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Résumé :

- L’infection urinaire est fréquente au milieu hospitalier, elle touche tout age confondu
(enfant- femme et homme) avec une prédominance féminine.
Elle peut étre simple, comme elle peut étre grave, avec une source de complication entrainant
une insuffisance rénale, un abces du rein, un choc septique ou méme un déces.
- L’IU nécessite un diagnostic clinique avec une confirmation bactériologique ; pour cela un
ECBU doit étre réalisé dans des conditions d’asepsie et avant toute antibiothérapie.
- Notre travail a porté sur la recherche, I’identification et la résistance aux antibiotiques des
microorganismes (bactéries, levures) isolés sur 60 échantillons d’urines recueillis au niveau
des services médecine interne et pédiatrie de I’EPH Thniet EL Had . Les résultats ont montré
que :

* Les femmes sont les plus exposées a 1I’'IU (64%).

* Les personnes agées>65 ans sont les plus affectées (46%).

* La prédominance des bacilles Gram (-) ; le genre Pseudomonas était de 44%.

* Présence des germes contaminants : Bacillus et Micrococcus (hygiéne hospitalier).

* L’isolement des levures : Candida albicans.

* Une forte résistance des EBLSE a certaines familles d’ATB.

* Les quinolones et les aminosides pourraient étre administrés a ’hopital, mais apres la
réalisation d’un antibiogramme.

* L’huile essentielle de Thymus pallescens de Noé avait une bonne activité

antimicrobienne vis-a-vis des différentes souches isolées, ainsi qu’une activité antifongique

importante sur Candida albicans.



Abstract:

Urinary tract infection is common in hospitals, it affects all ages (child-woman and
man) with a female predominance.
It can be simple, as it can be serious, with a source of complication leading to kidney failure,
kidney abscess, septic shock or even death.
- The urinary tract infection requires a clinical diagnosis with bacteriological confirmation;
for this, a cytobacteriologicalexamination of the urine must be donein aseptic conditions and
before any antibiotic therapy.
- Our work focused on the research, identification and resistance to antibiotics of
microorganisms (bacteria, yeasts) isolated from 60 urine samples collected at the internal
medicine and paediatric departments of the popular hospital of Thniet EI Had . The results
showed that:
* Women are the most exposed to urinary tract infections (64 %).
* Elderly people >65 years old are the most affected (46 %).
* The predominance of Gram (-) bacillus; the genus Pseudomonas was 44 %.
* Presence of contaminating germs: Bacillus and Micrococcus (hospital hygiene).
* The isolation of yeasts: Candida albicans.
* Strong resistance of extended-spectrum beta -lactamase Enterobacteriaceae to certain
families of antibiotics.
* Quinolones and aminoglycosides could be administered in hospital, but after carrying out an
antibiogram.
*Thymus Pallescens de Noé essential oil had good antimicrobial activity against the different
strains isolated, as well as significant antifungal activity against Candida albicans .
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LISTEDESABREVIATIONS

U : infection urinaire

ITU : infection du tractus urinaire.
IVU : infection des voies urinaires.
ECBU : Etude cytobactériologique des urines.
IUS: Infection urinaire simple.

IUC : infection urinaire compliquée.
IUN : infection urinaire nosocomiale.
UFC: Unités Formant Colonies.

BGN : Bacille a Gram négatif.

PNA : pyélonéphrite aigue.

BU: Bandelette urinaire.

MH : Mueller —Hinton.

S: Sensible.

I : Intermédiaire.

R: Résistante.

HE : Huile essentielle.

EPH: Etablissement Public Hospitalier
BM : Bleu de méthyléne.

API 20 : Analytical Profile Index 20 Essai.
GSF: Gélose au sang frais.

GSC: Gélose au sang cuit.

VP : Vogues Proskauer.

ONPG: Orthonitrophényl-i-D-galactopyrannoside.
TDA: Tryptophane désaminase.

URE : Uree.

H:S: Sulfure d’hydrogéne.

LDC : Lysine décarboxylase.

IND: Indole.

GEL : Gelatine.

GLU: Glucose.

ADH : Adenine déshydrogénase.

H; O : Peroxyde d’hydrogene.



CIT: Citrate.

ATB: Antibiotique.

AMC : Amoxicilline + acide clavulanique.
CTX: Cephotaxime.

CIP: Ciprofloxacine.

P: Penicilline

E: Erythromycine

GM : Gentamicine.

BLSE : Bétalactamase a spectre étendu.

EBLSE : Entérobactéries Bétalactamase a spectre étendu
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Introduction

L’infection urinaire (IU) regroupe un ensemble de pathologies dont le dénominateur
commun est I’infection du tractus urinaire (ITU), elle est la deuxiéme infection bactérienne
fréquente chez I’étre humain apreés les infections respiratoires. C'est aussi 1'une des infections
nosocomiales les plus répandues. Son incidence annuelle a 1’échelle mondiale est estimée a
plus de 175 millions de récidives [1,2].

Sa fréquence est en rapport avec des facteurs favorisants, et des facteurs d’uropathogénicité
des germes en cause [3].

La prévalence de I’infection urinaire est plus élevée chez la femme ; un pic est au

début de D’activité sexuelle et ’autre aprés la ménopause, alors que chez ’homme, elle
augmente apreés 50ans du fait de la pathologie prostatique [4].
Pour les nourrissons, les ITU sont plus susceptibles a se développer chez le gar¢on que chez
les filles. Dés la premiere enfance, ces infections sont plus développées chez les filles a
cause de la longueur réduite de leur urétre, facteur favorisant la migration des bactéries vers le
haut de I’appareil urinaire [5].

Le traitement des IU est basé sur ’administration des antibiotiques guidée par un
examen cytobactériologique des urines (ECBU). Cet examen permet d’identifier le germe en
cause en isolant les microorganismes et en déterminant la résistance de ces germes aux
antibiotiques et donc de prévenir et de ralentir la diffusion des souches multi résistantes. Par
conséquence, un antibiogramme est nécessaire pour surveiller la résistance aux

antibiotiques et pour vérifier la validité du traitement [6].

Le présent travail traite la prise en charge correcte d’une infection urinaire du point de

vue : clinique, bactériologique, connaissance des résistances bactériennes etépidémiologique.

Ainsi nous avons jugé utile d’étudier D’infection urinaire au sein de 1’hopital de

Theniet el Had, service de médecine interne et de pédiatrie. L’étude a pour objectifs:

» La détermination de la prévalence des U dans les services : médecine interne et

pédiatrie.
» L’identification des germes en cause.
» L’étude de la résistance des germes isolés aux antibiotiques.

» La mise en évidence de ’activité antimicrobienne de 1’huile de Thymuspallescens de

Noé.



Introduction

Ce travail comporte trois chapitres:

Le premier est consacré a une synthese bibliographique sur les infections urinaires ; le
Second est réservé pour la méthodologie suivie et le troisieme et dernier chapitre regroupe

les résultats obtenus et leurs discussions.
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I. Généralités
I. 1. Anatomie de I’appareil urinaire
L’appareil urinaire est un ensemble d’organes assurant la production, le stockage et
I'expulsion de l'urine. Selon la relation avec le point d'entrée de l'uretére dans la vessie
"l'orifice urétéral®, il peut étre subdivisé en deux régions spécifiques :
» Le bloc supérieur, composé des reins et des uretéres qui servent a produire de

I'urine et a la conduire au compartiment de stockage.

» Le bloc inférieur, composé de la vessie, de l'urétre, avec la présence de la prostate

chez I'nomme qui sert a stocker I'urine et fournit un conduit pour évacuer 1’urine

[7].

I. 1.1- la partie supérieure

a- Reins

Ce sont des organes qui ont pour fonction la sécrétions de 1’urine et la filtration du
sang et jouent aussi un réle primordial dans le maintient de ’homéostasie, régulation du
métabolisme glucidique, sécrétion de 1’érythropoiétine et de la rénine, production de la forme
active de la vitamine D, .... .

b- Uretéres
Ce sont des canaux musculo- membraneuxqui véhiculent I’urine des reins vers la vessie.
I. 1.2- la partie inférieure

a- Vessie

Cet organemusculo- membraneuxest un réservoir ou s’accumule 1’urine sécrétée par
les unités rénales. La vessie est située dans 1’espace sous- péritonéal de la loge antérieure de la
cavité pelvienne entre les voies excrétrices internes (les uretéres) et la voie excrétrice externe
(urétre).

b- Uretre

C’est un conduit musculo- membraneux qui sert a évacuer les urines vers 1’extérieur
de I’organisme. Il est court et n’appartient qu’aux voies urinaires chez la femme, alors que
chez ’homme, il fait partie de I’appareil génital masculin pour son role dans I’émission de

sperme [8].
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Figurel: L appareil urinaire chez I'homme et la femme. [9]

1.2.Urine
I .2.1- Définition

L’urine est un liquide organique stérile secrétée par les reins apres filtration du sang
puis conduite par les ureteres, stockée dans la vessie avant d’étre rejetée a 1’extérieur lors
d’une miction. Elle est de couleur jaune et d’odeur spéciale, son PH est Iégérement acide (5 a
6), sa densité est de 1,016 a 1.020, limpide et 1égérement salé.

La production de I'urine est entre 0.5 et 2 L/ jour, et varie en fonction de I’age [10].

1.2.2- Les constituants physiologiques de I’urine

L’eau constitue 95% du volume totale de I'urine, en plus, elle est constituée de
I’urée, de la créatinine, de I’ammoniac et du potassium. L’urine contient aussi des solutés de
I’acide urique, ainsi que des ions sodium, magnésium, sulfate, chlorure et calcium.
Elle peut contenir des traces de substances qui en sont normalement absentes ou quelle
renferme des constituants normaux en quantités inhabituelles quand une maladie perturbe le

métabolisme ou la fonction rénale [11].
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Tableaul : Caractéres généraux d’urine saine et d'urine contaminée [12].

Caractéres Etat normal Etat anormal
Diminution Augmentation

Volume 20 ml/Kg de < 500 ml constitue | >2000ml constitue la
poids corporel I'oligurie : s'observe dans | polyurie : toutes les
soit 1300 a toutes les maladies | diabétes (sucrés , rénaux , et
1500 ml par infectieuses. insipides ainsi que dans les
24h. néphrites interstitielles.

Couleur Jaune citron Jaune pale ou incolore : Brun acajou dans le cas d'un ictere,
plus ou moins néphrite interstitielle rouge sanglant dans I'hématurie.
foncé chronique.

Odeur Peu prononcée / Odeur de pomme au cours de

I'acétonurie.
PH 5a8 S'abaisse (acidité Augmente (acidité diminuée) dans
augmentée) chez les les insuffisances rénales.
diabétiques.

1.2.3- Bactériurie

Pour un sujet normal, les urines ne contiennent que les germes d’origine mictionnelle
qui sont moins de 103bactéries/ml. La multiplication de bactéries dans les voies urinaires

entraine une bactériurie de 10° 410 ° bactéries /ml en cas d’infection urinaire [13].

I1. L’infection urinaire

I1. 1. Définition de I’'IU
L’infection du tractus urinaires (ITU) se produit lorsqu’un agent pathogene est
capable d’entrer dans le systéme des voies urinaires et se traduit donc par une bactériurie
positive ; c’est-a dire une bactériuriedu milieu de jet > 10° UFC/ml chez la femme
et > 10* UFC/ml chez I’homme ou une bactériurie d’urines prélevées dans une sonde a
demeure > 10%cfu/ml.
L’ITU représente environ 40% de toutes les infections acquises dans les hopitaux

dont 50% de la bactériémie peut prolonger I'nospitalisation et augmenter le taux de morbidité

et de mortalité des patients [14, 15].
I1. 2. Classification des 1U

11.2.1-selon la complication

1- Les IU simples(1US)
L’IU simple non compliquée est une cause trés fréquente de consultation chez les
médecins et un motif important de prescription des antibiotiques. Elle concerne les femmes

jeunes en dehors du contexte de la grossesse, sans morbidité ni anomalie anatomique ou
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fonctionnelle de la voie urinaire, comprend ainsi les cystites et les pyélonéphrites aigues dont
les présentations cliniques sont bien connues [16].
2- les infections urinaires compliqueées (IUC)

Contrairement a I’IUS, une IU est dite compliquée si elle survient sur un terrain
particulier ; une femme enceinte souffre d’un diabéte mal contr6lé, porte un cathéter urinaire
ou est affectée par une anomalie anatomique ou fonctionnelle de 1’appareil urinaire. Alors que
Chez I’homme adulte, toute infection urinaire est considérée comme étant compliquée [17].

