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Résumé

Les infections urinaires arrivent au deuxiéme rang des infections communautaires bactériennes
apres les infections de 1’arbre respiratoire. C’est une infection a la fois du contenant (appareil urinaire) et
du contenu (urines). Elles correspondent a la présence anormale de germes microbiens dans I'urine.

Les femmes adultes et les nourrissons de sexe masculin sont les plus fréquemment atteints
d'infections des voies urinaires. Les femmes et les hommes de plus de 50 ans souffrent a peu pres a part
¢gale d'infections de l'appareil urinaire. Environ une femme enceinte sur trois souffre au moins une fois
durant la grossesse ou apres I'accouchement d'une infection des voies urinaires.

L’objectif de notre travail est d’isoler et d’identifier des staphylocoques qui provoquent

I’infection urinaire chez les enfants, les femmes et les hommes.

Dans cette étude nous avons utilisé la méthode d’examen cytobactériologique des urines(ECBU) qui
permet de diagnostiquer les infections urinaires. Nous avons purifié par la suite nos isolats, puis des tests
d’identifications microbiologiques classiques ont été réalisés afin d’identifier nos isolats. Le dernier test
consiste a testé le degré de sensibilité vis-a-vis les antibiotiques.

Cet examen montre la présence anormale de globules blancs dans les urines qui est caractérisé
essentiellement par une bactériurie et une leucocytaire, I’analyse microbiologique montre la présence des
Staphylococcus et autres germes.

Notre travail, nous a permis d’isoler les germes Staphyloccocus sp a partir du furoncle d’un malade
présentant une infection urinaires.

La mis en évidence de la résistance aux antibiotiques par la méthode de diffusion des disques en
milieu solide (I’antibiogramme) a montré que staphylococcus sp sensibles a la ciprofloxacin, cefotaxime,
pénicilline et oxacilline.

En conclusion, les staphylocoques sont des bactéries pathogeénes qui peuvent engendrer une
infection urinaire et résistent a plusieurs antibiotiques.

Mots clés : Staphylococcus, AP1 Staph, ECBU, Antibiogramme, infection urinaire.



Abstract

The urinary infections are infections of the urinary tract. Infection usually begins in the urethra or
the bladder. The ascending infection is the pathogen spreads respectively in the ureter or renal pelvis.

Women and boys are the most susceptible to urinary tract infections. Women and men over
50 suffer almost equally of infections of the urinary tract. About one in three pregnant women suffer at
least once during pregnancy or after delivery of a urinary tract infection.
In this study we used the method of urinalysis for diagnosing urinary tract infections. We puritied
thereafter our isolates, followed by microbiological identification tests were performed to identify our
isolates. The last test is tested the sensitivity against the antibiotics.

This examination shows the presence of abnormal white blood cells in the urine which is
characterized essentially by bacteriuria and leukocyte, the microbiological analysis shows the presence of

Staphylococcus and other bacteria.

Our work has allowed us to isolate the Staphylococcus sp from the boil of a patient with a
urinary infection.

The highlighted resistance to antibiotics by disk diffusion method in solid medium
(sensitivity) to show that Staphylococcus sp sensitive to ciprofloxacin, cefotaxim, penicillin and oxacillin.

In conclusion, staphylococci are pathogenic bacteria that may cause urinary tract infection and are
resistant to several antibiotics.

Keywords: Staphylococcus, API Staph, ECBU, Antibiogram, Urinary infections.
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L'infection urinaire est l'une des infections les plus rencontrées en pratique de ville comme en milieu
hospitalier (Soula et al., 1990; Alaoui et al, 1998; Gobernado et al, 2007 ). De nombreuses études
montrent que les infections urinaires touchent environ 40 a 50 % des femmes dans le décours de leur vie et

qu'un tiers des femmes fera une infection urinaire avant 24 ans.

L'infection urinaire est causée par la prolifération anormale d'agents infectieux dans le systéme urinaire
qui comprend les reins, les ureteres, la vessie et l'uretre. Les reins assurent la filtration du sang et permettent
I'¢limination des déchets. Ils jouent également un réle important dans la régulation des liquides corporels et
de la pression sanguine. La vessie agit en tant que réservoir d'urine. Quant aux uretéres et a l'urétre, ils
permettent le passage de l'urine respectivement des reins a la vessie, puis de la vessie vers l'extérieur du
corps. On distingue 4 types d'infections urinaires : la cystite, I'urétrite, la pyélonéphrite et prostatites. Ils se

distinguent selon la localisation de I'infection (Guy, 2008).

L'Examen Cytobactériologique des Urines (ECBU) est I'examen qui permet de mettre en évidence les
infections urinaires causées par les bactéries. Lorsque 'ECBU met en évidence la présence d'une bactérie
pathogene, il s'accompagne d'un antibiogramme qui permet de déterminer la sensibilité aux antibiotiques du

germe identifié.
Les objectifs de notre étude sont :

» Réalisation d’un examen cytobactériologique des urines (ECBU) pour confirmer le diagnostic
d’infection urinaire.

» Décrire les caractéristiques cliniques et microbiologiques des infections urinaires a
staphylocoques, comme étude thérapeutique préalable.

» Isoler et identifier des staphylocoques qui provoquent I’infection urinaire.

> Etudier la sensibilité des staphylocoques aux antibiotiques.



1. Systéme urinaire :
1.1. Anatomie et physiologie de systéme urinaire :

Au fur et a mesure qu’il accomplit ses fonctions, I’organisme produit naturellement des déchets
dont il doit se débarrasser. Parmi ces derniers, certains contiennent de I’azote (c’est le cas de I'urée et de
I’acide urique), qui provient de la dégradation des protéines et des acides nucléiques par les cellules de
I’organisme. Le systéme urinaire débarrasse le sang des déchets azotés et les élimine dans [’urine.
Souvent appelé systeéme excrétoire, le systeme urinaire comprend les reins, les ureteres, les vessies et

I’uretre (Fig. 1).

En plus du nettoyage du sang, le systéme urinaire remplit deux autres fonctions importantes : le maintien
de I’équilibre hydrique et électrolytique de I’organisme, ainsi que la régulation de I’équilibre acido-

basique du sang (Elaine, 2008).
1.1.1. Les reins :

Organes paires en forme d’haricot, ils sont situés dans la partie supérieure des fosses lombaires, en

arriere du péritoine (position rétropéritonéale) a hauteur des vertebres T12 a L2 (Fig. 2).

IIs mesurent en moyenne 12 cm de longueur, 6 cm de largeur et 3 cm d’épaisseur et pésent chacun
environ 150 g chez I’adulte. Ils sont entourés par une capsule fibreuse lisse, une capsule adipeuse et le
fascia rénal. Le parenchyme rénal est formé d’une part du cortex rénal en périphérie et d’autre part de la
médullaire ou medulla au centre. Le bassinet ou pelvis rénal communique avec 1’uretére. Chaque rein est

surmonté d’une glande surrénale (Colllgnon et al., 2007; Kamina, 2007).
1.1.2 Les fonctions des reins :

Les reins maintiennent la composition des liquides du milieu interne, fonction essentielle pour
I’homéostasie. Sans relache, les reins filtrent le plasma. Ils traitent ensuite le filtrat obtenu, c’est-a-dire
qu’ils excretent dans I'urine les déchets métaboliques et les ions en exces, et renvoient dans le sang les

substances nécessaires, dans les bonnes proportions.

L’ ¢limination des déchets et des substances en exces constitue une partie seulement du travail des
reins, qui réglent aussi le volume et la composition chimique du sang en conservant le juste équilibre

entre I’eau et les ¢lectrolytes d’une part, et entre les acides et les bases d’autre part.
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Les fonctions régulatrices des reins ne s’arrétent pas la. En sécrétant une enzyme appelée rénine,
les reins participent également a la régulation de la pression artérielle, en sécrétant une hormone,
I’érybropoiétine (EPO), qui stimule la formation des globules rouges dans la moelle osseuse rouge.

