique (5ml),
% Burette,
% Tubes Ependorff.

% Micropipette.
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I1. Méthodologie utilisée

I1.1. La technique de réactivation des souches

Les souches bactériennes ont été reactivees avant leur utilisation dans les tests
d’inhibition a partir d’un stock de culture sur des milieux gélosés, réalisées sur milieu
MRS liquide pour les bactéries lactiques et le milieu Sabouraud pour Candida albicans
a raison de 05 ml de milieu de culture dans chaque tube ; ensuite, elles sont incubées a
25°C pendant 48 heures pour les levures et  37°C pendant 48h pour Lactobacillus

Rhamnosus

11.2. Examen macroscopique de la souche pathogéne
Cet examen permet de constater la morphologie des colonies obtenues sur
milieux solide. Ainsi, déterminer la forme, taille, couleur et aspect des colonies et sur

milieu liquide présentant un trouble du milieu. (Johnson et al., 1980).

11.3. Examen microscopique
Basé sur la morphologie des cellules bactériennes et leur mode d’association

observés par microscope optique.

» Observation microscopique a I’état frais
Une préparation a 1’état frais permet d’examiner la mobilité des souches et d’en

déceler la forme, bien que ce renseignement soit plus accessible sur des frottis
colorés.

» Technique de la préparation de I’état frais :
- Déposer une petite goutte d’eau stérile sur la lame,
- Prélever une fraction de colonies sur gélose/ bouillon,
- Faire une suspension homogene dans la goutte d’eau en incorporant progressivement
I’inoculum,
- Recouvrir d’une lamelle en évitant d’enfermer des bulles d’air,
- Le liquide ne doit pas déborder (sinon jeter la lame dans une solution désinfectante
et recommencer).

- Observer a I’objectif 40.
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- Apres observation, jeter 1’état frais dans un bac contenant un désinfectant car les
germes sont vivants.

Des bactéries sont considérées comme mobiles lorsque des trajets tres différents
sont observés (déplacement dans toutes les directions). Une bactérie immobile est
animée de mouvements d’agitation normaux appelés mouvements browniens, qu’il ne

faut pas confondre avec la mobilité (Canler, 2005).

11.3.1. Technique de préparation des frottis :

Avant toute coloration, il faut réaliser un frottis, c’est-a-dire un étalement et
fixation des bactéries sur une lame. La technique du frottis est fort simple :

Le frottis étant fixé, la lame ne présente plus de danger de contamination. On
peut alors effectuer la coloration désirée.

» Coloration simple (la fuchsine)
Les champignons sont généralement colorés par le bleu coton. Nous avons
coloré la souche Candida albicans par la fuchsine a défaut du bleu Cotton.
La coloration la plus informative est la coloration de Gram. Une coloration au
bleu de méthyléne peut apporter des informations concernant la morphologie des

germes (Canler, 2005).

I1.4. Conservation des souches
Selon le temps de conservation désiré, les souches pures sont conservées de la
maniére suivante :

Conservation a courte durée: les cultures jeunes et aprés croissance
bactérienne, sont conservées a 4°C au réfrigérateur (Kihal, 1996 ; Labioui et al.,
2005).

Conservation a long terme : les souches pures sont ensemencées en cultures

jeunes sur milieux liquides, aprés incubation de 24h a température optimum :
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Les souches sont conservées dans des micro tubes contenant un mélange de (600 pl
de les cultures bactériennes et 400 pl de glycérol comme cryo-protecteur).

lee micro tube sont conservées a -20 C° et -40 C° pour une durée plus longue.

1.5. Pouvoir antibactérien des souches

Les nombreuses méthodes décrites pour la détection de souches lactiques
productrices de bactériocines sont basées sur le principe que ces substances protéiques
peuvent diffuser dans un milieu de culture solide ou semi-solide qu’on inocule
préalablement avec une souche cible. La production de bactériocines est détectée par
le pouvoir inhibiteur du filtrat du microorganisme testé sur la croissance du germe
cible (Labioui, 2005).

1.5.1. Préparation de I’inoculum
La préparation des surnageant s’effectue par la mise en culture de la souche
lactique qui sera par la suite centrifugée a 60000 tours/min pendant 10 min. on sépare

le culot de la suspension dans des conditions stériles.