Tableau 2 : Facteurs de risque pour un IU compliquée [18].

Immunosuppression (hors diabéte)

Grossesse

Histoire ancienne de pyélite / calcul / anomalie des voies excrétrices

Sonde a demeure ou transitoire en place / intervention urologique récente

IU acquise a I'hopital

Sexe masculin

Age avancé (CAVE fiévre pas toujours présente) (ce dernier critére est discuté chez la femme)
Traitement antibiotique récent

Infections récidivantes (=4 épisodes/an)

Clairance de créatinine <30 ml/min

3- Colonisation urinaire

La colonisation urinaire ou bactériurie asymptomatique est la présence d’un
microorganisme dans les urines, sans aucun signe clinique.
La leucocyturie n’intervient pas dans 1’infection urinaire (sauf chez la femme enceinte ou le
seuil de bactériurie >10°> UFC/mI)[19] .

11.2.2-selon la localisation

1- les 1U basses
A- La cystite

La cystite est une infection urinaire localisée au niveau de la vessie, et traitée
généralement par des antibiotiques [20].

Elle concerne surtout les femmes car leur urétre est beaucoup plus court que celui de
I’homme, et donc les microorganismes peuvent migrer treés rapidement dans la vessie.
Les facteurs favorisant une cystite sont : les rapports sexuels fréquents, 1’utilisation de cremes
spermicides (altération de la flore vaginale et colonisation par des germes uropathogenes), et
conduisant a une symptomatologie qui est des douleurs sous-pubienne fréquentes et parfois

hématurie (cystite hémorragique) [21].
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B-L’urétrite

L’urétrite est une infection sexuellement transmissible qui atteint 1’urétre, tres
courante chez ’homme. Dans la majorité des cas, 3 microorganismes sont les plus
fréquemment responsables d’urétrite: Neisseriagonorrhoeae, Chlamydia
trachomatisetMycoplasmagenitalium.

Cliniquement, des criteres cytologiques a rechercher chez un patient n’ayant pas uriné
depuis au moins 2 heures pour définir 1’urétrite, sont :

- la présence de > 5 polynucléaires neutrophiles au frottis urétral, au grossissement 100

- la présence de > 10 polynucléaires neutrophiles a 1’examen du premier jet d’urines
centrifugées au grossissement 40 [22].

C- Prostatite

La prostatite est une inflammation aigué ou chronique de la glande prostatique,
d’origine infectieuse (bactérienne le plus souvent) ou non bactérienne, fréquente chez les
hommes de moins de 50 ans.

Une prostatite aigué est associée a un syndrome infectieux, accompagné dune
altération de |"état général, des troubles mictionnels et une prostate douloureuse au toucher
rectal.

La prostatite chronique regroupe toutes les autres pathologies associant des troubles
mictionnels, des douleurs pelviennes ou périnéales ainsi qu'un éventuel écoulement
urétral [23].

2- les 1U hautes
A- Pyélonéphrite

C’est une inflammation aigue d’origine infectieuse touchant le parenchyme rénal et les
cavités excrétrices. Les principales bactéries responsables de ce type d’infection sont : E. coli,
Proteus et rarement staphylocoque doré [24].

Les signes cliniques associant la pyélonéphrite sont :
- Bralures et douleurs a la miction, Pollakiurie, Mictions impérieuses(Signes
fonctionnelsurinaires).

- Fiévre, % frissons

- Douleur a I’ébranlement lombaire. [3]

B- Abceés du rein
C’est une maladie rare et de pronostic grave sans traitement, son diagnostic est

soupgonné sur la clinique (état générale altéré, fievre prolongee, frissons, douleurs lombaires
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unilatérales par palpation) et la biologie ( hyperleucocyturie, VS accélérée, ECBU négatif). IL
peut étre confirmé par I’imagerie (échographie). L’abcés du rein est consécutif a une

bactériémie ou a une pyélonéphrite non ou mal traitée [25].

Infection rénale -
Py ¢clonéphrite

Infection vésicale

Cystite < —
Prostatite -
Urdétrite -

Figure 02 : Forme topographique de types d'infection urinaire [4].
11.3-Physiopathologie
11.3.1-Voies de contamination (porte d’entrée)

A- Infection communautaire

Il s'agit d'une infection urinaire survenant en dehors d'une structure de soins.

La contamination de I’appareil urinaire se fait par différentes voies :
a) Contamination par voie ascendante

C’est le type le plus fréquent, la contamination est causée essentiellement par E.coli.
Elle se fait par une invasion de la vessie par la flore urétérale, ce qui donne lieu a une atteinte
vésicale qui se traduit par les signes clinique d’une cystite. Eventuellement, une invasion des
reins ou de la prostate pourra avoir lieu . Cela implique un syndrome infectieux d’une
pyélonéphrite ou prostatitecomme conséquence d’une atteinte parenchymateuse.
Les IUS commencent lorsque les uropathogeénes d’origine intestinale contaminent la zone
péri urétrale, colonisent par conséquence l'uretre et envahit par la suite la vessie. En guise de
réponses immunitaires, les  neutrophiles = commencent a éliminer les bactéries
extracellulaires. Certaines de ces bactéries s’échappent du systeme de défense, soit par
I'invasion des cellules hotes, soit par des changements morphologiques conduisant a une

résistance aux neutrophiles, et par conséquence leur multiplication et formation d'un biofilm .
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Ces bactéries produisent des toxines et des protéases qui causent des dommages aux cellules
hotes .en cas de non prise en charge meédicale, ces infections peuvent évoluer vers une
bactériémie quand I'agent pathogene traverse la barriere épithéliale tubulaire des reins.

Les uropathogenes, qui engendrent des IUC, suivent les mémes étapes initiales que celles
décrites pour les IUS. Cependant, pour que les agents pathogenes provoquent une infection,
la vessie doit étre compromise suite & un cathétérisme conduisant a une réponse immunitaire
et par conséquence une accumulation du fibrinogéne sur le cathéter fournissant une formation
des biofilms. Ce qui favorise des lésions épithéliales et peuvent causer I'infection des reins.
S’ils ne sont pas traités, les uropathogenes qui causent IUC peuvent évoluer vers une

bactériémie en traversant la barriére des cellules épithéliales tubulaires [26].

b) Contamination par voie hématogene :

Cette voie est possible mais rare, elle fait suite a une septicémie surtout aux
staphylocoques. Les germes présents dans le sang colonisent les reins lors de la filtration
glomérulaire. [27]

¢) Contamination par voie lymphatique :

Cette voie est rare, les germes infectieux peuvent gagner la vessie et la prostate par les

cellules lymphatiques du rectum et du colon chez I'nomme et les voies urogénitales féminines

par les lymphatiques utérins [27].

B- Infection urinaire nosocomiale(IUN)

Parmi les éveénements hospitaliers, les infections nosocomiales sont les plus
indésirables avec plus de 50 % des cas. Le niveau hygiénique de l'unité hospitaliére et aussi
le niveau de développement médical du pays, sont les principaux facteurs influencant leurs
taux d’incidence.

Les infections urinaires sont les plus fréquentes parmi les infections nosocomiales,
avec 34 a 40 % des cas. Elles sont favorisées par I'utilisation d'antibiotiques a large spectre, le

cathétérisme urinaire pendant de longues périodes [28].

a) Voie de contamination en absence de sonde :

Comme dans ’infection urinaire communautaire, le mécanisme d’acquisition est la voie
ascendante.

b) Voie de contamination en présence de sonde :

Quatre mécanismes d’acquisition des IUN sont possibles :
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- Lors de la mise en place de la sonde.

- Par voie endoluminale : En cas de rupture du systeme clos, cette voie de contamination
était dominante et les IUN restent évidemment possible.

- Par voie extraluminale ou périuréthrale : cette voie de contamination est largement
dominante depuis I’instauration du systéme clou. Le périnée est colonisé par les bactéries
d’origine digestive qui migrent ensuite vers I’urétre et la vessie par capillarité dans le fin film
muqueux contigu a la surface externe de la sonde.

-Par voie lymphatique ou hématogene : cette voie est incontestable mais mineur.

c) Cas particuliers :
- U sur cathéter sus-pubien.
- U aprés lithotritie extra-corporelle.
- [U aprés cystoscopie et autres manceuvre intra vésicale [29].
11.3.2- facteurs favorisants I’infection urinaire
a- Chez I’enfant
En pédiatrie, I’'ITU est I’'une des infections bactériennes les plus fréquentes. 7 a 8 %
des filles et 2 % des gargons ont déja presenté une ITU avant 1’age de 8ans [30].
Chez les nouveaux —nés et les nourrissons, la prévalence est plus fréquente chez les garcons et
est causée par des anomalies congénitales des reins et des voies excrétrices. Contrairement
chez les enfants d’age inférieur a 7ans, elle est plus élevée chez les filles (3 a 7 %) que chez
les garcons (1 a 2 %). [5]
b- Chez la femme

La faible longueur de 1’urétre et la modification de 1’acidité vaginale par la diminution
des hormones cestrogénes et des secrétions vaginales aprés la ménopause ; sont des facteurs
qui favorisent I’infection urinaire chez la femme.

La colonisation du vagin et de 1'urétre par les bactéries peut étre aussi faciliter par
certaines habitudes d’hygiéne (toilette intime avec des produits qui déséquilibrent la flore
habituelle de vagin).

Les rapports sexuels favorisent 1’infection, car le frottement au niveau de méat
urinaire facilite I’entrée dans 1’urétre et dans la vessie des microbes normalement présents du
vagin. [13]

-Pour les femmes enceintes ; le feetus applique une pression sur 1’urétre, donc elles semblent

particulierement sujettes aux infections urinaires [31].

10
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c- Chez ’homme
Une prostatite aigue est la forme typique chez I’homme, caractérisée par 1’association

de signes fonctionnels urinaires fébriles et d’une prostate douloureuse au toucher rectale [32].

d- Autres facteurs

- Les anomalies de I’arbre urinaire sont des facteurs qui favorisent et augmentent les
risques des infections urinaires : lithiases (calculs rénaux), adénome de la prostate,
rétrécissement de ’urétre, cancer de la vessie, tumeur...
- Une infection urinaire comme toute une infection peut étre provoquée par le sondage
urinaire [31].

11.3.3-Agents étiologiques (voir figure3 et figure 4)

Les IU sont causées par de nombreux micro-organismes ; des bactéries Gram (-) et
Gram, (+) ainsi que des champignons, mais les bacilles a Gram négatif de la famille des

entérobacteries avec en premier lieu Escherichia coli sont les plus courants.

Le tube digestif est considéré le plus souvent comme le réservoir bactérien des

infections urinaires. [33]

A- Bactéries
a) Les bactéries Gram négatif :
* Escherichia coli :
Escherichia coli (E. coli) est une bactérie commensale du tube digestif de ’homme dont
la plupart sont inoffensives, sauf quelques-unes qui sont pathogénes pour I’homme [34]
etqui donnent des colonies rondes, lisses, a bords réguliers , de 2 a 3mm de diamétre, non
pigmentées dans les milieux gélosés apres une incubation pendant 24h a 37°C[35].
* Klebsiella :
Le genre Klebsiella appartient a la famille des Enterobacteriaceae, qui comprend des
saprophytes souvent isolés de I’environnement.
Klebsiellapneumoniaeest I’espéce la plus fréquente sur le plan clinique et elle est responsable
de 70 % des infections humaines. Elle colonise le plus souvent le tractus gastro- intestinal, la
peau et le nasopharynx . Elle est devenue une cause importante d’infections communautaires
graves et d’infections nosocomiales, en particulier les infections des voies urinaires (IVU)
[36].

*Proteus :

11
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Proteus mirabilis est une espéce qui fait partie de la famille des Enterobacteriaceae ,
c’est une bactérie trés mobile. Contrairement aux autres membres de cette famille, P.
mirabilis n'est pas considérée comme un agent pathogéne courant qui provoque des IVU.
Chez les hotes normaux, par contre elle est isolé fréquemment dans les IUC, telles que celles
qui se présentent chez les patients ayant des anomalies fonctionnelles ou anatomiques.

Elle est bien connu pour sa capacité a produire de lI'uréase, qui génere de I'ammoniac et enléve
le pH de 1’urine & >7,2.5 [37].

*Pseudomonas

Les Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif (BGN), trés mobiles et aérobies
stricts. Ce sont des pathogénes opportunistes responsables de nombreuses infections chez les
patients immunodéprimes.

Les Pseudomonas sont des germes qui poussent vite et qui peuvent s’installer dans
I’environnement hospitalier.