Enfin, les cellules rénales transforment la vitamine D en sa forme active (Elaine, 2008).
1.1.3 L’urétre :

L’urétre est un conduit musculaire aux parois minces qui s’abouche au plancher de la vessie et
transporte 1’urine par péristaltisme hors de I’organisme. A la jonction de 'urctre et de la vessie, un
¢paississement de la musculeuse de cette dernicre forme le sphincter lisse de 1'urétre (interne). Ce
sphincter ferme ['urétre et empéche I’écoulement d’urine entre les mictions. Son relachement est
indépendant de la volonté. Un second sphincter, le muscle sphincter de I'urétre (externe), est formé de
muscle squelettique dans la région ou l'urétre traverse le plancher pelvien. Sa maitrise est volontaire

(Elaine, 2008).
1.1.4 Les uretéres :

Les ureteres sont le prolongement des reins. Ils sont essentiellement des conduits qui transportent
I’urine des reins a la vessie. Bien qu’il puisse sampler que I'urine descend dans la vessie par la seule force

de la gravité, les ureteres jouent un rdle actif dans le transport de 'urine (Elaine, 2008).

Les couches de muscles lisses de leurs parois se contractent pour propulser ’'urine dans la vessie par
péristaltisme : ’urine est donc « poussée » par des vagues contractions successives naissant toutes les 20
a 30 secondes. Une fois arrivée dans la vessie, 'urine ne peut pas refouler dans les uretéres, car les petits
plis de la muqueuse de la vessie, qui se referment sur les extrémités des ureteres I’empéche de plus étant
donné que les ureteéres s’implantent obliquement dans la paroi de la vessie, la pression de ['urine

comprime leur paroi et bouche leur orifice (Elaine, 2008).
1.1.5 La vessie :

La vessie se situe dans la cavité pelvienne derriere la symphyse pubienne. C’est un organe musculaire
lisse et rétractile. Elle a un role de réservoir de capacité d’environ 500 ml, mais pouvant atteindre 800 a

1000 ml. Aucune modification n’est apportée a ’'urine dans la vessie (Hoehn et Marieb, 2010).

1.2 La formation des urines :

La formation de I’urine est le résultat de trois processus : la filtration, la réabsorption tubulaire et

la sécrétion tubulaire (Elaine, 2008).
1.2.1 Les néphrons :

Chaque rein possede au moins un million de tubes rénaux épithéliaux (néphrons) qui sont unités

structurales et fonctionnelles des reins qui assurent la formation de I'urine. Les néphrons sont compos¢s



d’un glomérule qui filtre le plasma et d’un petit tube, ou tubule rénal, rattaché au glomérule (Elaine,

2008).
1.2.2 Filtration glomérulaires :

La filtration glomérulaire repose sur un processus passif qui dépend de deux parametres: la
membrane de filtration et la pression de filtration. Le glomérule est semi-perméable, laissant passer I'eau
et les déchets solubles, pour qu'ils soient excrétés sous forme d'urine. Le sang filtré sort du glomérule
dans l'artériole efférente, qui I'envoie dans le plexus vasculaire de la médullaire, puis dans la veine intra
lobulaire. La filtration glomérulaire fait donc référence au passage des constituants du sang a travers la
membrane de filtration, afin de générer un liquide dans 1’espace de BOWMAN appel¢€ urines primitives

(Vaubourdolle, 2007).
1.2.3 Réabsorption et Sécrétion tubulaire

La réabsorption et la sécrétion tubulaires sont les deux mécanismes transportant dans des
directions opposées les substances entre le liquide tubulaire et le sang des capillaires péri tubulaires dans
le cortex et des vasa recta dans la médullaire. Ces deux fonctions tubulaires modifient considérablement

’ultra filtrat glomérulaire, qu’ils transforment en une urine habituellement concentrée (Gougous, 2005).
1.3 Caractéristique et Composition de I’urine :
1.3.1 Définition de ’urine :

L’urine qui sort de la vessie est normalement stérile. L’urine fraichement émise est
physiologiquement claire, transparente et sa couleur jaune va du clair a I'intense. Elle est inodore ou
légerement odorante. Elle est composée d’eau, d’urée, d’¢lectrolytes (sodium, potassium, bicarbonates,
sulfates), de créatinine, d’acide urique, d’ammoniaque et de toxines. Son pH varie entre 4,5 et 8,0.

L’urine est contaminée par les bactéries a sa sortie de I’organisme (Hoehn et Marieb, 2010).
1.3.2 Caractéristique physique :

- Couleur

- Odeur

-pH

- Densité (Hoehn et Marieb, 2010).

1.3.3 Composition chimique :

Elle est formée en grande partie d’eau (95%) et des compositions organiques et inorganiques (5%)
(Tableau 01). Cette composition varie suivant plusieurs facteurs comme I’heure de miction, type de

boisson, d’aliments consommés et des conditions physiques. (Hoehn et Marieb, 2010).

2. Les infections urinaires :



2.1 Définition :

Les infections urinaires sont des infections d’un organe de I’appareil urinaire : rein, vessie, urctre ou
prostate chez ’homme. Elles correspondent a la présence anormale de germes microbiens dans I’urine

(Louise, 2003).
2.2 Epidémiologie :
2.2.1 L’héte :

Les infections urinaires arrivent au deuxiéme rang des infections communautaires bactériennes
apres les infections de 1’arbre respiratoire. Elles concernent aussi bien les hommes que les femmes a tout
age. Leur incidence est malgré tout dix fois plus élevée chez la femme que chez ’homme entre 15 et 65

ans.

On estime qu’un tiers des femmes ont une infection urinaire (IU) au cours de leur vie. Chez les
femmes, deux pics sont constatés : un au début de I’activité sexuelle, I’autre en période postménopause.
En revanche, chez ’homme, la fréquence augmente aprés 50 ans du fait de la pathologie prostatique

(Emeline, 2015).
2.2.2 Les bactéries en cause :

Les infections urinaires sont généralement causées par un seul microorganisme. L’Escherichia
coli est ’agent responsable dans plus de 80 % des infections et le Staphylococcus saprophyticus dans 10

% a 15 % des infections (Daniel, 2003).
2.3. Colonisation urinaire :

Chez le sujet normal, l'arbre urinaire est stérile, a I'exception de la partie distale de 1'uretre. Une
colonisation urinaire correspond a la présence des micro-organismes dans l'arbre urinaire, sans qu'ils ne

génerent de manifestations cliniques.

Le concept de bactériurie asymptomatique est indissociable de celui de colonisation et correspond

a la méme entité sans le rattacher a une notion de seuil (Marrhich, 2008).
2.4. Classification :

Les infections urinaires sont fréquentes et regroupent a la fois les infections du haut appareil et du
bas appareil. 11y a 4 types d’infection qui sont comme suit : la cystite (la plus courante), ’urétrite (qui
touche uniquement 1’urétre), la pyélonéphrite (inflammation du bassinet et du rein) et prostatites (Derbé

et Saighi, 2004).
2.5. Infections urinaires du haut appareil urinaire :

2.5.1 Pyélonéphrite aigue :



Une inflammation touchant un rein ou les deux. Chez la femme, 1’affection est souvent une
complication consécutive a une infection des voies urinaires inférieures. Dans 75% des cas, ’agent causal

est E. coli.

Si la pyélonéphrite évolue vers la chronicité, 1’infection entraine une destruction des néphrons et
du tissu cicatriciel se forme dans les reins, ce qui nuit grandement au fonctionnement de ces derniers. En

raison des risques potentiels de mortalité¢ (Derbé et Saighi, 2004).
2.5.2 L’urétrite :

C’est une inflammation de I'urétre, I'urétrite résulte d’une contamination microbienne ou 1’agent
causal, le plus souvent, celui occasionnant une infection sexuellement transmissible. Elle est fréquente

chez I’homme (Marrhich, 2008).