111.5.2. Méthode des puits ADT (Agar well Diffusion Test)

Les bactéries lactiqgues synthéetisent des molécules a action
bactéricide/bactériostatique comme les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene,
le dioxyde de carbone, le diacétyle et les bactériocines. Ces mécanismes
antimicrobiens ont été exploités pour améliorer la préservation des aliments (Titiek et
al., 1996 ; Labioui et al., 2005).

Pour la mise en évidence de la production de ces molécules par les souches
testées, nous avons choisi La méthode de diffusion en puits ADT selon (Cintas et al.,
1995) basées sur le principe que ces substances qui peuvent diffuser dans un milieu de
culture semi-solide qu’on inocule préalablement avec une souche cible; le résultat se

manifeste alors par ’apparition de zones d’inhibition autour des colonies.

Cette méthode consiste a couler la gélose de MRS en boites de pétrie de 90 mm

de diametre. Les boites sont ensuite mises a sécher pendant 15 min a la température
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ambiante. Nous avons aménagé les cavités (puits) de 6 mm de diamétre (a 1’aide
d’une pipette pasteur / un embout stérile d’'une micropipette) dans la gélose, puis nous

avons remplis chaque puit par 100ul de :

- Culture de bactérie lactique (Lactobacillus Rhamnosus) cultivée dans un
milieu de MRS bouillon.

- Peroxyde d’hydrogéne.

- Une solution de thiosulfate de sodium : son utilisation est pour but de
potentialiser 1’effet anti-pathogene de bactéries lactiques.

- Ultra levure (renferme un champignon microscopique, une souche de
levure probiotique qui favorise la restauration de la flore intestinale).

- Surnageant de bactérie lactique qui a été obtenu par centrifugation a 60000
tr/min pendant 10 min d’une culture bactérienne jeune de la méme charge de

souche cible.
On a réalisé cette méthode par deux types de surnageant :
v' Surnageant neutralisé a pH 7 par une solution de NaOH 0,1N.
v" Surnageant non neutralisé.

Aprés 3h de diffusion au réfrigérateur a 4°C, des tubes stériles sont remplis par
15 ml de milieu MRS semi solide, dont nous avons ajouté 100 ul de la souche
pathogéne candida albicans, agité pendant 1min au vortex, ce mélange a été coulé sur
la gélose solide dans chacune des boites pétrie, laisser solidifier pendant 15 min puis

les incuber en anaérobiose a 37°C pendant 48h.

La lecture de I’activité bactériocinogénique se fait par la mesure du diametre
d’inhibition autour du puits, exprimée en mm (Allouche et al., 2010).Une inhibition
est considérée positive si le diametre est supérieur a 2 mm (Thompson et al., 1996)
cité par (Doumandjiet al., 2010). La mesure de la zone d’inhibition (Zi) est effectuée

selon la formule suivante :

Zi (mm) = diamétre de la zone d’inhibition obtenue (mm) — diamétre de puits (6mim)

Matériels et méthodes



http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/22328-probiotique-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/13365-flore-intestinale-role

STAALI Mestoura (2017) L’effet de probiotiques de Lactobacillus Rhamnosus sur les infections urogénitales.

Etude de I'antagoniste par la methode de diiusion en puits ADT
(Surnageants non neutralisées )

O
-
L
CultureGeuneBeBoucheRestéedlanst C"|t"reBe"ne@ffBﬂuthEWafhoxénewamﬂem
|eniliuEMRSHiquided miliewMHiquide
Ty O
Centrifugerfaulture? o
(8000@pm/mn0min)2 -
1,5miBeBouche?
testéel
\
} 150p(@ubbathogened15mide?

MHBemi-solide

A Versereinélangeans?
I @ lestboitesEleDétripuis?
[aisserBécher

DéposerBOulied
surnageant@eZhaqued
soucheRestéedlansllest

puits®

Découperesipuits@vecd
un@mboutiaune®

LaisserflestboitesB@@(Pendent2h,Buis?
incubation@ans étuveBB 72 endentR4

Zonedtlnfitition®

09 | Letedes
® 0 HisHsT

Matériels et méthodes




STAALI Mestoura (2017) L’effet de probiotiques de Lactobacillus Rhamnosus sur les infections urogénitales.