Ces bactérie produisant sur gélose des colonies vertes ou bleu-vert, colorées par un
pigment soluble dans I’eau qui est la pyocyanine et qui ont une odeur caractéristiquefruitée,
rappelant I’odeur du raisin [38].

Les infections a Pseudomonas aeruginosa sont des événements cliniques rares et
severes, tres souvent décrites dans un cadre nosocomial [39]. Cette bactérie nosocomiale
possédant un pouvoir pathogéne étendu, et elle est responsable de nombreuses infections telle
que ’'infection urinaire. [38].

*Citrobacter

Les bactéries du groupe Citrobacter sont des BGN, commensales et trouvées

fréquemment dans l'intestin de I’homme [40].

b) Les Bactéries Gram positif :

*Staphylocoques :

Le genre staphylococcus comprend des pathogénes fréquents, humains et animaux,
infecte la peau et les plais dont la plupart des infections staphylococciques résultent du
transfert des staphylocoques de la flore normale d’un individu infecté.

Ce sont des cocci gram positif, d’environ de 0.8 a 1 p de diamétre, se devisant en formant des
amas irréguliers, non sporulées mais résistant a la dessiccation[41].

Depuis de nombreuses années, 1’espéce Staphylococcus saprophyticus est un agent reconnu
d’infection urinaire communautaire chez la femme jeune [42].

* Streptocoque

12
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Les streptocoques sont des cocci a gram positif, aérobies anaérobies facultatifs,
ovoides, groupés en chainettes, immobiles non sporulés, catalase négative, ne réduisent pas
les nitrates. Les milieux enrichis sont préféres pour leur culture.

Streptocoque béta hémolytique, du groupe B, les Streptocoques D et les Streptocoques non
groupablessont les plus fréquemment rencontrées dans les infections urinaires [43].
*Enterococcus

les entérocoques représentent 14.1 % des microorganismes responsables des
infections nosocomiales tels que les 1U [44].

Les entérocoques colonisent la vessie et ensuite les reins apres la formation de biofilm sur les
sondes urinaires qui est rendue possible grace a la réponse inflammatoire secondaire au
sondage vésical en permettant un dép6t de fibrinogene sur la sonde dont les entérocoques se
nourrissent[45].

B- Autres agents

Les especes de Candida sont des champignons commensaux normaux de I'homme.
Une infection urinaire basse a Candida survient habituellement sur cathéters urinaires,
typiquement apres une antibiothérapie, bien que les infections bactériennes et les candidoses
surviennent souvent simultanément. C.albicans peut étre aussi observée, chez les
diabétiques, habituellement aprés des manceuvres instrumentales.

Les complications d'infection &  Candida  peuvent  comprendre  une cystite ou
une pyélonéphrite et des aspergilloses dans le bassinet du rein, de l'uretére ou de la vessie.
Une obstruction urinaire des voies inférieures ou supérieures peut survenir. Une nécrose
papillaire et des abces rénaux et périrénaux peuvent se former. Bien que la fonction rénale soit
souvent diminuée, la survenue d'une insuffisance rénale grave est rare en I'absence d'obstacle

sur l'appareil urinaire [46].

O Escherichia coli “mp‘;;"z" ‘”; Complicated UTI
B Klebsiella pneumoniae L%l %
O Klebsiella oxytoca

B Enterobacter spp.
H Citrobacter spp.

B Proteus mirabilis

[ uPEC

[l K. pneumoniae
[l 5. saprophyticus
[ Enterococcus spp.
mcss

[l P mirabilis

[l P ceruginosa

Il 5. aureus

[ Candida spp.

0 Indole-positive Proteae
B Serratia spp.
B Pseudomonas aeruginosa
0 Acinetobacter spp.
e Risk factors Risk factors
O Stenotrophomonas maltophilia « Female gender + Indwelling catheters
*Older age + Immunosuppression

* Younger age * Urinary tract abnormalities
* Antibiotic exposure

Figure3d : Principaux agents des infections Figure 4 : Principaux agents responsables des

urinaires nosocomiales[47]. IUS et des IUC[26].
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11.4.1- Signes cliniques des infections urinaires
A- Chez la femme

» Lors d’une cystite : les signes sont souvent tres discrets ou absents ; brulure,
impériosite, pollakiurie, pesanteur pelvienne, parfois hématurie, aucunedouleur
lombaire.

» Lors d’une pyélonéphrite aigue (PNA) : sensation de malaise générale, fiévre (>38
°C) et frisson, douleur de la fosse lombaire. une PNA peut se compliquer . (abcés
rénal, bactériémie...... ).

B- Chez I’homme :
Les signes cliniques sont souvent liés a une prostatite ; douleur pelvienne,

douleur au toucher rectale, prostate augmentée de volume) [48].

11.4.2- Diagnostic biologique

Deux éléments sont nécessaires dans le diagnostic biologique des IU: une
leucocyturie et une bactériurie.

L’examen a réaliser est un examen cytobactériologique des urines (ECBU) [49].

A- Recueil des urines
- Préléevement

* Cas genéral : pendant la miction (urine du 2éme jet) :
- de préférence sur les urines de la 1ére miction du matin, ou apres stase vésicales > 4h ;
- apres lavage des mains et toilette périnéale soigneuse des organes génitaux externes suivie
d’un ringage ;
- recueil d’un flacon stérile sans le bord supérieur du récipient ;
- Avant toute antibiothérapie.
* Cas exceptionnel : ponction vésicale sus- pubienne
* Patient sondée a demeure : clampage puis ponction de la chambre de préelevement
préalablement désinfectée pour ne pas rompre le systéme clos.
* Nourrisson : aprés toilette périnéale, une poche autocollante stérile est appliquée et

maintenue en place 30 minutes maximum [50].

- Acheminement et conservation des urines
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Le transport au laboratoire se fera en moins de 2h pour éviter toute prolifération
bactérienne. Au dela de ce délai, les flacons des urines doivent étre placés dans un récipient
contenant de la glace et peuvent étre donc gardés 24h a 4°C, sachant que le réfrigérateur ne
préserve pas les leucocytes.

Un autre moyen qui est de mettre 1’urine en présence d’un agent bactériostatique sous
forme de poudre comme 1’acide borique, permettant d’empécher toute croissance bactérienne,
ce qui permet de conserver les urines pendant 24h a température ambiante sans modification

des taux des bactéries et sans altération des leucocytes [51].

B- Diagnostic par les bandelettes urinaires

La bandelette urinaire (BU) (figure 5) permet d’établir une analyse médicale simple,
rapide et peu codteuse et ainsi de dépister les ITU en détectant plusieurs composants dans les
urines tels que : le sang, la leucocyte estérase (LE) et les nitrites.

La LE refléte la présence de leucocytes, témoin de I’inflammation de 1’arbre urinaire, et les
nitrites qui sont synthétisés par les entérobactéries porteuses de nitrate réductase témoignent
de leur présence.

La lecture de la BU peut étre automatisée ou optique, elle est considérée comme
positif si I’un de ces critére est positive. La réalisation d’une BU est recommandée devant tout

symptdme évoquant une 1U, mais sa performance dans cette population est mal évaluée [52].

=
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Figure 5 : Bandelette urinaire. [53]

C- Examen cytobactériologique des urines (ECBU)(Tableau 3)

15



Chapitrel Les infections urinaires

L’examen cytobactériologique des urines (ECBU) est 1’analyse microbiologique la
plus fréquemment realisée en laboratoire dont le prélévement urinaire et son transport
requiérent des précautions strictes. L’analyse permet principalement de confirmer 1’infection
urinaire, d’identifier I’agent responsable et d’adapter ainsi le traitement antibiotique. [54]

A D’exception des cystites simples, ECBU est indiqué devant toute suspicion clinique d’IU
[19].
Tabeau 3 : Interprétation de I’ECBU [55].

Leucocyturie | Bactérie Bactérie Interprétation
a  D’examen | en culture
directe

+ et culture | - IU si signes clinques d’IU.

+ + mono- - Colonisation urinaire si absence des signes
B microbienne | cliniques.
- 1U décapitée par antlblotheraﬁle préalable.
+ + - - Vulvo-vaginite, urétrite, posthite.
B - Tuberculose uro-génitale.
- Lithiase, tumeur des voies urinaires.
- Maladie inflammatoire.
- Cystite radique.
- Néphropathie (protéinurie, hématurie
souvent associé).
- Contamination de la flore péri-
- + + urétrale(souvent plusieurs bactéries isolées

et présence de cellules épithéliales).
- Colonisation urinaire,

- IU débutante.

- IU chez les neutropéniques.

a) Indications et objectif
Le premier élément a prendre en compte pour I’interprétation de ’ECBU est son motif de
prescription qui  doit étre accompagnée des données anamnestiques permettant de
personnaliser I’interprétation : motif de la prescription, caractéristiques du patient, présence
ou non d’une pathologie préexistante, traitement antibiotique récent ou en cours (Tableau 4)

[56].
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Tableau 4 : Informations cliniques et thérapeutiques conditionnant I’interprétation de
I’ECBU [56].

Indications Particularité du Pathologie préexistante | Traitement
patient

- Symptomatologie - Nourrisson - Chirurgie pelvienne - Antibiotique

urinaire (pollakiurie, - Jeune enfant - Manceuvre de la sphére | - Chimiothérapie

dysurie, bralures - Femme enceinte uro-génitale

mictionnelles, hématurie) | - Date des dernieres - Pathologie

- Infection sur sonde regles gynécologique - Vessie

urinaire - Homme neurologique

- Prostatite - Sujet agé - Infection urinaire

- Urétrite - Hospitalisation au récidivante - Anomalie

- Controle préopératoire | long cours fonctionnelle ou

et postopératoire en - Greffe anatomique du tractus

urologie urinaire

- Contrdle apres — Diabete

traitement d’une [U - Immunodépression

- Urétérostomie (neutropénie, aplasie)

- Ponction sus-pubienne

- Cathétérisme urétéral

- Bilan de protéinurie

b) Examen microscopique des urines
L’analyse d’un prélévement effectué dans un but diagnostique est en régle générale
une analyse a la fois cytologique et bactériologique.
En bactériologie, I’examen microscopique peut étre effectué par observation directe entre

lame et lamelle sans coloration (1’état frais), ou bien apres coloration de 1’échantillon. [57]

c)Uroculture

Pour la réalisation de I’identification des germes et dans un second temps de
I’antibiogramme, la mise en culture est indispensable et systématique. Le seuil de
significativité de la bactériurie est variable selon le germe et le sexe ainsi que selon le mode

de prélevement. (Tableau 5 et Tableau 6) [58].
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Tableau 5 : Interprétation de la bactériurie en fonction
du germe et du sexe [58].

Tableau 6: Interprétation de
la bactériurie selon le mode
du prélevement [58].

Groupe de | Especes Seuil de séxe
bacteries bactériennes | sigificativité
Groupe 1 | E.coli 103 UFC/ml | Homme Mode de Seuil de
S. ou femme préléevement significativité
saprophiticus Ponction sus- 10t UFC/ml
Groupe2 Entérobactéries | 103 UFC/ml | homme pubienne
autres que Sondage « aller- | 103 UFC/ml
E.coli retour groupes 1 a 3.
C. urealyticum | 10* femme
p.aeroginosa UFC/ml Dispositif endo- | >10° UFC/ml
S.aureus urinaire (quand (entre 103 et 10
signes évocateurs | > UFC/ml,
Groupe3 Sreptocoque B | > 10? Homme d’ 1U). controle sur un
S.coagulase UFC/ml ou femme nouveau
Acinetobacter prélévement).
Autres
pseudomonas
Groupe4 Lactobacillus | Pas de seuil défini
Streptoccoque
& hémolitique

D- Antibiogramme

L’antibiogramme est I’une des principales missions du laboratoire de microbiologie
clinique qui permet de réaliser des tests de sensibilité des bactéries aux antibiotiques pour
orienter le clinicien a choisir et adapter au mieux les antibiothérapies des malades souffrant
de maladie infectieuse[59].

La méthode de diffusion en gélose est I’'une des méthodes les plus utilisées pour
diterminer la sensibilité des bactéries aux antibiotiques. Cette méthode permet une variéeté
dans le choix des antibiotiques, ne requiert aucun matériel particulier et elle convient pour la

majorité des bactéries pathogénes incluant les bactéries a croissance lente [60].

La gélose de Mueller-Hinton (MH) est le seul milieu de référence utilisé dans
I’antibiogramme. Pour certaines bactéries plus exigeantes, un milieu de Mueller-Hinton
enrichi devra étre réalisé en ajoutant le sang ou le -NAD dans du milieu MH ramené a la
température de 42-45 °C.