2.6 Physiopathologie des infections urinaires
2.6.1 Origine de I'infection :

2.6.1.1 Infection endogéne :

Les infections endogenes ou auto-infections sont celles ou le malade fait une infection a ses
propres germes, qui sont souvent d'origine digestive, dont le risque est d'autant plus important lorsqu'il
existe une incontinence anale ou une diarrhée, ou au décours d'une procédure invasive de soins (sondage
vésicale, cathétérisme ...), ou en raison d'une fragilité particuliere. Ces cas ne peuvent qu'étre majorés au
cours de l'alitement a I'hdpital du fait de I'immobilisation et de la situation de dépendance du patient.

(Marrhich, 2008)
2.6.1.2 Infection exogene :

Les infections d'origine exogene sont celles ou le malade fait une infection a partir d'un germe qui
lui a été transmis, soit par manuportage (via le personnel de soins ou plus rarement, directement d'un
b b
patient a un autre), soit par du matériel ou un instrument mal désinfecté, ou encore par l'environnement

hospitalier (eau, air, surface, alimentation ...) (Marrhich, 2008).
2.7 Les vois de contamination :
2.7.1 La voie ascendante :

Deux mécanismes sont en cause ; d’une part, le cheminement urétral pour le bas appareil. Les
germes remontent le long de I'urétre, atteignent la vessie entrainant alors une cystite. D’autre part le
reflux vésico-urétéral pour le rein. Les germes envahissent le bassin et le parenchyme entrainant une

pyélonéphrite, ou la prostate entrainant une prostatite.

Les bactéries retrouvées le plus fréquemment appartiennent a la flore commensale colique aérobie

(E. coli, P. mirabilis, Klebsiella spp,Streptococcus) et anaérobie mais €galement a la flore cutanée



(staphylocoques a coagulase négative, corynébactéries) et génitale comme les lactobacilles chez les

femmes (Emiline, 2015).

2.8 Facteur favorisant :

Les facteurs favorisants une infection urinaire sont :
- T'uretre court.

- les rapports sexuels.

- la stase urinaire qui peut étre due a une uropathie obstructive, une lithiase, une malformation
congénitale, une hypertrophie de la prostate, un relachement périnéal, des lésions tumorales,
inflammatoires ou neurologiques, certains médicaments (anti cholinergiques, opiacés, neuroleptiques),

une restriction hydrique.

- la ménopause : modifications de la flore bactérienne vaginale dues a la carence en cestrogenes.
- ’'immunodépression.

- ’hygiene périnéale défectueuse (excessive ou agressive).

- I’état grabataire.

- le port de vétements trop serrés (Emiline, 2015).

2.9 Facteur de risque :

- Grossesse.

- sujet 4gé (= 65 ans) avec une maladie associée.

- Anomalie organique ou fonctionnelle de I’arbre urinaire (résidu vésical, reflux, lithiase, tumeur, acte

vésical invasif récent,...).

- Pathologie : diabéte, immunodépression, insuffisance rénale,... (Emiline, 2015).

2.10 Les symptomes d'infection urinaire :

Plusieurs symptomes, seuls ou associés, permettent de suspecter une infection urinaire :

- Des douleurs au ventre et/ou dans le bas du dos.

- Des brilures ou des douleurs en urinant.

- Une envie permanente d’uriner, méme lorsque la vessie est vide.
- Des urines troubles, parfois nauséabondes.

- Une fatigue intense.

- De la fievre.

- Des frissons (Emiline, 2015).

3. Les staphylocoques :



3.1 Généralités

Les premieres descriptions des staphylocoques isolées a partir de pus d’abces datent de 1871 mais ce
n’est que quelques années plus tard que ces travaux permettront de proposer un nom a la bactérie
rencontrée. Ainsi en 1878, Robert Koch en Allemagne et Louis Pasteur en 1880 en France décrivent des
grappes de coques dans du pus d’origine humain. La méme année, en Ecosse, Alexander Ogston propose
le nom « Staphylococcus » (staphylé : grappe et kokkos : grain) car les bactéries se regroupent en amas
irréguliers ressemblant a une grappe de raisin. Enfin, en 1884, en Allemagne, Anton Julius Friedrich
Rosenbach donne la premiere description du genre Staphylococcus en cultivant les bactéries sur milieu
solide. I1 différencie ainsi S. aureus de S. albus par la coloration des pigments produits par les colonies
(Hennekinne, 2009). Plus d’un siecle plus tard les staphylocoques restent un dangereux pathogene
humain (Jidar, 2007). Les staphylocoques sont des germes ubiquitaires et commensaux (Davido, 2010),
ils représentent pres de 50% des bactéries aérobies isolées sur la téte, les aisselles, les bras, les jambes et
dans les narines. IIs jouent un réle important dans 1’équilibre physico-chimique de la peau et constituent
une barriere contre les bactéries de la flore transitaire. Leurs distributions sur la peau n’est pas uniforme.
Il existe des niches préférentielles qui témoignent d’une adaptation de certaines especes aux différentes
régions de la peau (Corbiere Morot-Bizot, 2006). Le genre est class¢ dans la famille des
Staphylococcacee qui comprend 45 especes et sous especes dont dix sept ont été retrouvées chez

I’homme (Tableau. 1).

- 11 existe 45 espéces commensales de 'homme et des animaux présentes sur la peau et les muqueuses

dont la bactérie la plus dominée dans les pathologies infectieuses est S. aureus (staphylocoque doré).

- Dans des contextes particuliers, on peut trouver des infections causées par d'autres staphylocoques
(effraction cutanéo-muqueuse, contact avec des animaux, immunodéficience...) comme: S. epidermidis, S.

saprophyticus, S. hominis, S. haemolyticus...
Staphylocoque doré
- Responsable de nombreuses infections humaines, bénignes séveres, communautaires ou nosocomiales.

3.2 Classification : la classification hiérarchique du Phylum XIII (Firmicutes) basée sur I’analyse

phylogénétique de I’ADN/ ARN 16S (Garrity et al., 2007)

Régne : bacteria

Division : firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : bacillales

Famille : staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus



Tableau 1: Présentation des especes qui constituent le genre Staphylococcus (Bes et Brun, 2002).

[y

. Staphylococcus arlettae

2. S. aureus subspecies aureus*

3. S. aureus subspecies anaerobius

N

9]

. S. auricularis*

. 8. capitis subspecies capitis*

6. S. capitis subspecies urealyticus

7. S. caprae*

8. S. carnosus subspecies carnosus

9. S. carnosus subspecies utilis

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

S. chromogenes

S. cohnii subspecies cohnii*
S. cohnii subspecies urealyticus
S. condimenti

S. delphini

S. epidermidis*

S. equorum

S. felis

S. fleurettii

S. gallinarum

S. haemolyticus*

S. hominis subspecies hominis*

S. hominis subspecies novobiosepticus

S. hyicus subspecies hyicus

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

3S.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

44.

45.

S. intermedius*

S. kloosii

S. lentus

S. lugdunensis*

S. lutrae

S. muscae

S. pasteuri*

8. piscifermentans

S. pulvereri

S. saccharolyticus*

S. saprophyticus subspecies saphrophyticus*
S. saprophyticus subspecies bovis
8. schleiferi subspecies schleiferi*
8. schleiferi subspecies coagulans
8. sciuri subspecies sciuri

S. sciuri subspecies carnaticus

S. sciuri subspecies rodentium

S. simulans*

S. succinus43. S. vitulinus

S. xylosus*

S. warneri*




3.3 Habitat :

Les staphylocoques sont des bactéries tres répondues dans la nature, aussi bien dans ’air que dans
le sol ou dans I’eau (Obré et Buttiaux, 1981). Le réservoir naturel des staphylocoques est I’homme et les
animaux a sang chaud. Cependant, éliminées dans le milieu extérieur, ces bactéries trés résistantes sont
fréquemment retrouvées dans I’environnement. Le site de colonisation préférentielle de Staphylococcus
aureus chez ’homme est la muqueuse nasale. Les staphylocoques a coagulase négative représentent les
principaux commensaux de la peau avec les corynébactéries et les propionibactéries. La densité de
colonisation est plus importante au niveau des zones humides (partie antérieure des narines, périnée,
creux axillaires et les plis inguinaux). Les staphylocoques a coagulase négative sont généralement des

bactéries opportunistes essentiellement responsables d’infections nosocomiales (Kirkland ez al., 1990).