Eude de Fantagoniste par la méthode de ditusion en puits ADT
(Surnageants neutralisé )

(@]

—t

CultureGeunedeBouchedestéeBansded
m|I|euMRSEqmdeﬂﬂ

CultureGeune@eBouchePathogéneansiel
milieuMHiquide®

-
Pl
Surnageant@ Centnfugerﬂaﬁtulturem
neutraliséBpHE 5T _J me""“‘"m"“")
parineBolutioned
Na®DH®
! S
J 150p@ufathogened15mider
MHZemi-solidelt
X Verserde@nélangeBansk
i lestboitesaieDétriuist
ke [aisserBécher
DéposerB0pLied
surnageanttleZhaquel , )
soucheestéedansles? Découperlespuitsavecd
it un@mboutjauned

Laisserflestboites@ACendent2h,Buis?
incubationansi étuvedB7ACDendentd

Lecture des
résulats

Figure 11 : protocole de la méthode des puits.
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I. Résultats
1.1 Examen macroscopigue
1.1.1 les souches lactiques

La souche Lactobacillus rhamnosus cultivée sur milieu MRS bouillon a 37°C

pendant 48h, le milieu apparait trouble, Fig.12 :

Figure 12 : croissance de Lb rhamnosus sur MRS bouillon.

1.1.2 La souche pathogene

La souche Candida albicans cultivée sur milieu Sabouraud bouillon a 25°C
pendant 48h, le milieu apparait trouble contenant des petites molécules crémes,
Fig.13.

Résultats et discussion
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Figure 13 : culture de candida albicans sur le bouillon de Sabouraud.

1.1.3 La souche ultra levure

La souche Ultra levure Saccharomyces boulardii* cultivée sur le bouillon

de Sabouraud a 37° pendant 24h, le milieu apparait trouble blanchatre, Fig. 14 :

Figure 14 : culture de la souche ultra levure sur milieu Sabouraud bouillon.
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1.2 Examen microscopique

Figure 15 : Aspect microscopique de candida albicans (G : 10x 100, 10 x 40).

Figure 16 : Aspect microscopique de candida albicans (G : 10x 40) colorées par la
fuschine.
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Observation: Candida albicans apparait sous sa forme lewure. La cellule
bourgeonne  déwveloppe une cellule fille. Les deux cellules se séparent.
La levure a une structure ronde a ovale de 4 a 8 pm.

.3 Recherche d’antagoniste :
1.3.1 Méthode des puits ADT (Agar Well Diffusion Test)

Dans un premier temps de notre étude on a réalisé I’étude d’antagonisme pour la

souche Lb Rhamnosus vis-a-vis Candida albicans.

Ces résultats d’antagonismes de nos souches isolées sont dus principalement a
la diminution du pH provoqué par la production de I’acide lactique (Drider. D et al.,
2006). Comme le montre la Fig.15 notre souche Lb Rhamnosus a démontré un effet
inhibiteur représenté par une zone d’inhibition de 20 mm vis-a-vis sur la souche
pathogéne Candida albicans.

Figure 17 : Effet antagoniste de Lb Rhamnosus vis-a-vis candida albicans selon la

méthode des puits.
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Dans un deuxieme temps de notre étude et afin de mieux connaitre la nature de
la substance inhibitrice et de la comparé avec le peroxyde de I'hydrogéne qui est
considéré comme un antiseptique, le surnageant neutralisé et non neutralisé de la
culture de Lb Rhamnosus et le Thiosulfate de sodium est considéré comme un

potentialisateur de I'effet inhibiteur de bactéries lactiques.

Il a été déemontré que I’utilisation de Thiosulfate de sodium en association avec
une souche de Lb rhamnosus est bénéfique dans le traitement d’infections
urogénitales telles que les vaginoses, les candidoses et les infections urinaires.
(Nilvoliez A, 2014), Cela est conforté par nos résultats obtenus illustré sur la figure
18, avec des zones d’imhibitions significatives (15 mm pour Lb rhamnosus, 10 mm
pour le Thiosulfate et un plus de 20 mm sur I'effet jumelé entre (Lb Rhamnosus +
Thiosulfate).