Afin d’obtenir une épaisseur homogene de la gélose de 4,0 £ 0,5 mm, les boites de Pétri

devront étre coulées immeédiatement sur une surface plane [61].
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Dans I’infection urinaire , un délai de 48 h est requis avant d’obtenir I’identification, la
numération de la culture ainsi que 1’antibiogramme de la bactérie mise en cause lors de la
réalisation d’un examen cytobactériologique des urines (ECBU) [62]

La croissance de la bactérie a tester apres ensemencement se fait tout autour du disque
d’antibiotique, en s’arrétant pour former un halo d’inhibition de la croissance a I’endroit ou la
concentration du gradient dans la gélose est égale a la concentration minimale inhibitrice dont
le diameétre de ce halo est le seul paramétre mesurable. Il convient donc de transformer ce
diametre en « S : Sensible », « | : Intermidiare » ou « R : Résistante » pour donner au clinicien

une information utile au choix de 1’antibiothérapie [63].

11.5- Traitement et prévention des infections urinaires
Le traitement des 1U a pour but :

- De stériliser les urines

- D’¢viter les rechutes ou les réinfections dans 1’avenir

Il consiste en un traitement curatif et préventif

11.5.1- Traitement curatif

A- Allopathie: La prise en charge médicamenteuse de I'IU est assurée par
I’antibiothérapie en réservant la prescription aux médecins.

Des menaces mondiales liées au risque d’émergence et de diffusion de nouvelles
maladies sont liées a la résistance aux antibiotiques. De plus, un déséquilibre des flores a
I’origine d’effets indésirables tels que des candidoses est le résultat de ’utilisation répétée de
ces médicaments. Il est judicieux de se tourner vers des méthodes non médicamenteuses des
I’apparition des premiers symptomes, en complément d’un traitement médicamenteux ou dans
le but de prévenir les récidives [64].

B- Aromathérapie
a) Activité antimicrobienne des huiles essentielles (HE)

Plusieurs études ont prouvé que les huiles essentielles ont un spectre d’action tres
large en inhibant aussi bien la croissance des bactéries que celles des moisissures et des
levures. Leur activité antimicrobienne est due par leur composition chimique, et en
particulier la nature de leurs composés volatils majeurs. Concernant les bactéries, les HE
empéchent leur multiplication, leur sporulation et la synthése de leurs toxines. Elles agissent
sur la biomasse et la production du pseudo mycélium pour les levures, alors que chez les
moisissures, elles inhibent la germination des spores, 1’¢élongation du mycélium, la sporulation

et la production de toxines [65].
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En cas d'infection urinaire, il est recommandéd’utiliser en priorit¢ des huiles
essentielles (HE) riches en phénols gréce a leurs propriétés puissantes anti-infectieuses[64].
b) Exemple de I’activité antimicrobienne de ’HE de Thymus Pallescens de Noé
Thymus pallescens est une espece de thym appartenant a la famille des Lamiacées. Il est
égalementconnu sous le nom de thym péle de Noé. Cette plante est endémique de la région de
Noé en Turquie,ou elle pousse sur des sols calcaires entre 600 et 1600 métres d’altitude [66].
Classification botanique :

e Regne: Plantae (Plantes)

e Division: Magnoliophyta (Plantes a fleurs)

e Classe: Magnoliopsida (Dicotylédones)

e Ordre: Lamiales

e Famille: Lamiaceae (Lamiacées)

e Genre: Thymus (Thym)

e [Espece: Thymuspallescens de Noé
Description botanique :

Cetteplante herbacée vivace mesure généralement de 5 a 15 cm de hauteur et a des
tiges rampantes quipeuvent atteindre jusqu’a 39a 30 cm de longueur. Les feuilles sont petites,
mesurant environ 3 a 6 mm delongueur, ovales a oblongues, et vert clair avec une surface
supérieure glabre et une surfaceinférieure pubescente. Les fleurs de Thymus pallescens sont
blanches ou légérement roses, petites etse trouvent en grappes denses a I’extrémité des tiges
[66]. (Voir figure 6)

Propriété antimicrobienne

Thymus pallescens possede des propriétés antimicrobiennes qui ont été largement étudiées.
Plusieurs études ont montré que les extraits et les huiles essentielles de cette plante ont une
activitéantimicrobienne contre diverses souches bactériennes et fongiques [67,68].

L’activité antimicrobienne a été exprimeé par des zones d’inhibitrices par diameétres (exprimer
parmm) , I’étude a montré que I’huile d thymus a un effet sur : Staphylococcus aureus |,

Escherichiacoli , Candida albicans [69].
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Figure 6 : LaThymus pallescens de Noé [70].

C- Phytothérapie : La phytothérapie repose sur I’utilisation des plantes antiseptiques
urinaires, anti-inflammatoires et aussi diurétiques dont les avantages sont mises a profit,
seules ou en association, tant en curatif qu’en préventif, compléments aux antibiotiques sans
montrer le méme effet secondaire [64].

D- Probiotiques: La composition des flores urinaire et génitale qui  est
particulierement liées, en raison de leur proximité, est souvent similaire, caractérisée par
la présence majoritaire de lactobacilles. Ainsi, il est intéressant de s’assurer de leur intégrité
et, le cas echéant, de les restaurer afin de lutter contre les infections urinaires.

Les probiotiques composés de lactobacilles commensaux, produisent de 1’acide
lactique et de peroxyde d’hydrogéne qui inhibent 1’expression des geénes codant pour les
fimbriae de type 1 chez E.Coli ,ce qui va diminuer les capacités des bactéries pathogenes a se
fixer a I’épithélium vaginal. Certaines souches de lactobacilles contribuent a 1’élimination des
bactéries pathogenes en produisant de la bactériocine.

La prise de lactobacilles en cas de cystites récidivantes permet de maintenir I'équilibre
des flores vaginale et urinaire. L’administration orale disponible a I’officine se fait idéalement
le matin a jeun. Cependant, en cas de prises multiples au cours de lajournée,

une administration a distance des repas doit étre recommandée [64].

11.5.2- Traitement préventif

Une consommation répétée de petites quantités d’eau favorise les vidanges de la vessie
il est conseillé donc de boire au minimum 1,5 litre au cours de la journée sous forme d’eau ou
d’infusions .
- Les mictions doivent étre complétes, réguliéres, et pas trop espacées ; il convient également

d’éviter de se retenir.
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- Pour limiter la prolifération bactérienne, L’hygiéne périnéale quotidienne doit étre correcte,
sans étre excessive : une toilette par jour a 1’aide d’un savon doux, a pH neutre, dépourvu
d’antiseptiques ou de parfums [71].

-La prise en charge d’un mauvais transit intestinal peut étre la solution aux problemes

urinaires.

De méme, s’essuyer d’avant en arriere contribue a réduire le risque de propagation des

bactéries et donc d'lU [64].
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Chapitre 11 Matériels et Méthodes

|- Cadre d’étude

| .1-Type, lieu et durée d'étude

I1 s’agit d’une étude expérimentale réalisée sur des prélévements d’urines, concernant
60 malades hospitalisés au niveau de deux (02) services : Médecine interne et Pédiatrie de
I’EPH de Theniet El Had, wilaya de Tissemsilt- Algérie durant une période de 02 mois ; a
partir de 23/02/2022 jusqu’au 25/04/2023.

| .2-Objectif de I’étude
Notre objectif vise :

-La détermination de la prévalence des IU au niveau des services: Médecine interne et
Pédiatrie.

- L’identification des germes responsables de I’IU.

- L’étude de la résistance des germes isolés aux antibiotiques.

- La mise en évidence de I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle

Thymus

pallescensde Noé identifiée et procurée par Mr. CHOUHIMsur les souches isolées.

I1- Matériels

Le matériel utilisé est présenté dans le tableau si- dessous :

Verreries et
appareillages

Milieux de cultures

Solutions de coloration et réactifs
d’identification

- Lames et lamelles

- Pipettes stériles
-Anse de platine

- Seringues stériles a
usage unique

- Ecouvillons stériles

- Tubes a essais stériles
de 10ml

- Tubes a essais stériles
de 5ml

- Pots stériles

- Etuve d’incubation a
37°C

- Etuve de stérilisation
a 100°C

- Microscope ordinaire
- Bain marie

- Bec Bunsen

- Gélose nutritive

- Gélose CLED

- Gelose Chapman

- Gélose Mac Conkey
- Gélose BCP

- Gélose au sang frais
- Gélose au sang cuit
(chocolat)

- Gélose cétrimide

- gélose Mueller Hinton
- Gélose Sabouraud

- Galerie biochomique
APl 20 E.

- Galerie biochomique
API.

- Bleu de Méthyléne

- Solution de violet de gentiane (1 %).

- Lugol.

- Alcool (90%).

- Fushine de Ziehl

- Réactif de Kovacs (Indole)

- Réactif TDA (Tryptophane désaminase)
-Réactif VP (I et Il) VogesProskarver

- Eau physiologique (0.9%)

- Eau Oxygénée (10%)

- Sérum Humain (TP 100%)

- Huile a émersion

- Disques d’oxydases

- Disques d’ATB de 6mm de diamétre
imbibés de solution antibiotique a des
concentrations connues, livrés par I’institut
Pasteur

- papier wattman.
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I11-Méthodes

Notre démarche expérimentale est résumée a travers le diagramme représenté dans la

figure ci-dessous.

[ Prélewement d'urine ]

| |

[ Dxamen cytologiqus [ [xamen bactérislogiqus
| I i

[ Cnzemencement sur GN ]

[ Cualitatif ] [ Cuantitatif ]

Le-chure: o
boites
| culures]
apnts FEhITC

[ Dénombrement et Différenciation ]

[xamen Cxamen
TN O OO MBCTOS COppLE

B solement sur Milieux c

Sa e ctif
} \
I G5F et GFC I BCP [ MacConkey ][ L trimidie ] [ Chapman ] m | King I | Sabouraud I
B
| J
|
[ Incubation ]
Identification
& &
ke ntification des bacténes Gram |- | par ke ntification des bactenes Gram |+]
gakerie AF| par galerie AP|

(= + =
ll JI

Lecture des Rasultats aprés 24 h

Figure 07 : Schéma représentant la démarche expérimentale de I’ECBU.
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I11.1- Préléevement des urines
Chaque prélévement est identifié par le nom du patient ; la date ; I’heure et le lieu du

prélevement.ll est également accompagné d’une fiche de renseignement compléte.
- Fiche de renseignement (voir annexe 1)

Pour une analyse bactériologique fiable, il est indispensable de transmettre au laboratoire

un maximum d’information :
» L’identification du malade.
» Les conditions de prélévement (heure, date, lieu et température).
» Diagnostic clinique.
» Durée de la maladie.
» Traitement en cours ou récemment terminé.

I11.2- Transport et conservation
Les urines prélevées ont été acheminées rapidement au laboratoire dans I’heure qui suit le

prélévement.

En effet, certains germes fragiles comme les bactéries anaérobies peuvent disparaitre au cours

du transport, si le délai est trop long.

A D’'inverse, une flore poly microbienne peut proliférer activement durant le transport

et géner par conséquence 1’isolement du germe recherché.
Dans ce cas, il faut conserver le prélevement a basse température (+ 4°C).

I11.3- Conduite pratique devant un examen cytobactériologique des urines
(ECBU)

111.3.1- Examen macroscopique : Il repose sur I’aspect des urines.
- Technique : Homogeénéisation de 1’urine par retournement ouagitation mécanique.
a) couleur
*A 1’état normal :
- Jaune claire : cas de polyurie (urines diluées).

- Jaune foncée : dans les états fébriles.
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*A I’état pathologique :
- Jaune orangée : maladies febriles aigues.
- Rouge : présence de sang ou de pigments alimentaires.
- brun verdatre : affection hépatovésiculaire.
- Noir : Mélanosarcomes (tumeur maligne).
b) Odeur
* A 1’état pathologique :
- Odeur acétonique : diabete.
- Odeur fétide : fievre grave ; cancer du rein et de la vessie.
- Odeur de sirop d’érable : leucinose
c) Transparence
*A 1’état normal :
- Urine fraichement émise : limpide.
*Apres repos :

- Si I’urine se trouble spontanément en se refroidissant ; il y a une présence d’acides de

sodium.

- Si I’urine est trouble a 1’émission : présence de phosphates alcalins.

- Si I’urine est trouble ; peut traduire un état pathologique (présence de pus).
d) Détermination du pH urinaire (bandelette urinaire)
- But : évaluer 1’état d’acidité ou d’alcanité des urines.