3.4 Caracteres bactériologiques :
3.4.1 Morphologie:

A partir des tests biochimiques et la forme des colonies le genre Staphylococcus et 1’espéce S.
aureus peuvent étre identifiés. Les staphylocoques sont donc des cocci a Gram positif sphériques de 0,5
a 2,5 um (Trouillet, 2011), isolées ou groupées en amas de plusieurs élément réalisant la disposition en
grappe de raisin, ce sont des cocci qui mesurent 0,8 a 1 um de diametre, immobiles, asporulés,
généralement acapsulés ou ayant une faible capacité de synthése de capsule. Les staphylocoques sont
généralement différenciés en deux groupes sur la base de leurs capacités a produire une coagulase libre,
les staphylocoques a coagulase positive (Staphylococcus aureus) ont un pouvoir pathogeéne bien
démontré par rapport au groupe des staphylocoques a coagulase négative qui sont considérés comme pas

ou peu pathogenes (Nauciel, 2000).
3.4.2 Culture :

Les staphylocoques se développent en aérobiose ou en anaérobiose sur la plupart des milieux
usuels. Certaines souches nécessitent cependant une forte pression en CO, pour une croissance optimale
ainsi que la présence d’autres métabolites tels que I’hémine ou la ménadione. La température optimale de
croissance est de 30°C a 45°C avec un maximum a 37°C et le pH varie entre 4,8 a 9,4 avec un optimum a

7,5 (Fleurette, 1982).

-En gélose nutritive, en obtient des colonies arrondies, bombées, luisantes, opaques, a contours nets,
pigmentées aprés 24 a 36 heures pouvant alors présenter une coloration jaune-doré parfois jaune

citrin par S. aureus (par opposition aux autres staphylocoques dits "blancs")

-En bouillon nutritif, On observe en 24h, un trouble uniforme abondant, puis un dépdt d’un voile

pelliculaire en surface.



-En milieu gélosé au sang, on observe fréquemment une zone claire d’hémolyse ( hémolyse) autour des
colonies. La plupart des souches de staphylocoques pousse sur un milieu synthétique contenant entre

autres du glucose, des sels minéraux, acides aminés dont la cystéine, la vitamine B1 et ’acide nicotinique.
3.4.3 Caractéres biochimique :

Les caracteéres biochimiques des staphylocoques permettent non seulement d’identifier le genre
Staphylococcus, mais encore de distinguer un staphylocoque potentiellement pathogene (S. aureus)

d’une souche saprophyte (S. épidermidis au S. saprophyticus)

1- Caracteres utiles pour [I’identification de genre Staphylococcus parmi ceux-ci, retiennent
particulierement I’attention:

a- Catalase : Toujours positive (+) et oxydase négative (-).
b-Coagulase: Positif chez S.aureus et négatif pour les autres.

c-Arginine- dihydrolase (ADH) : Cette recherche, réalisée en anaérobiose, sur bouillon de
Moeller+arginine, donne un résultat positif en moins de 96 heures pour les souches appartenant au

genre Staphylococus

d- fermentation de nombreux hydrates de carbone: Glucose, saccharose, glycérol...etc, sont

fermentés; le xylose n’est jamais fermenté.

e-Recherche de la staphylocoagulase libre: Produite en 24h. Elle est capable in vitro de coaguler le

plasma de lapin.

f-Recherche désoxyribonuclése : La désoxyribonucléase est une diastase sécrétée par un certain
nombre' d'espéces microbiennes (levures, moisissures) et en particulier par les staphylocoques

pathogenes (Weckman et Catlin, 1957; Fusillo et Weiss, 1959).

g-Recherche d’un phosphatase- acide: La phosphatase acide de S.aureus est un critére de pouvoir

pathogene discuté, utilisé parfois en bactériologie alimentaire (Le Loir et Gautier, 2010)

k-fermentation du mannitol : Cette fermentation est un test cl¢ pour une orientation vers

S.aureus (Obré et Buttiaux, 1981).

Tableau2 : Autres caractéres biochimiques des staphylocoques

S.aureus S.epidermidis S.saprophyticus S.haemolyticus
Coagulase libre + - - -
Récepteur de + - - -
fibrinogéne + - - -
Protéine A + = - -



Thermonucléase + - + +
Dégradation du
mannitol sur

Chapman

Les caractéres pour les autres espéces :

Coques Gram+ en amas
Catalase +

Conclure Staphylococcus

ou Micrococcus

Colonies pigmentées en jaune 1 [ Colonies blanc porcelaine, jaune clair ou

ou non, constituées de L rosesconstituées de cogue en tétrade
cogues en amas irréguliers :

Rechercher S.aureus J j(

N e e -
Galerie d'identification classigue:
Test de caractérisation rapide _Gélase nutritive
sur lame : mise en évidence _Gélose VE
[ des FR et/ou proteine A ] -Chapman

1 -Bouillon cozur-cervelle

-agro-anaérobie
- pousse sur Chapman

-aerobie strict
-pas de culture sur
Chapmanen 24h

Conclure genre

Conclure genre
Micrococcus

Conclure
S.aureus

Staphylococcus

Coagulase libre T | _ ]
Thermonucléase ous les test
RF ¥
Protéine A Conclure autre espéce
que S.aureus
Compléter par une galerie
complémentaire {comme

api Staph)

3.5 Transmission et facteurs de risques :

Les staphylocoques sont parmi les agents les plus fréquemment isolés d’infection nosocomiale. Le
contact direct reste le mode de transmission principal, il est aussi possible par le biais d’objets divers

(Jidar, 2007).
Les facteurs de risques favorisant le portage et les infections a staphylocoques sont :
- L’immunodépression.

La présence de dispositifs médicaux tels que les cathéters veineux périphériques et centraux, les

sondes urinaires, les valves cardiaques, les protheses orthoptiques...
- Larésistance aux antibiotiques (Arifur, 2011).

- Le sexe masculin, le diabéte, I’alcoolisme, I’insuffisance rénale terminale, la dialyse, certaines

dermatoses chroniques (eczéma, psoriasis), I’obésité et les antécédents neurovasculaires (Merlet, 2010).

3.6 Facteurs de virulence :



Les facteurs de virulence identifiés sont nombreux chez les staphylocoques. Ils sont codés par des
genes localisés sur le chromosome ou sur les ¢léments génétiques mobiles (Fomba, 2006). Ces facteurs
codent pour des protéines de surface ou des exoproteines et permettent a la bactérie de combattre le
systéeme immunitaire, d’adhérer aux cellules, de se disséminer dans le corps mais aussi d’utiliser les
nutriments et 1’énergie disponible (Chevalier, 2009). Les staphylocoques ont aussi des facultés
d’adhésion aux structures inertes (corps €trangers, protheses) et de production d’un biofilm qui est le

principal facteur de virulence de ces bactéries (Burin Des Rozier, 2002)
3.7 Les toxines :

Les staphylocoques sécretent une quantité impressionnante de toxines et d’enzymes hydrolysant
différents constituants cellulaires. Ces toxines et enzymes extracellulaires contribuent a la pathogénie des

staphylocoques (Bisognano, 2000).
3.7.1 Des toxines a action membranaire ou pore-forming-toxins (PFTs)

Ces toxines sécrétées par la bactérie sous forme de facteurs lipidiques ou protéiques formant des

pores au niveau de la membrane cellulaire de I’hote infecté (Davido, 2010).

e lalpha-toxine qui est un facteur majeur de virulence agit sur les plaquettes et les monocytes en
provoquant la libération des cytokines et autres médiateurs de I’inflammation et peut entrainer un
choc septique. Elle agit aussi en détruisant les cellules endothéliales ce qui favorise la dissémination
des bactéries et les métastases infecticuses a distance (Gras, 2006) .

e la béta-toxine est synthétisée chez seulement 18% des souches de S. aureus d’origine humaine. On
ne connait pas réellement son rdéle dans les pathologies humaines ou elle détruit sélectivement les
monocytes (Walev et al., 1996) .

e la delta-toxine eclle est enzymatique et agit comme un détergeant sur les membranes biologiques
(Aouati, 2009).
¢ Cinq principales toxines sont décrites chez S.aureus :

e Les hémolysines : Ont une action cytotoxique sur de nombreuses cellules eucaryotes, notamment les

globules rouges et les plaquettes. (Merlet, 2010).