Figure 18 : Effet antagoniste de Lb rhamnosus et le Thiosulfate de sodium,
(Lb rhamnosus + le thiosulfate ) et du Peroxyde de I'hydrogéne, vis-a-vis Candida

albicans selon la méthode des puits.
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Nous avons par la suite testé I'effet de peroxyde de I’hydrogéne vis-a-vis
I'agent pathogene Candida albicans, Le Peroxyde d’hydrogeéne est considéré comme
un trés fort potentiel inhibiteur vis-a-vis Candida albicans. Le résultat obtenu

representé par la Fig.19 démontre clairement cette forte zone d’inhibition de 30 mm.

Figure 19 : Effet antagoniste de peroxyde de I'’hydrogéne, Vis-a-vis

Candida albicans selon la méthode ADT.

1.3.2 Méthode des puits ADT (Agar Well Diffusion Test) (Surnageant non

neutralisé)

Dans cette partie de notre étude les surnageant de Lb rhamnosus a été testé pour

son activité antagoniste vis-a-vis Candida albicans Comme le montre la figure 21.

Selon les résultats obtenus, la méthode de mise en évidence d’acticité
antagoniste exercé par Lb Rhamnosus, dévoilent des résultats positifs de surnageant
non neutralisés sont identiques aux résultats obtenues d’antagonismes de Lb
Rhamnosus (culot + surnageant), diminution du pH provoqué par la production de

'acide lactique sécrété (surnageant) (Drider. D et al., 2006).
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Dans un deuxieme temps de notre étude et afin de mieux connaitre la nature de
la substance mhibitrice nous avons neutralis¢ notre surnageant pour élimmer I'effet de
I'acide lactique. Nos résultats se rapprochent de plusieurs études ce qui montrent que
les fractions bactériennes cellulaires n’ont aucun effet sur la croissance des souches
cibles, par contre les fractions extracellulaires contiennent des substances

responsables de cette interaction (Achemchem et Abrini, 1997 ; Labioui et al., 2005) .

Il est important aussi de noter que I'absence d’mhibition dans les surnageant

n’exclue pas le fait qu’il existe des substances antibactériennes (Ammors et al., 2006).

Figure 20 : Effet de surnageant non neutralisé de Lb rhamnosus sur Candida albicans

selon la méthode des puits.
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Les travaux réalisés par (Mobarez et al., 2008) sur I'effet antimicrobien des
bactériocines produites par six souches de Lactobacillus acidophilus isolées par la
technigue ADT vis-a-vis de staphylococcus aureus révéle des diametres de zone

d’inhibition compris entre 13 et 20 mm.

Plusieurs auteurs ont étudié I'effet antagoniste des bactéries lactiques (Al et
al., 2007 ; Kacem et al., Simon et al., 2002 ; Rajaram et al., 2010), lorsque ces
dernieres jouent un role essentiel dans I'nhibition de certaines bactéries, parmi celle-

ci sont pathogenes et nuisibles (Drouault et Corthier, 2001).

Plusieurs bactéries lactique sont capables d’inhiber le développement de
certaines bactéries a gram positif telle que certaines espéces pathogéne, par sécrétion
des composés antimicrobiens comportant des peptides et des protéines, qui sont
appelé les bactériocines (Simon et al., 2010). L’effet antibactérien peut varier selon la

souche et selon les conditions de cultures (Bazo, 2011).

Song et Richard, (1997) ont montré chez Listeria, bactéries a Gram+, que les
cellules résistantes aux bactériocines ont une membrane de composition difféerente de

celle des cellules sensibles.

Certaines Lactobacilles jouent un rdle protecteur par sa production des
composés comme peroxyde d’hydrogéne (H202) acide lactique et les bactériocines qui

inhibent la croissance potentielle des pathogenes (Liliana et al.,2008).

A Tissue du présent travail nous avons constaté que Pallure de Tactivité
antagoniste de notre souche Lb rhamnosus testées vis-a-vis de Candida albicans

pathogenes, différe selon la souche considérée.
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Conclusion

Le présent travail permis de la mise en évidence in vitro de [Pactivité
antagoniste de la souche lactique : Lactobacillus rhamnosus vis-a-vis la souche

pathogene : Candida albicans.