- Technique : la réalisation de ce test s’est effectuée sur des urines fraiches. Elle fait
appel a des bandelettes revétues de deux indicateurs colores, et dont le changement de couleur

va de I’orange au bleu, couvre une gamme de pH de 5.00 a 8.5.

- Résultats : le pH normal des urines varie de 4.5 a 7.8 en fonction de 1’alimentation.
Physiologiquement, une acidose de jeine (nuit) est observée et une alcalose post — prandiale.
La bandelette permet aussi de mettre en évidence d’autres €léments anormaux tels que :

- Les protéines.
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- Le glucose.
- les corps cétoniques.

- Le sang.

i’

Figure 8 : Bandelette urinaire « chimie des urines » (Originale, 2023).
111.3.2- Examen microscopique- cytologique
A- Examen qualitatif

- Examen a I’état frais : ¢’est un examen qui se fait entre lame et lamelle, les ¢léments

observés sont :
a) Eléments organisés :

* Les cellules épitheliales : elles proviennent de 1’épithélium excréto - urinaire ou rénal et

peuvent étre :

-Squameuses : voies excreétrices.

- Rondes : origine rénale.
*Les hématies : elles peuvent étre intactes, en oursins en aspects fontoniques.
*Les leucocytes : ils peuvent étre intacts, altérés, isolés ou en amas.

*Les cylindres : ils se représentent comme de longs rubans cylindriques, on distingue ; les

cylindres granuleux, hématiques, leucocytaires et épithéliaux.
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b) EIéments inorganisés :

* Les cristaux urinaires: lls précipitent de maniére variable dans les urines selon les

conditions chimiques de concentration et de PH urinaire.

PH alcalin PH acide

- Phosphates amorphes. - Urates amorphes.
- Triples phosphates. - Oxalate de calcium.
- Urates d’ammonium. - Cystine.

- Phosphate de calcium

' - Acide urique.
- Carbonate de calcium. cide urique

c)Les bactéries : a I’état frais, des bactéries peuvent étre aussi observées, en appréciant

leurs forme (cocci ou bacilles) et leurs mobilité.

d) Les levures : Ellesprésentent a 1’état frais une formes sphérique ou ovalaire, de taille

de 5 a 12 um. Certaines levures montrent un bourgeonnement a 1’un de leur pdle.
B- Examen quantitatif

Le comptage des éléments figurés dans les urines particulierement les leucocytes et les
hématies a été réalisé par champ microscopique ou par mm?® d’urines en utilisant la cellule

Malassez.

- Technique : la cellule Malassez permet la numération des leucocytes par mm3 .Elle est de
profondeur de 0.2 mm, constituée de 10 bandes verticales de 0.25 mm de large et de 10
bandes horizontales de 0.20mm de large formant 100 rectangles. Le volume de la cellule est
de 1 mms3, chaque rectangle quadrille représente donc 1/100 mm3,

Lecture : selon que la leucocyturie est plus ou moins importante, les leucocytes sont comptés
dans un volume différent ; de un(01) rectangle pour les fortes leucocyturies a la cellule entiére

pour les leucocyturie voisines des valeurs normales.

- L’expression quantitative de leucocyturie s’opere par examen du culot urinaire entre lame et

lamelle a 40x de grandissement.

- A I’état normal, on ne trouve pas plus de 5 a 10 éléments par mm? d’urine. Un chiffre > 10

leucocytes peut étre considére comme la limite supérieure de la normale.
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111.3.3- Examen bactériologique

A- Examen quantitatif
Il repose sur la numération ; un dénombrement de germes qui se fait sur gélose nutritive.
a) Meéthode de Kass. (voir annexe 2).

Technique : 0.1 ml d’urine bien mélangée, est diluée dans 9.9ml d’eau distillée stérile a I’aide
d’une pipette calibrée a 0.1ml, puis 0.1 ml de cette dilution est étalée sur une GN avec un

rateau stérilisé. L’incubation se fait a I’étuve a 37°C pendant 24h.
Lecture : La numération se fait selon la formule de Kass : N = n x 10 2 x 10 bactéries / ml.
n : Nombre de colonies sur la boite.
10 2: Inverse de la dilution.
10 : Inverse de I’inoculum.
Aprés I’incubation, plusieurs cas peuvent étre obtenus :
-SiN>10° bactériessmd—>  Numération positive.
- Si N=10* bactériessml— Numération douteuse.
- Si N= 108 bactéries / ml — Numération négative.

b) Un isolement est effectué paralléelement a la numération des germes a partir de 1’urine

totale homogénéisée sur des milieux de culture.
* Choix des milieux de culture

1- Milieux pour numération bactérienne

Les milieux utilisés doivent permettre une numeération des bactéries les plus
fréquemment rencontrer, c’est-a-dire les entérobactéries , les pseudomonas , les
staphylocoques et les entrérocoques qui sont toutes des bactéries peu exigeantes et a
culture rapide . alors on utilise une GN, un milieux CLED ( cystine lactosé électrolytes

déficients )

2- Milieux d’isolements

On utilise pour I’isolement des bactéries peu exigeantes, des milieux sélectifs tels que :

BCP ( gélose lactosée au bromocrésol pourpre ) , et Mac Conkey qui permet d’inhiber les

bactéries a GRAM + et le développement en nappe de Proteus .
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3- En cas de suspicion des bactéries a croissance difficiles, d’autres milieux de culture ont été
utilisés. Une gélose au sang frais ou cuit pour I’isolement des Stréptocoques ou des

Hemophilus.

*Ensemencement et isolement

Il a été effectué par technique de stries d’épuisement pour obtenir des colonies bien isolées.
Technique

- La souche est déposée prés d’un bord d’une boite de gélose.

- Le dépot est étalé par des stries serrées sur 1/3 de la boite.
- Etalement d’une partie des stries précédentes en tournant la boite 50°.
- Répétition des deux étapes précédentes.

- Une Z finale est faite vers le centre de la gélose. (\Voir figure 9)

— — — ser
N » 1
A v Lt
o, i S quadrant
TR

Vi
Seme
quadrant
4eme
| quadrant
— j

quadrant ’

Figure 09: Ensemencement de 1’urine par la méthode de stries
Incubation

L’incubation des milieux s’est effectuée a 35-37°C pendant 18-24h a I’étuve. L’incubation
des milieux enrichis a été réalisé sous CO, pour la recherche des germes anaérobies.

B- Examen qualitatif
Il se repose sur I’identification morphologique et biochimique du germe isolé.
a) Caractéres biochimiques d’orientation rapide
» Test oxydase
Le test oxydase indique si un microbe est aérobie. Un accepteur d’électrons est utilisé ;
la N-tétramethyl-1, 4-phénylendiamine , qui change de couleur lorsqu’il oxydé par le

cytochrome C oxydase.
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Une respiration oxydative est indiquée par le changement de couleur vers le violet,
alors qu’aucun changement de couleur prouve 1’absence de cytochrome ¢ oxydase chez le

microorganisme [72].

Technique : Le disque d’oxydase a été déposé sur une lame propre imbibé avec une goutte

d’eau distillée stérile.

Une colonie a été prélevée du milieu de culture de 18h a 1’aide d’une pipette Pasteur

boutonnée, puis déposée sur le disque. Attendre quelques secondes.
Lecture : - Le disque devient rose foncé puis violet au niveau du dépét —, oxydase (+).
- Pas de changement de couleur — oxydase (-).

» Test catalase

2 H0;, — O + 2 H,0

La catalase est une enzyme qui décompose 1’eau 0xygénée formée en eau et oxygene
qui se dégage, elle est présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et anaérobies
facultatives [73].

Technique : - Une goutte d’eau oxygénée est déposée sur une lame propre.
- Prélévement d’un peu de culture pure et jeune de 18h avec une pipette
boutonnée, et dépbt des bactéries dans H, O, .
Lecture: - Bullesde gazdansH, O, ____ Catalase (+).
- Pas de dégagement gazeux ——» Catalase (-).
» Test coagulase

La coagulase est une enzyme qui provoque la coagulation de la fibrine. Le test de
coagulase détermine si un organisme peut produire cette enzyme [72].1l est utilisé pour

distinguer les staphylococcus aureus des autres especes de staphylococcus .

Technique :
- Le germe est ensemencé sur un bouillon nutritif, laissé a I’étuve a 37° C pendant 18h a 24 h
- Quelques gouttes de bouillon de culture sont ajoutées a du plasma humain (TP 100%) dilué

au 1/10 dans un sérum physiologique, s’ensuit une agitation puis incubation a 37°C.

Lecture : Les tubes sont examinés toutes les demi-heures, la coagulase devra apparaitre apres

3 heures a 4 heures d’incubation.
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Formation d’un caillot ferme, qui adhére au paroi du tube, est considérée comme une

réaction de coagulase (+).

b) Identification morphologique

» Coloration simple (bleu de Méthylene "BM") : Elle permet 1’identification des
leucocytes ; ainsi que la forme des bactéries (bacilles ou cocci) et leur disposition

(chainette ou grappe).

Technique : Le frottis séché fixé sur une lame est recouvert avec du BM. La réaction dure 5 a
10 min, s’ensuit lavage puis séchage.
- L’observation au microscope s’effectue au grandissement x 100 en utilisant de

I’huile d’immersion.

» Coloration de Gram : Elle permet de préciser le type morpho-tinctorial du germe

et donc d’orienter I’identification biochimique du germe isolé.

Technique : - le frottis est fixé a la chaleur, puis laissé refroidir, ensuite il est recouvert avec
le violet de gentiane pendant 1 minute. Apres lavage avec ’eau distillée du lugol est ajouté.

La réaction dure 30 secondes.

- Une deuxieme étape de mordancage avec du Lugol pendant 30 secondes, est
réalisée s’ensuit d’un rincage a I’eau distillée. La lame est ensuite inondée avec de ’alcool
pendant 1 minute, puis lavée a I’eau distillée puis une recoloration a la fuchsine pendant 1
minute Lavez doucement a 1’eau distillé apres séchage ensuite 1’observation au microscope

est effectuée au grossissement x100.

Lecture : - Les germes Gram + sont colorés en violet fonce.

- Les germes Gram — sont colorés en rose rouge.
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c)ldentification par la galerie API 20 E et Api Staph

SIOMERIEUX

A NT  PAL
MAN XLT MEL
Aune  mAL_ LAC TRE

fuJJdguuuuQ ‘nggie@L

=5 FRU S

Figure 11: Galerie Api Stap(photo originale, 2023).

L’API est un systéme standardisé utilisé pour I’identification des bactéries selon les

caractéres biochimiques.

Technique : - A I’aide d’une pipette Pasteur, 1 a 4 colonies ont été prélevées, bien isolées
pour réaliser une suspension avec 1’eau physiologique.

- Les tubes et les cupules des tests sont remplis avec la suspension seule qui
portent un cadre.

- Les tests soulignés sont emplis d’huile de paraffine.
- La boite d’incubation est remplie d’un peu d’eau pour éviter la dessiccation lors

del’incubation qui se fait a 37°C pendant 24h.

Lecture : Aprés incubation, des réactifs appropriés sont ajoutés et les résultats sont comparés

au tableau de lecture. (Annexe 3/ Annexe 5)
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d) Antibiogramme

- Méthode de diffusion des disques sur gélose : Repose sur la diffusion des composés

antimicrobiens en milieu solide.

- Milieu utilisé pour antibiogramme :Le milieu sélectif MH & été utilisé , coulé en boite

Pétri sur une épaisseur de 4 mm.
- Préparation de I’inoculum :

A partir d’une culture pure de 18h a 24h, et a I’aide d’une pipette Pasteur quelques colonies
bien isolées et identiques ont été raclées puis transférées dans un tube a essai contenant 5 ou
10 ml d’eau physiologique stérile. Aprés homogénéisation de la suspension bactérienne, son

opacité était fixée pour étre équivalente a 0.5 MF.