La leucocidine : est formée de 2 composés, codés par des genes distincts, agissant en synergie ; elle agit
sur les polynucléaires et les macrophages chez les quels elle provoque la perte de mobilité, la
dégranulation, la destruction nucléaire et la lyse cellulaire. Cette protéine a role important dans la

formation du pus (Davido, 2010; Trouillet, 2011).

e L'exfoliatine : est une protéine thermostable responsable des Iésions d'érythrodermie bulleuse que I'on
observe parfois au cours des septicémies a staphylocoques et au cours de I'impetigo (Jidar, 2007;

Bailey et al., 1995).



o Les entérotoxines : dont il existe 7 sérotypes différents (A, B, C1, C2, C3, D, E) sont des protéines
thermostables responsables d'intoxications alimentaires (diarrhée, vomissements, douleurs abdominales,
rarement un collapsus cardiaque, qui apparaissent 1 a 6 heures apres l'ingestion).De 30 a 60 % des

souches de S.aureus produisent une entérotoxine. (Hennekinne, 2009).

e La toxine responsable du choc toxique staphylococcique (TSST-1) : cette protéine antigénique
entraine la formation d'anticorps protecteurs présents chez 85 % des sujets adultes. Cette toxine a un
effet pyrogéne et est un superantigéne qui entraine l'activation simultanée de plusieurs sous-
populations lymphocytaires, ce qui entraine la libératioin de plusieurs médiateurs responsables de la

symptomatologie du choc staphylococcique.
3.8 Les enzymes

La coagulase-libre est une exo-enzyme coagulant le plasma d'homme ou de lapin. C'est une protéine
thermostable, toujours produite par les souches de S.aureus (et non produite par S.epidermidis et
S.saprophyticus). Elle active la prothrombine en thrombine. La thrombine ainsi activée agit sur le
fibrinogéne qu'elle transforme en fibrine.. C'est un facteur primordial dans le pouvoir pathogeéne en
coagulant le plasma autour des coques et en les protégeant de la phagocytose ; elle est a l'origine des
thrombophlébites suppurées (Karam, 2004).

La fibrinolysine (staphilokinase) : Est caractéristique des souches pathogénes humaines. En activant le
plasminogene en plasmine, elle provoque la dislocation des caillots endoveineux qui libére des micro-

embols septiques, facteurs de septicémie et de localisations septiques secondaires.

e Les désoxyribonucléases (ou DNAses) : Sont des facteurs de destruction des noyaux cellulaires. La

DNAse thermostable est spécifique de S.aureus.

eLa hyaluronidase : Est une enzyme thermolabile hydrolysant I'acide hyaluronique, substance
fondamentale du tissu conjonctif : elle favorise ainsi la diffusion des staphylocoques dans le tissu

conjonctif (Rouergue et Tourret, 2003)

e La lipase : 80 % des souches produisent cette enzyme qui semble constituer un facteur de virulence

dans les abces ou, en modifiant les lipides bactériens, elles favorisent la survie des staphylocoques.
3.9 Résistance des staphylocoques aux antibiotiques :
3.9.1 Résistance a la novobiocine :

Les staphylocoques a coagulase négative sont habituellement classés selon le critére de sensibilité
ou de résistance a la novobiocine.La novobiocine est un antibiotique bactériostatiquepeu utilisé en
thérapeutique, pouvant s’avérer tres actif sur les bactéries a Gram positif, en particulier les Bgalactosidase
staphylocoques. Son action consiste en I’inhibitionde la réplication de 1’acide désoxyribonucléique
(ADN), ce qui empéche la fixation de I’ATP sur la sous-unité B de I’ADN gyrase, phénomene fournissant

I’énergie nécessaire au fonctionnement de cette enzyme. Ce sont généralement les souches de



Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus cohnii cohnii, Staphylococcus cohnii urealyticumet

Staphylococcus xylosus qui sont résistantes a la novobiocine (Marchal et al., 1987).
3.9.2 Résistance a la pénicilline :

Actuellement 90 % des staphylocoques sont résistants a la pénicilline G. Le mécanisme de
résistance a la pénicilline repose sur la synthése par la bactérie d’une enzyme appelée B-lactamase ou
pénicillinase qui hydrolyse le cycle B-lactame des pénicillines et les rend inactives. Le gene blaZ qui code
pour cette enzyme est porté par un plasmide ou un transposon. Le géne blaZ est sous le controle d’un
systeme répresseur / anti répresseur (blaR1 / blal). La production de B-lactamase est le plus souvent

inductible (Lowy, 2003).
3.9.3 Résistance a la vancomycine :

La cible des glycopeptides est le résidu D-ala-D-ala du peptidoglycane. Le mécanisme de
résistance hétérogene a la vancomycine (souches hétéro-VISA et VISA) est li¢ a un épaississement de la
paroi bactérienne qui piege les glycopeptides dans les couches superficielles en les empéchant d’atteindre

la membrane cytoplasmique ou le peptidoglycane est synthétisé (Walsh et Howe, 2002).
3.9.4 Résistance des staphylocoques autres antibiotiques :

Staphylococcus aureus a développé des résistances a quasiment tous les antibiotiques mis sur le
marché. Les mécanismes impliqués comprennent la synthése d’enzymes inactivatrices, la modification de
la cible des antibiotiques et des systémes d’efflux qui diminuent la concentration de I’antibiotique dans la
bactérie (Tableau 3) (Corne, 2004). La résistance des staphylocoques a coagulase négative est
comparable a celle observée chez Staphylococcus aureus. Leurs fréquences de résistances peuvent
méme parfois étre plus ¢élevées notamment chez S.epidermidis et S.haemolyticus, fréquemment

responsables d’infections nosocomiales (Jidar, 2007).



Tableau 3:  Mécanismes de  résistance des  staphylocoques aux  antibiotiques.

Les Beta lactamines une production denzymes [(Leclereg.2002); (Corne,
(pénicillinases)  ou  par 2004) ; (Eveillard, 2007)].
modification de la cible PLP

Les Glyeopeptides cpassissement de la paml  [(Fauchere et Avril ,2002) ;

bactérienne qui piége  les

glyeopeptides dans les  (Corne, 2004)].

couches superficielles en les

empéchant d atteindre  la

membrane cytoplasmigue ou

le peptdoglycane est

synthétisé

Les Aminosides production  d’enzymes 4 (Tchougoune, 2007)
partir d’un plasmide R, Ces
enzymes sont de trois
catégories  © ks phospho

transfiérases, les
adenyltransférases et les
acetyltransférases
Les Macrolides, modification de la cible {Merlet, 2010)
Lincomycines,
Streptogramines | MLS)
Les Tetracyclines secretion d'une protéme gqui (Tchougoune, 2007)
empéche la pénétration
intrabactérienne de
I'antibiotique
Les Fluoroguinolones une modification de la cible (Quincampoix et Mainardi

L2000




Notre objectif consiste a :
- Réalisation d’un examen cytobactériologique des urines (ECBU) pour confirmer le diagnostic
d’une infection urinaire.
- Décrire les caractéristiques cliniques et microbiologiques des infections urinaires a
staphylocoques, comme ¢étude thérapeutique préalable.
- Isoler et identifier des staphylocoques qui provoquent une infection urinaire.
- FEtudier la sensibilité des staphylocoques aux antibiotiques.

