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Plan du cours :

I. Démarche diagnostique bactériologique directe.

1. Le prélèvement.

2. L’examen bactériologique à J0.

3. L’examen bactériologique à J1 et J2.

4. Retour des résultats au clinicien.

5. Diagnostic indirect.

II. Infection cutanée à Staphylococcus aureus.

III. Observations au microscope/ Cultures.

IV. Diagnostic bactériologique d’une infection urinaire.

La prof de la salle115 du mardi après-midi nous a dit que les autres groupes ne feraient pas exactement les mêmes choses que nous, même si globalement c’est le même sujet. En gros, ce sont les mêmes choses que dans les autres groupes mais dites autrement, avec des exemples un peu différents. Pour notre groupe, elle a précisé qu’il y aurait 2 questions au contrôle de la semaine prochaine : une portant sur le staphylocoque et l’autre sur les infections urinaires…à vous de lui faire confiance ou pas. 

Je vous conseille aussi d’aller voir les diapos correspondant au cours sur le site des D1 : dcem1p7.free.fr

Et dans le poly, les pages se rapportant au cours sont : pages 9, 22, 29, 35-36, 42-43.

Bon courage à tous…                                                                                                                               
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I. Démarche diagnostique bactériologique directe.

Diagnostic direct : Mise en évidence de la bactérie elle-même ; diagnostic de certitude.

1. Le prélèvement.

· Le prélèvement varie selon le siège de l’infection :

· Pour le diagnostic d’une méningite, on utilisera : Ponction lombaire (LCR)+ hémoculture (sang).

· Pour la diarrhée : Coproculture (selles).

· Pour l’infection urinaire : ECBU.

· Pour la pneumonie : Expectoration ou prélèvement bronchique ou hémoculture.

· On fait le prélèvement avec du matériel stérile à usage unique (récipient stérile ou écouvillon) en respectant les règles d’asepsie élémentaire : toute contamination du produit peut entraîner des erreurs d’interprétation (inhibition de la bactérie pathogène que l’on recherche par d’autres bactéries, nouvelles bactéries qui ne faisaient pas partie du prélèvement,…) .

 Il y a sur nos muqueuses et notre peau un grand nombre d’espèces bactériennes qui nécessitent d’être éliminées avant de faire un prélèvement (pour faire le prélèvement il faut d’abord désinfecter +++).

· Le prélèvement doit être fait précocement et avant toute antibiothérapie (de préférence) . En effet, à cause de l’antibiotique, on pourra croire à tort qu’il n’y a pas d’infection, car la bactérie ne réussira pas à se multiplier dans la culture de gélose à cause de l’antibiotique qu’elle aura reçu auparavant.

· Le prélèvement doit être apporté le plus rapidement possible au laboratoire (ensemencement rapide), car certaines bactéries ne résistent pas ou se multiplient. Par exemple, certaines bactéries sont inhibées par l’exposition à l’air prolongé. La température peut également jouer sur la multiplication des bactéries.

2. L’examen bactériologique à J0.

A. Etude macroscopique du prélèvement.

L’aspect est très important. Par exemple, si on reçoit le LCR d’une ponction lombaire, si le liquide est claire il y a beaucoup moins de probabilité que le patient ait une méningite que si le liquide est trouble. En effet, l’observation d’un trouble du liquide céphalo-rachidien laisse entendre qu’il s’agira probablement d’un certain type d’infection.

Il y a 4 éléments importants qu’il faut utiliser lors de l’observation macroscopique du prélèvement :

· Trouble : urine, LCR, liquide pleural ou articulaire.

· Hématurique : urine, LCR, liquide ou autre coloration anormale pleurale ou articulaire.

· Odeur : On notera celle caractéristique lors d’infections à germes anaérobies strictes dans un liquide pleural.

· Consistance : Exemple d’une selle diarrhéique.

B. Etude microscopique du prélèvement.

Le microscope permet d’observer des bactéries totalement invisibles à l’œil nu (par exemple le streptocoque a un diamètre de 20 microns).

Le grossissement de référence est x1000 (une bactérie de 1 microns sera vue comme faisant 1mm).