Les résultats présentés dans ce travail permettent de fournir un ordre d’idée
plus clair sur le potentiel antimicrobien de Lactobacillus qui représente une voie
d’avenir pour la production des substances antimicrobiennes utilisées dans la
thérapeutique des infections urogénitales.

Le principe de [Tutilisation des probiotiques dans les pathologies
urogénitales semble cependant attractif avec de solides bases scientifiques et une
stratégie cohérente puisqu’il s’agit de remplacer une flore déficiente par la
méme espéce bactérienne la composant, administrée par voie locale ou orale et
exercant son action par la production d’acides, de peroxyde d’hydrogéne, de
bactériocines ou en modulant les réponses inflammatoires et immunitaires de la

muqueuse.

Conclusion
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Les annexes

Annexe 01 : Lecture de bandelette urinaire.
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Annexes 2 : Composition des milieux de culture

1. Milieu gélose MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960) (pH=6,5).

Peptone. ... 10g
EXtrait de Ievure.........ovrinieiiii e S5g
Extrait deviande ..........cooviiiiiiiiii e 10g
GIUCOSE et 20g
TWeEen 80 ...t Iml
Phosphate di-potassique KH2PO4 ............cooviiiiiiiiiiiia, 29
Acétate de SOIUML . ......oeieiet e S5g
Citrate triamONIQUE. .. . ..ottt ettt ee e eaaae 29
Sulfate magnésium sulfMgSO4...........coooiiiii 0.29
Sulfate manganese MnSO4.........coiiiiiiiiiiiiiee 0,05g
AGAI-AGAT. ...\ttt 18g
Fau distillée. ... ..o 1000ml

Autoclavage :120°C pendant 20 minutes.
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Milieu MRS bouillon :

Les mémes constituants de gélose MRS mais sans Agar-agar.

Autoclavage :120°C pendant 20 minutes.

Milieu MRS semi solide :

Il se prépare avec les mémes ingrédients de gélose MRS mais avec la moitié de
quantit¢ d’Agar-agar.

Autoclavage :120°C pendant 20 minutes.

2. Milieu Sabouraud gélose pH= 6

Peptone ......o.uiinii e 10g
GIUCOSE ettt e 20g
AGAMN-AGAT ... 189
Eau distillée ..........oooiii 1000ml

Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes.
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Milieu Sabouraud bouillon :

Les mémes constituants de gélose Sabouraud mais sans Agar-agar.

Autoclavage :120°C pendant 20 minutes.

Milieu Sabouraud semi solide :

Il se prépare avec les mémes ingrédients de gelose Sabouraud mais avec la moitié de
quantit¢ d’Agar-agar.

Autoclavage :120°C pendant 20 minutes.
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Résumé

Notre étude concerne leffet thérapeutique des probiotiques de Lactobacillus

rhamnosus lors des infections urogénitales.

L’¢tude expérimentale faite au niveau de laboratoire de microbiologie basée
sur le principe de la méthode des puits ADT, nous a montré que le genre
Lactobacillus rhamnosus inhibent la croissance de la souche pathogéne Candida

albicans en présentant une zone d’inhibition compris entre 13 et 20 mm de diametre.

Les résultats présentés dans ce travail permettent de fournir un ordre d’idée
plus clair sur le potentiel antimicrobien de la souche Lactobacillus rhamnosus vis-a-

vis 'agent responsable des infections urogénitales Candida albicans.

Mots clés : probiotique, Candida albicans, Lactobacillus rhamnosus, infections

urogénitales.
Abstract

Our study concerns the therapeutic effect of probiotics of Lactobacillus

rhamnosus in urogenital infections.

The experimental study made at the microbiology laboratory based on the
principle of the method of the wells ADT, showed us that the genus Lactobacillus
rhamnosus inhibit the growth of the pathogenic strain Candida albicans by

presenting an area of inhibition between 13 and 20 mm diameter.

The results presented in this work provide a clearer idea of the antimicrobial
potential of the Lactobacillus rhamnosus strain against the agent responsible for

urogenital infections Candida albicans.

Keywords: probiotics, Candida albicans, Lactobacillus rhamnosus, urogenital

infections.
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