1. Population étudiée :

Au cours de notre stage qui a duré 45 jours au laboratoire de bactériologie (laboratoire
d’établissement publique hospitalier de Mostaganem), nous avons réalis€¢ un travail sur un groupe de

patient (30 personnes) présentant des signes d’une infection urinaire.

2. Prélévement et transport au laboratoire :

2.1 Prélevement:

L’urine est normalement un milieu stérile qu’il peut étre facilement contaminé par la flore
commensale. Le prélevement est effectué¢ au laboratoire, le matin, aprés restriction hydrique la veille.
Apres désinfection soigneuse de la région génitale avec un antiseptique, le patient élimine le premier jet,

puis recueille quelques millilitres d’urines dans un pot stérile. (Sedrati, 2014).
2.2 Le transport et la conservation des urines :

Une fois prélevées, les urines doivent étre acheminées le plus rapidement possible au laboratoire.
La conservation du recueil doit étre la plus courte possible, le transport sera fait dans un emballage

réfrigérant en moins de 2 heures vers le laboratoire (Roland, 2006).

Le prélevement d’urine doit étre individualisé par une étiquette comportant : le nom et prénom du

malade, la date.....etc.

3. Examen cytobactériologique des urines (ECBU)
L’infection urinaire est confirmée par ’'ECBU, lorsque les résultats positifs, sont accompagnés
d’un antibiogramme testant la sensibilit¢ du germe isolé aux différentes classes d’antibiotiques. Cet

examen doit étre réalisé avant tout traitement par antibiotique (Roland, 2006).

3.1 Examen macroscopique :

Consiste a déterminer 1’aspect des urines :

e La couleur.

e [’odeur.



e La transparence.
e Laviscosité.
3.2 Examen microscopique (cytologique):
Apres avoir bien homogénéisé I’échantillon par centrifugation a (3000t/min) pendant 10min, on
dénombre les leucocytes et les hématies. A 1’état normal, 1’urine est trés pauvre en ¢léments cellulaires :
environ 10° hématies et moins de 10* leucocytes/ml et quelques cellules de desquamation de la

muqueuse. On peut aussi y trouver également des cylindres hyalins et des cristaux (Darbas et al., 2007).

3.2.1 Les leucocytes :

En cas d’infection urinaire, les leucocytes sont pratiquement toujours rencontrés en grand nombre
(> 10 leucocytes/ml) car dans ce type d’infection, la multiplication bactérienne s’accompagne d’une mise
en ceuvre des défenses immunitaires, d’ou une réaction cellulaire qui, dans son aspect le plus intense, se
traduit par une leucocyturie trés importante, la pyurie. Il convient toutefois d’interpréter prudemment
une leucocyturie négative (<107 leucocytes/ml) ou faiblement positive, notamment chez des patients dont
les défenses immunitaires sont affaiblies (nouveau-né de moins de 3 mois, femme enceinte, ...) (Darbas
et al., 2007).

3.2.2 Les hématies :

Elle est normalement < 10*ml Selon son intensité, I’hématurie peut étre microscopique ou
macroscopique. Les traumatismes, les calculs, les tumeurs siégeant en un point quelconque de I’appareil
urinaire, la tuberculose, les troubles de la coagulation (traitements anticoagulants) peuvent étre a 1’origine
d’hématurie, mais il existe aussi des cystites hématuriques (Darbas et al., 2007).

3.2.3 Les cellules :
Les cellules épithéliales proviennent des tubules rénaux ou des voies excrétrices, leur signification

est inconnue (Darbas et al., 2007).

3.2.4 Les cylindres :

Ils représentent les moulages de tubules rénaux éliminés dans les urines. Leur squelette est la
protéine physiologique de Tamm-Horsfall qui constitue le cylindre hyalin, le seul qui ne soit pas
pathologique. Dans cette protéine peuvent s’agréger des hématies, des leucocytes, des globules graisseux
qui constituent des cylindres hématiques, granuleux, graisseux lesquels sont pathologiques (Darbas et al.,
2007).

3.2.5 Les cristaux :

IIs ne sont pas pathologiques quand ils sont constitués de substances normalement présentes dans
I’'urine (acide oxalique, acide urique ou urate, sels de calcium). Seuls les cristaux de phosphate
ammoniaco-magnésien ont un intérét dans le diagnostic d’une infection urinaire car ils sont en faveur

d’une infection par une bactérie ureasique (Darbas et al., 2007).



3.2.6 Les micro-organismes

Nous cherchons la présence de bactéries, de levures, de Trichomonas. Lorsque le nombre de
bactéries est compris entre 20 000 et 30 000 bactéries/ml, nous effectuons une coloration de Gram a partir
de culot des échantillons (Darbas et al., 2007).

4. Isolement et identification des staphylocoques :
4.1 Ensemencement :
L’isolement permet d’obtenir des colonies isolées sur les milieux gélosés. L'urine est ensemencée
sur milieu solide (Gélose nutritive, Chapman...) que l'on incube en aérobiose.

Les milieux de culture apportent aux bactéries les substances indispensables a leur croissance a
savoir carbone, azote, hydrogene. Ces milieux d’isolement sont:

-La gélose nutritive est utilisée pour la culture des germes qui ne présentent pas d’exigences particuliéres.
- Le milieu Chapman est utilisé pour la culture des Cocci Gram positif.

- Les milieux d’enrichissement, ce sont des milieux qui permettent une multiplication importante des
germes.

L’incubation des cultures bactériennes se fait de 18 a 24 heures a 37° C (Roland, 2006).

4.2 L’identification :

L’identification consiste a mettre en évidence quelques caractéres importants (morphologie des
colonies, coloration de Gram, recherche de I’oxydase et de la catalase). Qui permettront de ranger le
germe isolé dans une famille, genre et espece.

Elle est basée sur des tests biochimiques et réalisée au moyen du portoir réduit de Le Minor a
partir d’une colonie. Cette identification est effectuée par le systeme API 20E. La lecture est effectuce
apres 18 heures d’incubation a 37° C. (Roland, 2006).

4.2.1 Examen macroscopique :

Le milieu Chapman est un milieu sélectif pour les staphylocoques, sa teneur élevée en chlorure de
sodium limite le développement de certains germes autres que Staphylococcus. Les micro-organismes
fermentant le mannitol donnent des colonies jaunes. Ce caractére est un critére d’orientation pour
I’identification de Staphylococcus aureus (Kara, 2014).

4.2.2 Test de mobilité :

Pour mettre en évidence la mobilité du Staphylococcus, on met la suspension bactérienne entre

lame et lamelle dans une goutte d’eau physiologique stérile, et on réalise un examen microscopique.

4.2.3 Coloration de Gram : La coloration de Gram est effectuée a partir de colonies cultivées sur milieu

de Chapman, pour confirmer le mode de regroupement et classifier les bactéries.

e Principe :



La coloration de Gram permet de distinguer les bactéries a Gram négatif qui apparaissent roses et les
bactéries a Gram positif qui apparaissent violettes. Cette différence de coloration est liée a des différences

de nature de la paroi bactérienne. Elle permet de nous renseigner sur :
- Le type Gram + ou Gram —

- La forme des bactéries
- La taille

- Le mode de regroupement

v" Technique

e Réaliser un frottis et le fixer.

e Verser quelques gouttes de violet de gentiane et attendre 1 minute.

e Rincer abondamment a I’eau distillée.

e Verser quelques gouttes de Lugol pendant 1 minute

e Rincer abondamment a I’eau distillée

e Décolorer pendant dix secondes a ’alcool.

e rincer immédiatement a I’eau distillée

e Recouvrir la lame avec la fuchsine pendant 1 minute

e Jlaver la lame avec I’eau distillée.

e Sécher la lame en la tamponnant avec du papier Joseph.

e Observer a ’objectif x100 a I’immersion dans I’huile et a pleine lumiere.