- Procédure expérimentale :

Un écouvillon stérile est trempé dans I’inoculum puis frotté sur sur la totalité de la surface
gélosée séchée de haut en bas en stries serrées. L’opération est répétée deux fois en tournant
la boite a chaque fois, sans oublier de passer 1I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Les disques choisis sont déposés a 1’aide d’une pince stérile sur la surface de la gélose et en

appuyant légérement. Les boites ont été ensuite portées a 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24h.
- choix des ATB : selon les disques disponibles.
- Lecture :

Apreés incubation, les diamétres des zones d’inhibition des colonies ont été mesurés a 1’aide
d’une régle graduée en mm. Les résultats obtenus ont été comparés aux valeurs critiques
selon les tableaux de lectures correspondantes pour les classer en : R (résistant) ; S (sensible),
| (intermédiaire). (Voir Tableau 07)
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Tableau 07 : Charge des antibiotiques testés et caractérisation des diametres de la zone
d’inhibition selon les normes du CASFM (Comités de I’Antibiogramme de la Société

Francaise de Microbiologie)

Diameétre d’inibition

Famille Antibiotiques testés et Charge de

leurs abréviations disques en Sensﬁ;le Ré5|<stant
HY -

Pénicilline 29 28
- Lactamines

Amoxicilline AMC 20/10 21 14

+acide

clavulanique

Cefotaxine CTX 30 21 15
Fluoroquinolones | Ciprofloxacine CIP 5 22 19
Aminosides Gentamicine GM 10 Ul 16 14
Macrolides Erythromicine E 15 21 13

e) Aromatogramme des différentes souches isolées

On procede aux mémes étapes réalisées dans le test de I’antibiogramme et apres
I’ensemencement de 1’inoculum sur gélose MH ; les disques de papier wattman stérilisés ont
été imbibé de 10 pl d’huile de thymus pallescenc de Noé a I’aide d’une micropipette puis ils
ont été déposé a la surface de la gélose ensemencée, Chaque boite a comporté des
différentessouches bactériennes isolées.

L’incubation des boites a été effectuée a 37°c pendant 18-24h.
Lecture :

Apres incubation, les diamétres des zones d’inhibition des colonies ont été mesurés a 1’aide
d’une régle graduée en mm. Les résultats obtenus ont été comparés aux valeurs critiques
selon les tableaux de lectures correspondant pour les classer en : R (résistant) ; S (sensible), 1

(intermédiaire).

Diamétre de zone d’inhibition Interprétation

<10mm Résistant non sensible
10 - 14 mm Sensible

15-20 mm Tres sensible

> 20 mm Extrémement sensible
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Chapitre 111 RESULTATS ET DISCUSSIONS

Dans cette étude qui a été réalisé sur les U aux services médecine interne et pédiatrie ;
I’interprétation des résultats de 'ECBU est trés délicate, elle a été faite en collaboration avec
un clinicien, et au dépend de plusieurs facteurs :

- La qualité du prélévement (respect du temps, de transport, conservation).

- La technique de prélévement utilisée (milieu du jet, sonde, ..... ).

- L’identification des germes responsables de ces infections.

- Etat du malade et ses antécédents.

- Renseignements cliniques (fievre, brulures mictionnelles, prise d’antibiotique,
sonde,....).

- Age du malade.

- Leucocyturie.

- bactériurie.

- résistance aux ATB des germes isolés.

I- Examen macroscopique

I.1- Aspect des urines

Figure 12 : urine normal ; Jaune claire Figureld: Urine trouble
(Originale, 2023) (Originale, 2023)

o)
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Notons I’aspect trouble qui peut étre du a une infection urinaire, ou présence de

cristaux, ou hématurie.
|.2- Bandelette urinaire

Elle permet I’interprétation des désordres acido-basiques ; aide au diagnostic et la

surveillance d’un certain nombre d’affections.
I1- Examen microscopique- cytologique qualitatif
A I’état frais, I’examen nous a permis de distinguer les éléments suivants.

Il .1-Leucocytes

Figure 14: Les différents aspects des leucocytes observés au microscope optique
x40(Originale, 2023) A: Leucocyte intactes isolés, B: Leucocytes intactes en amas,

C :Leucocytes altérés et intactes
La présence de leucocytes signe l’existence d’une réaction inflammatoire. Leur

présence en amas et ou altérés témoigne de I’ouverture d’un foyer inflammatoire (micro-

abces).
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Il .2-Les hématies

Figure 15 : Les différents aspects des Hématies observes au microscope optique
x40(Originale, 2023) A: Hématies intactes, B : Hématies altérées en forme d’oursin.

La présence d’hématies témoigne d’une Iésion des muqueuses de 1’appareil

urinaire observée dans les cas suivants :
- dans les formes hémorragiques des néphrites (présence de cylindres hématiques) ,
- dans les cas d’atteinte glomérulaire,

- dans les cystites hémorragiques.

11 .3-Les cellules épithéliales

A

Figure 16 : Les différents aspects des cellules épithéliales observés au microscope

optique x40(Originale, 2023). A: Cellules rénales, B : cellules urétérales —veésicales.

La présence de cellules épithéliales n’a pas de signification pathologique.
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Il .4- Les cristaux

- Les cristaux présents dans 1’urine normale sont mentionnés dans les figures ci-

dessous :

Figure 17: Oxalate de Figurel8 : Acide urique Figure 19: Phosphates triples
calcium (Originale, 2023) (Originale, 2023) (Originale, 2023).

Ils sont assez fréquents, mais leur présence en quantité importante doit étre signalée ;

elle peut étre liée a une lithiase.

- Cristaux anormalement présents dans 1’urine sont répertoriés dans les figures ci-

dessous:

Figure 20: Cystine (dans les maladies Figure 21 : Urates amorphes (Originale,
héréditaires) (Originale, 2023) 2023)
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I1.5-Les bactéries

Hématies

Figure 22 : Bactérie en Figure 23 : Bactérie en Forme bacille
Formecocci(Originale, 2023) (Originale, 2023)

A 1’état frais, on a pu observer les deux formes (cocci et bacille) et leur mobilité.

Il .6-Les levures

Figure 24 : Observation de levuresa 1’état frais au microscope
optiquex40 (originale, 2023)

I11- Examen microscopique- cytologique quantitatif

I11.1- Leucocyturie

A D’état physiologique normal, 1’urine contient < 10° leucocytes/ml, ce qui permet

d’exclure une IU (sauf chez les sujets neutropéniques)

Le seuil significatif d’une Ul est > 10* leucocytes/ml.
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I11.2- Bactériurie

Tiefe

Degt
Profandeur
0,200mm

0.0025mm"'

Maiassuz

Figure 25 : cellule de Malassez.(Originale, 2023)

Une bactériurie significative varie en fonction de 1’espece bactérienne, du sexe et du

mode de prélévement. Son seuil significatif est > 10° UFC/ml, il dépend :

cliniques, d’une leucocyturie et d’une bactériurie [56].

- De I’espece bactérienne (voir tableau 5).

- Du mode de prélevement (voir tableau 6).

Tableau 08 : Interprétation des principales situations basées sur la présence des signes

+ >10* >10° lou 2 I , Il ou | Infection urinaire
Il
+ > 10* > 10° lou 2 I Infection urinaire
<10°
+ >10* <103 Quelque | - inflammation  sans
soit bactériurie

- Traitement antibiotique
en cours.
- Bactéries a culture lente
ou exigeantes a rechercher.
- Etiologie non infectieuse.

+ < 10* >10° lou 2 I ou ll - Immunocompétent :
ECBU a refaire.
- Immunodéprimé : 1U.

- Soit >10* > 10° 1 ou | Quelque | Contamination probable : a

ou < 10* <10° plusieurs | soit refaire
- Soit >10* >10° lou 2 Colonisation
ou < 10*
Oui ou|- <103 Absence d’infection
non
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Tableau 09 : Interprétation des résultats pour 1’infection urinaire nosocomiale [56]

+ >10* >10° - infection urinaire
+ >10* <103 - Inflammation sans
bactériurie.
-ATB
- Bactéries exigeantes.
Associé  aux - Etiologie non infectieuse.
soins chez un | - >10* > 103 Colonisation
patient  non < 10*
sondé - > 10* <103 Pas d’infection
< 10*
+ - >10° - Immunocompétence : &
refaire.
- Immunodéprimé : 1U
+ Pas d’intérét >10° -1U
Associé  aux
soins chez un < 105 - Inflammation sans
patient sondé bacté_riurie.
- Traitement par ATB.
- Bactéries exigeantes.
- Pas d’intérét > 103 Colonisation
<108 Absence d’infection

IV- Identification morphologique et biochimique des germes isolés

IV.1- Identification biochimique

A- Test Catalase

Figure 26 : Résultat du test catalase (originale, 2023)

Les résultats de la figure 26 montre que la plupart des tests catalases étaient positifs

pour I’ensemble des bactéries (Gram + et Gram -).

W)
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B- Test d’oxydase

Figure 27 : Résultat du test oxydase (originale, 2023)

Le résultat présenté dans la figure 27 montre que le test oxydase était positif pour
seulement deux souches bactériennes (Pseudomonas aeruginosa, Micrococcusspp) — sur

I’ensemble de 24 souches.

C-Test de coagulase

Figure 28 : Résultat du test coagulase (original, 2023)

Le résultat de la figure 28 montre que les germes cocci Gram (+) présentent un test de

coagulase (-).

o)
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IV.2-Résultats des différentes cultures formées sur les milieux de gelose apres

isolement et identification

1V.2.1- Bactéries

A- Bacilles a Gram négatif

*E.colil

Tableau 10 : Caractéristiques d” E.coli correspond au profil (5044524) API 20E

Macroscopique

Sur CLED

Colonies
d’or opaque

Observation

Microscopique

jaunes

Sur BCP

Sur Mac Conkey

Colonies
pink

rose

- Colibacilles & Gram (-)

Tests

Catalase: (+)

Oxydase: (-)

d’identification
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* Klebsiellapneumoniae

Tableau 11 : Caractéristiques de K. pneumoniae correspond au profile (5205773ou 7) API
20E

Observation Sur CLED Sur Mac Conckey

Macroscopique

Colonies jaunes Colonies roses
mucoides pinkmucoides

Microscopique

Catalase: (+)
Oxydase: (-)

Tests
d’identification
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* Enterobacteraerogenes

Tableau 12 : Caractéristiquesd’ Enterobacteraerogenes correspond au profile (5205773) API
20E

Sur CLED Sur Mac Conckey

Observation | Macroscopique

N

Colonies  jaune souvent | Colonies rose pink
mucoides

Microscopique

Catalase: (+)
Oxydase: (-)

Tests
d’identification
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* Pseudomonas aeruginosa

Tableau 13 : Caractéristiques de Pseudomonas aeruginosa correspond au profile (2202000)
API 20 E.

Macroscopique

Colonies vertes Colonies bleus
rugueuses , surface | verdatres
mate typique.

Colonies
transparentes

Observation

Colonies bleus
verdatres

Microscopique

Tests Catalase: (+%
d’identification | Oxydase: (+




Chapitre 111

B- Cocci a Gram positif

* Staphylococcus saprofiticus

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Tableau 14 : Caractéristiques du Staphylococcus saprofiticus

Observation

Sur CLED

Macroscopique

Colonies rondes brillantes L
pigmentées en jaune. Colonies jaunatre.

Sur Chapman

Microscopique

Cocci Gram (+) groupées en grappes de raisins.

Tests
D’identification

Mannitol mobilité.

Mannitol (-)
Mobilité (-)

Catalase: (+)

Coagulase: (-)

* Staphylococcus spp
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Tableau 15 : Caractéristiques du Staphylococcus spp

Observation

Macroscopique

Sur CLED Sur Chapman

Colonies ~ ~ rondes | Colonies blanches brillantes
brillantes  pigmentees | et crémeuses.
en jaune.

Microscopique

- Cocci Gram (+) isolés ou groupés en amas .

Tests
D’identification

Mannitol mobilité

Mannitol (-)
Mobilité (-)

Catalase: (+)

Coagulase: (-)
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* Micrococcusspp

Tableau 16 : Caractéristiques du genre Micrococcusspp

Macroscopique

Colonies rondes brillantes

Observation

Microscopique

- Cocci Gram (+) isolés en tétrade ou groupés en amas

Mannitol mobilité Mannitol ( -)

Tests Mobilité (- )

d’identification | Catalase(+)

Oxydase(+)

Remarque : Parmanque de milieux de culture ; il était difficile d’identifier ’espéce
Micrococcus.
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*streptococcus spp

Tableau 17 : Caractéristiques du genre streptococcus spp

Sur GSF | Sur GSC

Macroscopique

Observation

Colonies rondes, | Absence de culture
Blanches, fines et
lisses

Microscopique

Cocci Gram (+), isolés, diplocogues et en courtes chainettes.

Catalase(-)
Tests
d’identificati
on Oxydase(-)

Remarque : Parmanque de milieux de culture et milieux d’identification; il était

difficile d’identifier les espéces streptococcus.
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C- bacilles a Gram positif
* Bacillus

Tableau 18 : Caractéristiques du genreBacillus

Sur GN

Macroscopique

Colonies blanches, aspect irrégulier.