· Examen microscopique à l’état frais : c’est un examen microscopique qui se fait entre lame et lamelle d’une goutte de prélèvement (urine, LCR,…) et on fait une observation dans une petite logette de 1mm3 (on appelle ça le compte en cellules de Malassez). On peut numérer les cellules qui correspondent à une réaction inflammatoire (polynucléaires,…) et les hématies. On peut également repérer s’il y a des bactéries dans notre prélèvement, grâce à leur réfringence, mais aussi grâce à leur mobilité.

· Coloration de Gram (à partir d’un frottis) : microscope optique à immersion (x100). C’est une coloration basée sur la perméabilité de la paroi des bactéries à l’alcool.

-1er temps : cristal violet + lugol. C’est un complexe colorant soluble dans l’alcool qui colore en violet le cytoplasme de toutes les bactéries.

-2ème temps : décoloration par l’alcool. L’alcool traverse la paroi des bactéries dites à Gram négatif et dissout le complexe colorant(bactéries décolorées). Pour les bactéries à Gram positif, la paroi ne se laisse pas traverser par l’alcool(les bactéries Gram+ restent donc colorées en violet).

-3ème temps : contre-coloration par de la fuschine (rose). Les bactéries décolorées apparaissent en rose (ce sont les Gram négatif).

(Attention, la coloration de Gram ne permet pas une identification mais une orientation).

Donc : Les bactéries Gram positif sont violettes et les bactéries Gram négatif sont roses.

Les bactéries peuvent être caractérisées par leur forme (cocci qui sont rondes, bacilles qui sont des formes longues, cocobacille, fusiforme,…), par leur groupement (amas, chaînettes, diplocoques), et leur Gram + ou -. Cela est très utile car orient l’antibiothérapie.

Ex : Pus à l’intérieur duquel on trouve des coccis  à Gram positif en amas (staphylocoques).

· Autres colorations : (certaines bactéries ne se colorent pas avec la coloration de Gram). On a aussi des colorations spécifiques, comme par exemple celle de Ziehl-Neelsen, qui permet de mettre en évidence les mycobactéries (agent de la tuberculose) et qui colore des bacilles acido-alcoolo-résistants.

C) Autres méthodes utilisées.
· Immunologie : Cette technique consiste à caractériser l’antigène du produit patholoqique.

Ex : Détection de l’antigène soluble pneumococcique dans le LCR (test rapide : 30 minutes). 

On imprègne un écouvillon de LCR de l’échantillon. Puis on met en contact cet écouvillon qui contient la bactérie et son antigène avec un anticorps spécifique de l’antigène recherché. Au bout d’un quart d’heure de contact entre le produit pathologique et la membrane revêtue d’anticorps, on a une réaction qui se manifeste sous forme de lignes de précipitation qui correspondent à la présence de l’antigène qu’on recherche.

Autre exemple : recherche de toxine C.Difficile.

· Méthodes moléculaires : Les techniques de biologie moléculaire arrivent de plus en plus dans les laboratoires spécialisés. Elles sont très intéressantes pour mettre en évidence divers produits pathologiques.

PCR : l’amplification génique d’un ADN cible.

Application de ces méthodes moléculaires :

-Bactéries non cultivables.

-Bactéries de culture lente et difficile.

-Détection rapide en urgence d’un pathogène.

-Amélioration de délai diagnostic (mycobactéries).

D) La mise en culture du prélèvement.

Le prélèvement est ensemencé sur différents milieux choisis en fonction du pathogène recherché :

· Milieux simples.

· Milieux enrichis (utilisés pour les bactéries exigeantes).

· Milieux sélectifs (si bactérie à isoler au sein d’une flore commensale).

L’isolement des bactéries : Il se fait par une technique appelée l’isolement en cadran : Sur un milieu solide, on dépose une goutte de prélèvement (par exemple de la gorge, où il y a plein de streptocoques) que l’on étale en stries fine avec un instrument stérile, pour étaler les bactéries. On étale d’abord la goutte sur la moitié de la boîte (cadrans 1 et 2) puis on disperse ce qu’il y a sur le 1er cadran, sur le 3ème cadran (on est sensé avoir une densité de colonie moins importante dans ce 3ème cadran) ….Le but est d’obtenir des colonies isolées, car s’il y a plusieurs espèces bactériennes, car pour faire l’antibiogramme, il faut une seule espèce de bactérie, on peut ainsi étudier la bactérie isolée, ce qui est plus simple.