4.2.4 Etude biochimique :
4.2.4.1 Test de catalase :

La catalase est une enzyme contenant du Fer, qui catalyse la décomposition de peroxyde
d’oxygene (H,O;) en H,O. La catalase a été révélée en déposant sur une lame en verre propre, une
colonie bactérienne en présence de H,O, a 10 volumes. Une réaction catalase positive se traduit par

I’apparition de bulles, suite au dégagement d’oxygeéne (Lévy et al, 1992).
4.2.4.2 Recherche de staphylocoagulase :

Nous cherchons la présence de la staphylocoagulase libre (SCL), pour cela nous prélevons 0,5 ml de
plasma de lapin, nous additionnons 0,5 ml d’une suspension dense du germe a ¢tudier. Nous incubons a

37°C pendant 24heures (Roland, 2006).



v Lecture :
- Prise en masse du plasma de lapin —» coagulation de ce plasma par une coagulase libre (+).
- Pas de Prise en masse du plasma de lapin— absence de coagulase libre (-).

Les souches de Staphylococcus aureus provoquent la coagulation du plasma en un temps variant
d’une demi-heure a 24h. Un callot moins compact visible avant la 24°™ heure est considéré comme

positif.
4.2.4.3 Le systéeme API STAPH (BioMérieux®) :

Le principe consiste a inoculer dans des microtubes a 1’aide d’une pipette pasteur une suspension
bactérienne homogene. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des
virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de réactifs (VP1 VP2, NIT1 NIT2 et ZYM A ZYM B).
La lecture de ces réactions se fait a I’aide d’un tableau de lecture permettant une identification de I’espece

bactérienne et la détermination du biotype (Kara, 2014).

5. Antibiogramme :
L’antibiogramme est un examen effectué¢ pour tester la bactérie vis-a-vis d’un panel d’antibiotiques
pour déterminer la sensibilité aux antibiotiques a partir d’une colonie et guider le choix d'un traitement.
Les disques des antibiotiques sont tres standardisés. Nous pouvons avoir des aminosides, des B-

lactamines,...plusieurs sortes d’antibiotiques sont proposées (Tableau 4) (Roland, 2006).

v' Préparation de I’inoculum :
L’inoculum est préparé a partir d’une souche bactérienne de 18 a 24 heures.
Nous prélevons au moins trois colonies de la bactérie a étudier a ’aide d’une pipette pasteur munie d’une
poire, ces derniers sont introduits dans un tube a bout contenant 10 ml d’eau distillée stérile pour obtenir
une suspension bactérienne. Ensuite, I’inoculum est ajusté & 1’étalon 0,5 Mac Ferland (10° UFC/ml). Pour
cela nous prélevons une certaine quantité¢ de la premiere suspension toujours a la pipette pasteur munie
d’une poire puis le volume est introduit dans un autre tube a bout rodé contenant 10 ml d’eau distillée

stérile, cette suspension servira a I’ensemencement (Roland, 2006).

v" Technique :

Les méthodes de diffusion ou antibiogrammes standards sont les plus utilisées aux laboratoires. Des
disques de papier buvard, imprégnés d’antibiotique a tester, sont déposés a la surface d’un milieu gélosé,
préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche étudiée et incuber les boites a 37°C pendant
24 heures. Apres incubation, les disques s’entourent de zones d’inhibition circulaires correspondant a une

absence de culture (Burnichon, 2003).



Tableau 4 : Les antibiotiques utilisés pour I’antibiogramme.

Les antibiotiques testés Charge des disques en pug
Cefotaxime (CTX) 30 ug

Ampicilline (AMX) 10 pg

Ciprofloxacin (CIP) Spg

Amoxicillin (OX) 25 nug

Nalidixic acid (NAL) 1 pg

Penicillin G (P) 30 pug

Amoxicillin /clavulanic acid (AMC) 20 ug /10 ng

6. Chimie des urines par les bandelettes réactives:

Les bandelettes urinaires permettent une analyse simple et rapide, l'intérét essentiel du dépistage par

les bandelettes urinaires destinées a la recherche de:

= Sang

= Protéine
= Nitrites
=  Glucose

= Acétones

= Leucocytes

= pH

7. Utilisation de la bandelette :

Comme des régles d’utilisation de la bandelette, il est important de vérifier avant 1’utilisation d’une
bandelette, sa date de péremption et de respecter les conditions de conservation (dans un endroit sec et
frais, a ’abri de I’humidité, de la lumiere, de la chaleur, a température entre 15°C et 30°C (Vorkaufer,

2011).

e Immerger bricvement la bandelette de maniere a ce que toutes les zones réactives soient au
contact de l'urine.
e [La bandelette doit étre égouttée en passant le bord de la bandelette contre le rebord du récipient.

e Le bord de la bandelette est tapoté une seconde sur une surface absorbante.



e La bandelette est maintenue en position horizontale pour empécher toute interférence entre les
plages réactives et la contamination de I'urine par les doigts.
La lecture est faite en rapprochant la bandelette de I'échelle colorimétrique visuellement (Fig. 3)

(Marrhich, 2008).

Figure 3 : les bandelettes urinaires




1. Résultats d’examen cytobactériologique des urines (ECBU) :
1.1 Examen macroscopique :

Apres la réception des échantillons nous avons déterminé quelques aspects macroscopiques afin

de pouvoir classifier les échantillons. Nos observations sont montrées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Résultats de I’étude macroscopique.

Aspect macroscopique Etat normal Etat d’une infection

transparence Non trouble Trouble

Odeur Normal Mauvaise

viscosité Non visqueux Visqueux

Couleur Transparent ou jaune claire Jaune foncé¢, rouge brique
(acide urique), rose (urates)

Des travaux réalisé€s par Djedid et al/, (2009) montrent que la couleur de 1’'urine normale est claire,
d’aspect jaune citrin, et celle de I'urine infectée présente un trouble, ictérique, hématique, d’odeur

nauséabonde.

Nous avons noté dans quelques €chantillons la présence de sédiments : blanchatres (phosphate),

rouge brique (acide urique), rose (urates).
1.2 Examen cytologique :

Plusieurs types cellulaires et des cristaux ont été trouvé dans le culot bactérien apres la

centrifugation telle que les cellules épithéliales, les leucocytes.....etc (Tableau 6).

Les leucocytes ont été trouvé en grand nombre surtout chez les femmes de tranche 21-44 ans (période de
I’activité sexuelle) et chez les hommes de plus 44 ans; car dans ce type d’infection, ou la multiplication

bactérienne s’accompagne d’une mise en ceuvre des défenses immunitaires.

La présence des cellules épithéliales signifie qu’elles proviennent des tubules rénaux ou des voies
excrétrices. Ces cellules sont trés nombreuses chez les jeunes femmes a cause d’une contamination

vaginale.

Tableau 6 : les moyennes des résultats obtenus par I’examen cytologique et la variation de pH en

fonction de I’age pour les deux sexes.

Age 7mois- 20ans 21ans- 44ans Plus de44ans

H F H F H F




Sexe
pH 6 6,5 6 7 6,5 7,5
Les leucocytes 7-8 6-7 4-5 -+ 12-13 8-10
(Nbr /mm?’)
Les hématies 0-1 4-5 1-2 8-10 5-6 0-1
(Nbr /mm?’)
Les cellules épithé- 4-5 2-3 6-7 +H+++ 3-4 5-6
liales (Nbr /mm?’)
Les cristaux de Na et | 3-4 1-2 7-8 ++++++ | 4-5 +++
de P (Nbr /mm’)

Nos résultats montrent la présence d’un nombre ¢levé de cristaux de phosphate en comparant avec

le nombre de cristaux de sodium.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Douham et Nil, 2012, qui ont montré que la
présence des cristaux de sodium n’est pas pathologique, contrairement aux cristaux de phosphate qui sont

pathologiques; car ils sont en faveur d’une infection par une bactérie uréasique.