Observation

Microscopique

- Bacille Gram (+) isolés en chainette

Tests Catalase(+)

d’identification

Remarque : Parmanque de milieux de culture ; il était difficile d’identifier ’espéce

Bacillus.
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IV.2.2- Résultats des cultures formées sur gélose Sabouraud
* Levures

Tableau 19 : Observation macroscopique et microscopique des levures

Observation macroscopique Observation microscopique

Coloration par bleuColoration par fuchsine
deméthyléne

Cellules ovoidales isolées et en amas

Colonies créeme muqueuse (3mm de

diametre) avec bord réguliers.

Cellules ovoidales bourgeonnantes
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V-Etude Graphique

V.1-Résultat de la culture

L’¢étude statistique a porté sur 60 prélevements d’urine au niveau des services de
médecine interne et pédiatrie, parmi les quels 40% sont positifs, se répartissant entre 67%

femmes et 33% hommes sur une période de 8 semaines. (Voir figure 29 et figure 30)

0% 0%

B Nombre des

B Homme
cas positifs
® Femme
= Nombre des
m Enfant

cas négatifs

Figure 29 : Répartition des échantillons selon Figure 30 : Répartition des résultats positifs
les résultats de la culture selon le sexe.

La prédominance féminine notée au niveau des prélevements positifs concorde avec
une autre étude faite [74], cela est en relation avec la morphologie de son appareil urinaire et
aussi de la modification de 1’acidité vaginale a cause de diminution des hormones aprés la

ménopause.

Chez I’homme, I’incidence de I’IU augmente apres 1’age de 50ans parallélement aux
problémes d’obstruction prostatiques et les pertes de 1’action bactéricide des sécrétions de la

prostate [75].

Chez I’enfant, aucun cas d’IU n’a été enregistré (0%), en revanche, un autre travail
[74] montre que la fréquence de ces infections par rapport a toutes les pathologies au service
de pédiatrie est de 7.6%. Cette contradiction est due aux difficultés d’accés au service

(nombre réduit de prélevement).
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V.2- Répartition des échantillons selon le diagnostic clinique et bactériologique

Tableau 20: Répartition de I’infection urinaire selon le diagnostic clinique.

Syndrome infectieux 18 3 16.6
Insuffisance rénale 5 4 80
Diabétique 2 1 50
Anémie 7 4 57.1
Maladies du systeme immunitaire | 7 1 14.3
Cardiaque 13 5 38.7
Pneumopathie 6 4 66.6
Bilan d’exploration 2 2 100
Total 60 24 40

-Le taux élevé d’TU (100%) est observés chez les malades présentant un bilan d’exploration.

- Concernant le syndrome infectieux, un taux de I’IU est de 16.66 % et qui est tolérable.

-Dans les insuffisances rénales, I’IU présente un taux égale a 80% du a une IUC (parenchyme

rénal altéré).

- Concernant les sujets diabétiques et cardiaques,le taux élevé obtenu est lié aux facteurs

favorisant de 1’TU nécessitant 1’installation d’une sonde vésicale a demeure.

-Pour les immunodéprimés, ils présentent un taux de 14.28% d’IU qui doit étre prise en

considération a cause de leur exposition a n’importe quelle infection.

=
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V.2.1- Malades sondés

Tableau 21 : Répartitions des ECBU positifs et négatifs selon ’utilisation de sonde vésicale.

Nombre %
Prélevement 60 100
Nombre de malades 7 11.66
sondés
Nombre de cas positifs 4 6.66
sondés
Nombre de cas négatifs 3 5.00
sondés

Nos résultats révelent que Parmi les 11.66% des malades sondés, 6.6% présentent une
IU. Ces résultats sont comparables a ceux signalés par une étude faite sur les infections
urinaires [76] qui a montré que ce taux est nettement élevé a I’hopital par I’emploi de

cathétérismes urétraux.

V.2.2-Malades sous / sans antibiotiques

B malades sous
ATB

® Malades sans
ATB

Figure 31 : Répartition des malades sous /et/ sans ATB (A) et répartitions des ECBU positifs
et negatifs des malades sous ATB (B).

Sur les 60 préléevements effectués, 57% des malades étaient sous antibiothérapie dont

41% présentaient une IU.
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V.3-Répartition globale des germes isolés

M Bactéries Gram +
H Bactéries Gram -

W Levures

Figure 32 : Répartition globale des germes isolés

Selon la figure 32, nous avons constaté que la fréquence des Gram + ainsi que celle
des levures est élevée. Nos résultats sont plus proches a une étude faite [77] qui a démontré

que ce taux pourrait étre une source de contamination par leur forte présence en milieu
hospitalier.

Tableau 22 : Répartition des ECBU positifs selon les bactéries Gram - isolées

Souches E.coli Klebsiella | Enterobacter | Pseudomonas | Total
isolée

Nombre 2 2 1 4 9
% 22.22 22.22 11.11 44.44 100

Tableau 23 : Répartition des ECBU positifs selon les bactéries Gram + isolées

Souches | Staphylococcus | Streptococcus | Micrococcus Bacillus Total
isolées

Nombre | 5 2 1 5 13

% 38.5 154 7.6 38.5 100
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Selon les résultats, les Gram (-) représentent 35% des bactéries isolées. Ce sont
essentiellement des entérobactéries (55,6%) et des Pseudomonas( 44.4%) (Tableau 23). Nos
résultats corroborent avec des littératures ou le Pseudomonas est isolé uniquement chez les

hospitaliers. [78]

Les Gram (+) représentent un taux de 50% des souches isolées avec une prédominance
de Staphylococcus (38.5%) (Tableau 24).

Les Microcoocus et les Bacillus malgré leurs taux élevés, ne sont pas incriminées

dans I’IU car ce sont des sources de contamination en milieu hospitalier.

En revanche, une autre étude [79] a montré que les especes les plus fréquemment
isolés en milieu hospitalier étaient des klebsielles, des colibacilles, des Proteus et

staphylocoques.
V.4- Répartition des germes isolés selon la tranche d’age

Tableau 24 : Répartition des germes isolés selon la tranche d’age

- Nombre de chaque germe isolé
=
&
-
@)
g ~ | O & 5 | 2| = D
D o = —
Smls| &8 |5 | <88 |8z
Q| g8 | a < e o S Q = 5
® = | @ ) 3 S o S c 2
= Q g 8 S o 77}
K 2 2 S &
0-10 0 |0 0 0 0 0 0 0 0
11-21 |0 |0 0 1 0 0 1 1 0
22-32 |0 |0 0 2 0 0 0 3 1
33-43 |0 |0 0 0 0 0 0 1 0
44-54 10 |0 0 0 1 0 1 0 0
55-65 |0 |0 1 0 1 0 0 0 0
>65 2 2 0 1 3 1 0 0 3
Total |2 2 1 4 5 1 2 5 4

Selon nos résultats figurés sur le tableau 24, on a constaté une prédominance des
Candida albicans dans la tranche d’age > 65ans représentant une infection réelle des voies
urinaires. Nos résultats sont proches a ceux obtenus dans une autre étude [80] ou les levures
sont rencontrées habituellement chez les malades sondés et ayant recu une antibiothérapie

prolongeée. Par ailleurs, différentes autres espéces bactériennes ont été aussi isolées chez cette

60
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tranche d’age étant donné que c’est la tranche la plus influencée par les facteurs favorisants
de I’1U.

V.5- Résultats de I’antibiogramme des germes isolée :

La résistance des germes isolés aux ATB est déterminée a partir des résultats des

antibiogrammes, ainsi :

% résistance = Nombre de souches résistantes a un ATB X 100

Nombretotal des souches testées dans la méme espece

V.5.1- Résistance des BGN

a. Escherichia coli

CTX P AMC Cip GM E

Figure 33 : Résultats d’un Figure 34 : Résistance de E.coliaux ATBstestés
antibiogramme d’’E. coli sur MH (nombre de souches isolées = 2)
(originale, 2023)

D’apres la figure (34), E.coli présente une résistance totale (100%) aux ATB testés ; P,
AMC, CTX, CIP et E. Une parmi les deux souches isolées d’E.coli présente une résistance
(50%) a la Gentamicine (GM).

L’augmentation de cette résistance chez E.coli vis-a-vis de la majorité des ATB est
due a I’émergence de souches d’ E.coli productrices de BLSE ( Betalactamase a spectre
étendu) [81]
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b- Klebsiellapneumoniae

%o
100 -

50 -
H%

CiXx P AMC CIP GM E

Figure 35:Résultats d’un antibiogramme  Figure 36:Résistance de
de K.pneumoniaesur MH(originale, 2023)  Klebsiellapneumoniaeaux ATB testés
(nombrede souches isolées = 2)

La figure 36 montre une résistance totale de Klebsiellapneumoniaeaux ATB testés.

c- Enterobacteraerogenes

100

(WA

80

60

40

20

CTX P AMC CIP GM E

Antibiotiques testés

Figure 37:Résultats d’un antibiogramme  Figure 38:Résistance de
de E.aerogenessur MH(originale, 2023) Enterobacteraerogenesaux ATB testés(nombre de
souches isolées = 1)

On a constaté une résistance totale de 1’espece Enterobacteraerogenes a 1’encontre
I’E ; sachant quecette espéce présente une résistance naturelle aux Aminopenecillines, en

particulier 1’association d’ Amoxicilline +acide calvunolique (AMC). [82]
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d- Pseudomonas aeruginosa

%
120
100

80

60

m%
40

20

CTX P AMC CIp GM E

Figure 39:Résultats d’un antibiogramme  Figure 40:Résistance de Pseudomonas
de Pseudomonas aeruginosa aeruginosaaux ATB testés (nombre de souches
sur MH(originale, 2023) isolées = 4)

Selon les résultats montrés sur la figure 40, I’espéce Pseudomonas aeruginosa
présente une résistance totale (100%) a la P. Une résistance moyenne avec un taux de 50%

est également observé a I’E. il n’y avait pas de résistance aux CTX, CIP et GM.

Notons bien que ce genre présente une résistance naturelle aux aminopenecilline
(AMC). [82]

V.5.2- Résistance des cocci Gram (+)

a- Staphylococcus

17N

%
1uu

80

60
40
AR R
0
CTX P AMC CP GM E

Figure 41:Résultats d’un antibiogramme Figure 42:Résistance de Staphylococcus aux ATB
de Staphylococcus sur MH (originale, testés (nombre de souches isolées = 5)
2023)
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Les résultats de résistance desStaphylococcus aux ATB utilisés dans notre étude sont
répertoriés dans la figure ci-dessus qui montrent que les cing (5) souches isolées sont toutes
résistantes a I’AMC (100%), une résistance moyenne aux P et E avec un taux de 60% et une

faible résistance aux CTX, CIP et GM (40%).

b- Micrococcus

%

120
100
80
60
40
20

0 T T T T
CTX P AMC CIP GM E

m%

Figure 43:Résultats d’un Figure 44:Résistance de Micrococcussppaux ATB testés
antibiogramme de
Micrococcussppsur MH (originale,

AAAAN

Le genre Micrococcusest majoritairement sensible a tous les ATB testés dans notre

(nombre de souches isolées = 1)

¢tude sauf a I’AMC qui présente une résistante a cet ATB.

c-Streptococcus

% %
100
80
60
40
; 1
0 ; ; : : :
CTX P AMC  CIP GM E
Figure 45:Résultats d’un Figure 46:Résistance de streptococcus sppaux ATB testés
antibiogramme de (nombre de souches isolées = 2)

Streptococcusspp sur MH
(originale, 2023)
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Des résistances fortes sont observées de streptococcus aux P, AMC, CIP (100%) et

une moyenne résistance a 1’ E (50%).

V.5.3- Résistance des Bacillus

%
"%
80
60
40
. [ I [
O T T T T T
CTX P AMC CIP  GM E
Figure 47:Résultats d’un Figure 48:Résistance de Bacillus aux ATB testés

antibiogramme de Bacillus sur MH  (nombre de souches isolées = 5)
(originale, 2023)

D’apres les figures ci-dessus, les souches isolées de Bacillus sont résistantes aux
AMC et P avec un taux de 60%, moyennement résistantes aux GM et E (40%) et faiblement
résistantes aux CIP avec un taux de 20%. Les Bacillus présentent une résistance naturelle aux

céphalosporines [82]

V.5.4- Résistance des différentes espéces bactériennes isolées aux antibiotiques

% "%

100

80
60

40
» B I I
0 n T T T T T
CTX P AMC cip GM E

Figure 49:Fréquence de la résistance des germes isolés aux antibiotiquestestés (nombre total
de souches isolées = 26).
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Les résultats de 1’antibiogramme réalisé sur I’ensemble des bactéries isolées ont

permis d’établir le profil de sensibilité et de résistance de ces bactéries a plusieurs ATB :
- Une forte résistance a I’AMC (92%).
- Des résistances moyennes aux E, CTX et GM (50 a 60%).
Selon les résultats de nos études, ces germes étaient majoritairement de type nosocomial, ce

qui rejoint d’autres études [83 ,84].