Les hématies sont rarement présentes dans les urines des femmes aprés la ménopause par contre
chez les femmes adultes sont nombreuse a cause du cycle mensuel et de Iactivité sexuelle et chez les

hommes de plus 44 ans.
2- Identification des staphylocoques :
2-1-Etude macroscopique :

Sur milieu gélose nutritive (GN) : Apres I'incubation pendant 24 heures a 37°C, nous observons des

colonies d’une couleur créme et ronde (Fig. 4).

Sur milieu Chapman : Aprés I'incubation pendant 24 heures a 37°C, nous observons des colonies

jaunatres et rondes (Fig. 4).

Nos résultats sont similaires avec ceux obtenus par Denniset al. (2011), qui ont montré que la présence
de colonies blanchitres ou jaunitres sur le milieu de culture Chapman, indique la présence de

Staphylococcussp.



Figure 4 : mis en ceuvre des staphylocoques sur les deux milieux de culture ; gélose

nutritive (1) et Chapman (2)

2.2 L’étude microscopique :

Apres la coloration de Gram, nous observons des cocci a Gram positif, isolés ou groupés en

diplocoques ou en amas ayant la forme de grappes de raisin (Fig. 5).

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Achille (2006), qui ont montré que les

staphylocoquessont des cocci a Gram positif groupés en amas ou en tétrade.
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Figure 5: Observation microscopique des staphylocoques apres une coloration de gram (x 100)

2.2.1 Test mobilité :

Selon Willey et al. (2010), Les staphylocoques sont des cocci immobiles.

Les résultats obtenus sont en accord avec la littérature ; nous avons observé 1’absence de mobilité et de
flagelles.

2.3 L’étude biochimique :

2.3.1 Test catalase :

-Le mélange d’eau oxygénée (H,O,) avec la suspension bactérienne résulte I’apparition de bulles
d’oxygene ce qui traduit la présence d’une catalase positive. Donc les staphylocoquesisolées sont catalase
positive (Fig. 6). Ces résultats sont similaires avec 1’étude de Clave(2013), qui as montré que

Staphylococcus sp est catalase positive.




Figure 6: résultat de test catalase

2.3.2 Résultat de TSI :

Aprées incubation des souches bactériennes dans le milieu TSI, nous avons observé que
Staphylococcus sp est Lactose (+) et saccharose (+) par virage de couleur.

Selon Pereyre (2011), le Staphylococcus aureus est capable de fermenter les deux sucres (Lactose,
saccharose). (Fig. 7).

2.3.3 Test de H,S :
Apreés incubation des souches bactériennes dans le milieu TSI, nous avons constaté que

Staphylococcussp ne produit pas de gaz a partir des trois sucres ni de sulfure de fer (FeS) de couleur noir,

donc la bactérie n’est pas productrice d’H,S(Fig. 7).

Figure 7: Résultat de test TSI pour Staphylococcus
spp

4. Résultat de test staphylocoagulase :

Aprées I’incubation nous avons obtenu deux types de coagulases; une coagulase négative et une coagulase

positive donc ce genre de staphylocoque (Staphylococcus) a différent type de coagulase (Fig 8).

Selon Berche etal, (1989) les Staphylococcus aureus sont capable de produire une enzyme

extracellulaire (staphylocoagulase) donc Staphylococcus aureus est une staphylocoque a coagulase

positive.



Selon Karam (2004), S. saprophyticuset S. epidermidis sont des staphylocoques a coagulase négative.

Figure 8: Résultatde test staphylocoagulase pour S.epidermidis (a gauche) et S.aureus (a
droit)

6. Lecture de I’API Staph :

Nous avons utilisé le test API pour une souche deStaphylococcus, la lecture de résultats de 1’acidification

des sucres est comme suit (Fig.9):

Le glucose : changement de couleur du rouge vers le jaune prouve un résultat positif donc le

Staphylococcusa dégradé le glucose.

Le fructose : changement de couleur vers le jaune orangé prouve un résultat positif, d’ou on déduit que le

Staphylococcus a fermenté le fructose.

Le mannose : pas dechangement de couleur indique un résultat négatif, donc le Staphylococcus ne

fermente pas le mannose.

Le maltose : pas dechangement de couleur vers le jaune montre un résultat négatif, donc le

Staphylococcus ne fermente pas le maltose.

Le lactose : changement de couleur vers le jaune prouve un résultat positif, donc le Staphylococcus a

fermenté le lactose.



Le mannitol : pas de changement de couleur vers le jaune indique un résultat négatif, donc le

Staphylococcus ne fermente pas le mannitol.

Le xylitol : la couleur reste rouge, résultat négatif, donc xylitol n’a pas été métabolisé.

Le mélibiose : la couleur reste rouge, résultat négatif, donc mélibiose n’a pas été métabolisé.
La xylose : la couleur reste rouge, résultat négatif, donc xylose n’a pas été métabolisé.

Le raffinose : la couleur reste rouge, résultat négatif, donc raffinose n’a pas été métabolisé.

Le a-méthyle-D-glucoside : persistance de couleurinitiale rouge, donc un résultat négatif, c'est-a-dire ce

sucre n’a pas été métabolisé.
Le N-acétyl-glucosamine : pas de changement de couleur, donc pas d’acidification.

Le saccharose: le virage de couleur vers I’orange est un I’indicateur de 1’acidification a partir du substrat
carbohydraté.
En plus des résultats de I’acidification des sucres, I’API Staph a donné des résultats des tests

enzymatiques :

Nitrate de potassium : résultat négatif, pas de changement de couleur, donc le Staphylococcus n’a pas

traduit le nitrate en nitrite.

Le test de voges-proskauer (VP) : était positif, il y a un virage de couleur du transparent vers le rose ;

Staphylococcus a produit 1’acétyle méthyle-carbinol a partir du pyruvate de sodium.
La phosphatase alcaline n’était pas présente, il n’y avait pas de changement de couleur.
Une uréase positive indique la présence de 1'uréase.

Ainsi que P’arginine déhydrolase négatif ont été également observées (figure API Staph) suivant le
profil numérique a 7 chiffres : 6406110 1’espece Staphylococcuscapitis a été identifiée. Ce test a besoin

d’un autre test confirmatif qui est I’identification moléculaire par la PCR.




Figure 9 : Résultat de I’API staph

6. Antibiogramme :

Les résultats obtenus a partir de 1’antibiogramme montrent que les staphylocoques isolés présentent

une sensibilité vis-a-vis de déférents antibiotiques (Fig. 10).

Figure 10: Effet des antibiotiques sur Staphylococcus sp

Le Staphylococcus est sensible pour oxacilline, Cefotaxime, Pénicilline G et Ciprofloxacin.

Selon Rakotoarivony et al.,(2009), Staphylococcus aureus est sensible a oxacilline. De méme, Fauchére
et Avril (2002), ont montré que la pénicilline G est trés active sur les souches de S. aureus non

productrice de pénicillinase.
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Dans notre travail, nous avons effectué une recherche bibliographique qui illustre I’appareil
urinaire et sa pathologie d’infection urinaire.

Les analyses effectuées au laboratoire de bactériologie (laboratoire d’établissement public
hospitalier de Mostaganem) sont basée sur la méthode de 'ECBU et les analyses biochimique et
microbiologique.

Le résultat de cette étude montre que chez la plus part des malades une présence de leucocyte,
bactériurie, cristaux, cellules épithéliales.

Les germes trouvés dans les urines des malades sont : staphylocoque et d’autres bactéries.

Les résultats obtenus par I’antibiogramme montrent une forte sensibilité de Staphylococcus sp a
ciprofloxacin d’ou le diamétre d’inhibition est 3.2 cm et faible sensibilité a cefotaxime, pénicilline et
oxacilline.
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