Ces résistances éleveées peuvent étre expliquées par des facteurs: long séjour
hospitalier, gestes et dispositifs invasifs (sondes, cathéters) et I’exposition aux ATB

administres en longue durée [81].
V.6- Résultat de I’aromatogramme

V.6.1- BGN

Enterobacter Pseudomonas aerogenosa
Figure 50 : résultats de I’aromatogramme des BGN sur MH. (Originale, 2023)

o)
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V.6.2- Cocci a Gram positif

Staphylococcus spp Micrococcus

Figure 51 : résultats de I’aromatogramme des Cocci a Gram positif sur MH. (Originale,
2023)

V.6.3- Bacille Gram positif

Bacillus

Figure 52 : résultats de I’aromatogramme de Bacillus sur MH (originale, 2023).

o)
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V.6.4- Levures

Figure 53 : résultats de I’aromatogramme des levures sur MH (originale, 2023).

Tableau 25 : Tableau récapitulatif des résultats du test de sensibilité des germes isolés

a I’huile de Thymus pallescens de Noé .

Thymus pallescens de NOé
Diamétre  de  zone | Sensibilité

Germes isolés d’inhibition en (mm)

E.coli 18 Tres sensible
Klebsiellapneumoniae 16 Tres sensible
Enterobacteraerogenes 30 Extrémement sensible
Pseudomonas aeruginosa 10 Non sensible
Staphylococcus saprophyticus | 26 Extrémement sensible
Staphylococcus spp 25 Extrémement sensible
streptococcus spp 22 Extrémement sensible
Micrococcusspp 50 Extrémement sensible
Bacillus spp 25 Extrémement sensible
Candida albicans 46 Extrémement sensible
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Selon les résultats du tableau 25, I’étude de I’activité antimicrobienne de 1I’HE
deThymus pallescens de Noé contre les différents germes isolés a montré une inhibition

remarquable sur la croissance de tous les microorganismes testes

Candida albicans était fortement inhibée par I’HE de T. pallescens (46mm) ainsi que
Micrococcus (50mm). Ces résultats sont conformes a ceux rapportés par d’autres études. [69,
85].

Nos résultats nous ont permis aussi de constater que les bactéries Gram + sont
majoritairement plus sensibles a cette HE que les bactéries Gram (-). Ceci s’explique par la

complexité de leur enveloppe cellulaire qui est tres riche en lipopolysaccharides[69 ].
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CONCLUSION

A la lumiere des résultats obtenus dans notre étude, il en ressort que :

> L’infection urinaire est fréquente au milieu hospitalier, et que les femmes (64 %) sont
les plus exposées a cette infection, et que les personnes agées > 65 ans (46 %) sont aussi
fortement exposées a ces infections représentant une fréquence remarquable.

> Les résultats que nous avons effectué ont démontré une prédominance des bacilles
Gram négatifs tels que le genre Pseudomonas(44 %), qui sont des germes nosocomiales
(emploi des cathétérismes urétraux), et des cocci Gram + présentés par le genre
Staphylococcus(38 %).

> Les levures aussi sont incriminées, notamment 1’espéce Candida albicans.

> Toutefois, on aisolé les contaminants présentés par le genre Bacillus et Micrococcus
avec une fréquence importante d’échantillons de [’environnement hospitalier. Cette
contamination pourrait étre endogeéne, ou par I’emploi d’instrumentations, ou alors une
contamination manuportée.

Notre travail a permis aussi de noter :

> Une importante prévalence globale d’isolement des entérobactéries a Bétalactamase a
spectre étendu (EBLSE) chez les personnes hospitaliéres.
> Une augmentation du niveau de résistance pour la majorité des ATB testés ; ceci est la
conséquence de la prescription massive et I’usage souvent abusif des ATB a large spectre au
niveau hospitalier.
> Nous avons remarqué que les fluoroquinolone (CIP) et les aminosides (GM)

conservent une bonne activité et sont a inclure dans le traitement hospitalier, mais

aprés un test d’antibiogramme pour éviter les multi résistances.

L’activité antibactérienne et antifongique de 1’huile essentielle de Thymus
Pallescensde Noé vis-a-vis des differents micro-organismes isolés était importante et a été

prouvé dans notre étude par aromatogramme.

Néanmoins, on a pu constater durant notre étude quelques points critiques qui nous ont

empéchés d’établir le diagnostic :

> Le non-respect du protocol de prélevement ;

> Manque de la fiche de renseignement.

> Manque de réactifs et de milieux pour plus d’identification des microorganismes.
> Difficultés d’accéder au service pédiatrie.

Malgré tout, nous avons pu surmonter cet handicape et aller au bout de notre objectif.
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Recommandation, perspective et prévention :
D’apres les résultats obtenus, nous suggérons de :

> Prendre des mesures d’hygiéne générale avec des conditions d’asepsie dans le milieu
hospitalier avant toute manipulation sur ’arbre urinaire (sondage, cathéter ou autre,...).

> Respecterles protocoles thérapeutiques adaptés lors du traitement de premiére
intension serait nécessaire.

> Utiliser raisonnablementles ATB pour ralentir 1’émergence des EBLSE et leur
dissémination en milieu hospitalier.

> Enfin, suite a I’activité antimicrobienne et antifongique de I’HE de Thymus
Pallescensde Noé qui a été prouvé dans notre étude, il est a recommander et ou conseiller de
I’utiliser comme traitement phytothérapique dans I’TU récidivante et réaliser d’autres études

approfondies sur les différents composants du genre Thymus de Noé.
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Annexe2: Méthode de Kass

Anse
0.1 mli 0.1 ml
semel
avec un
HK,BCP,Mc Conkey - 9.9 ml GN
GSF rine Eau physiologique
S— — L .
Y =S\
Isolement sur milieux selectifs Num ération bactérienne
Annexe 3 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisee API 20 E.
Microtube Substrat Caractere recherché Lecture directe ou indirecte (Test si nécessaire) Reésultat + Résultat -

ONPG | Ortho-Nitro-Phényl-Galactoside | f-galactosidase Lecture directe

ADH | Arginine Arginine dihydrolase

LDC  |Lysine Lysine décarboxylase Lecture directe -

ODH [ Omithine Omithine décarboxylase y '

CIT Citrate Utilisation du citrate Lecture directe ' '
H;S Thiosulfate de sodium Production dH25 Lecture directe '

URE  [Urée Uréase Lecture directe '

. Lecture indirecte
TDA | Tryplophane Tryplophane désaminase Test : ajouter 1 goutte de Perchlorure de Fer '
. Lecture indirecte
IND Tryplophane Production dindole Test : ajouter 1 goutte de réactif de Kovacs
VP Pyruvate de sodium Production d'acétoine Lecture indirecte (Attendre 10 minutes)

Test : ajouter 1 goutte de KOH et d'a-napthol

Gélatine  emprisonnant  des Gelalinase Leclure directe

GEL particules de charbon \

GLU a ARA | Substrat carboné Utilisation de substrat carboné Lecture directe

_

Lecture indirecte dans la cupule GLU
NOy /N, |Nitrates (NO3) Nitrate réductase Test : ajouter 1 goutte de réactif de Griess .
Ajouter de la poudre zinc en cas de résultat négatif




Annexe 4 : Tableau d’indentification de la galerie miniaturisée API 20E
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Annexe 5 : Tableau de lecture de la galerie API STAPH

QTE RESULTAT
TESTS COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS | ENZYMES
(mg/cup.) NEGATIF POSITIF
0 Aucun Témoin négatif rouge —
GLU D-glucose 1,56 {Temoin positif) (D-GLUcose)
FRU D-fructose 1.4 acidification (D-FRUctose)
MMNE D-mannose 1.4 acidification {(D-ManMosE)
MAL D-maltose 1.4 acidification (MALtose)
LAC [origi_ruaedbc{’}s\.fein e) 1.4 acidification {LACtose) rouge * jaune
TRE D-tréhalose 1,32 acidification (D-TREhalose)
MAMN D-rmannitol 1,36 acidification (D-MANRitol)
XL T xylitol 1.4 acidification (XyLiTol)
MEL D-mélibiose 1,32 acidification (D-MELibioss)
MNIT 1 + NIT 2/ 10 min
MNIT nitrate de potassium 0,08 Réduction des NITrates en nitrites incolore-rose pale rouges
M A+ ZYM B /10 min
PAL f-naphtyl phosphate 0,0244 | Phosphatase Alcaline incgilglr;, htfgisg;rl'gsé. Violet
VP 1+WVP 2/ 10 min
VP sodium pyruvate 1,904 ?{f:;:gﬁgrnogll?:fg; méthyl-carbinaol incolore-rose pale violet-rose
RAF D-raffinose 1,56 acidification (RAFfinose)
XL D-xylose 1.4 acidification (XYLose)
SAC D-saccharose 1,32 acidification (SACcharose) rouge jaune
voo | TARASD, | aae | aiticaten Gte
MNAG M-acétyl-glucosamine 1,28 acidification (N-Acétyl-Glucosamine)
ADH L-arginine 1.904 Arginine DiHydrolase jaune orange-rouge
URE urée 0,76 UREase jaune rouge-violet




Annexe 6 : Tableau d’identification de la galerie APl STAPH

99 9 99 90 gl 84

-]
-

Kocuria kristinae

0012000

Kocuria variansfosaea 91 92 @ 1 1 ™ 4 g 4 0 1 1 |29

w
[X)]

API STAPH Vi1 0 |GLu|FrRU| MNE | MaL | Lac | TRE | Man | x| MEL | NIT |PAL | vP | RAF [xvL|sAc| MDG [MAG | ADH | URE |LSTR
Staphylococcus aureus N 100 100 95 96 83 91 80 NNV 83 97 78 EEEEE H N 90 80 gy
Staphylococcus auricuiars o RULEECN 36 |72 |0 VN 9 (oo KMo 1|0 |of40] 0 |15 1]0
Staphylococcus capitis O RUIECLINE N 43 (22 2 |36 |0 | 0 Eil23 RN 0 (0[50 0 | 1 35 o
Staphylococcus caprae ORUNEEEN 70 | O EEN 74| 10 [0 0 EEEEERERY 0 (o[ 0| 0 |1 60 | O
Staphylococcus camosus iy 100 100 99 n 99 99 99 mUNEER 99 83 83 NI (U 100 100 gyl 0
Staphylococcus chromogenes i} 100 100 99 79 100 10I] 0| 0 gl 101 m IR 89 95 g
Staphyiococcus conni ssp connii | 0 RIS 66 T s7 88 EIEEEIED + EIEEERE 1|0
Staph.cohnii ssp urealyticum N 100 100 99 98 93 100 94 RISNNIENEREN 94 57 UNEIEEIEEIEE 93 Ei 99
Staphylococcus spidermidis L) 100 99 JE0N 99 81 0 |o| 1 [ENEIN6s| 1 | 0 B =3 88
Staphyiococcus haemolyticus | 0 JERIENE] 99 80 91 RN ¢  EIEAERE 13 |CEEER 1 | ©
Staphyiococcus hominis 0 JEIEIN 41 eyl 50 N 28 (0 | 1 [EXMaT|70) 1 |0 4 [50]43 [ETW ©
Staphylococcus hyicus iJ 100 99 99 Bl 57 99 IERIERIEN 20 < EHBIE 2 [EEEIY 68 | O
Staphylococcus lentus i 100 100 100 100 100 100 100 i 99 92 R4 100 28 QLN 0 [ 1 | ©
Staphyiococcus lugdunensis i 100 89 88 99 [F *° IENIEHIER 20 EE *° IE 0 el " [50] 0O
Staphyiococcus saprophyticus | O [ROL] 99 97 90 99 s8 [P 14 el 1 1 |70 3065 0
Staphylococcus schiefer i) 100 100 n““ B 99 97 99 0 0| 0o
Staphylococcus sciuri ] 99 99 99 99 93 0 0 7 [68] 0 | 0
Staphylococcus simulans O ElUORlIE 57 | 11 Qe Era 7l 0 0 e 90 97 0
Staphyiococcus warneri 0 E:IECN 50 BN 19 0 16 Bl o 9 IE 77 0
Staphylococcus xylosus 0 82 75 87 vl 80 0
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Micrococcus spp