Puis étuve à 37°C. De plus, certaines bactéries nécessitent des milieux particuliers (aérobie, anaérobie, atmosphère enrichie en CO2).

En général, les colonies se multiplient et donnent une colonie visible au bout de 18 à 24h, mais pour certaines bactéries le délai doit être prolongé.

                                      s
3. L’examen bactériologique à J1 et J2 :

J1 (à J5) : comme on vient de le voir, l’isolement sur milieu solide permet d’obtenir des colonies séparées. On fait alors une lecture des milieux de culture.

A) Identification d’un pathogène :
L’interprétation d’une culture positive se fait en fonction du site de prélèvement et du contexte clinique.

Responsabilité du bactériologiste :

-Distinguer un pathogène au sein d’une flore.

-Incriminer une bactérie dite commensale comme responsable de l’infection (terrain particulier).

-Quantification d’un pathogène (ex : urines).

B) Identification de la bactérie responsable de l’infection :

Orientation diagnostic : Il y a plusieurs étapes pour identifier une bactérie :

· Coloration de Gram sur une ou des colonies : on regarde alors la forme, les groupements, la coloration, + ou – présence d’une capsule ou non, de spores,…

· Aspect des colonies en culture : Grosses, petites, muqueuses, sèches, hémolyse sur gélose au sang, pigmentation, odeur particulière, caractères culturaux (pousse en atmosphère anaérobie, sous CO2) sur un milieu enrichi uniquement,…

· Tests biochimiques simples sur les colonies : Les bactéries possèdent un équipement enzymatique que l’on utilise pour les identifier.

Ex : Le test de la catalase : Ce test se fait très simplement sur les colonies de Cocci Gram+. On prélève une colonie que l’on met dans une goutte d’eau oxygénée (H2O2) et on observe s’il apparaît des bulles d’oxygène. Si c’est la cas, c’est que la bactérie possède une catalase qui consiste à transformer le H2O2 en H2O + O2 (ce sont des bulles d’oxygène que l’on observe).

Si la bactérie est un cocci Gram+ catalase+, c’est un staphylocoque.

Si la bactérie est un cocci Gram+ catalase-, c’est un streptocoque.

Ex 2 : Le 2ème test très simple est l’oxydase : c’est un test qui consiste à déposer une colonie de bacilles Gram négatif sur un papier qui comporte le substrat de l’oxydase, et si la bactérie possède une oxydase la couche déposée sur le réactif deviendra violette.

Si la bactérie est un bacille Gram- oxydase+, c’est un bacille pyocyanique.

Si la bactérie est un bacille Gram- oxydase-, c’est une entérobactérie.

Galerie d’identification :

En fonction du groupe bactérien auquel appartient la bactérie, on fera une identification biochimique avec une galerie : C’est un test sous forme de cupules dans lesquelles se trouvent des produits iophilisés (une trentaine de caractères sont recherchés). On fait une suspencion d’une colonie dans de l’eau distillée et on inocule les diverses cupules qui contiennent des réactifs iophilisés, puis on incube 18h à 37°C, et en ajoutant dans certaines cupules les réactifs nécessaires, on observe des réactions colorées qui permettent de savoir si la bactérie possède tel ou tel caractère.

C) Réalisation d’un antibiogramme.

Se fait parallèlement à l’identification biochimique. On ne teste pas exactement les mêmes antibiotiques pour toutes les espèces bactériennes car il y a des antibiotiques auquels certaines bactéries sont résistantes (on parle de résistance naturelle).

Mais il existe aussi des résistances acquises ; en effet certains antibiotiques actifs peuvent devenir inactifs, car la bactérie a acquis un mécanisme de résistance par acquisition de plasmides ou transposons codant pour un gène de résistance (il est donc résistant grâce à des propriétés génétiques acquises particulières).

But de l’antibiogramme : tester la bactérie vis-à-vis d’un panel d’antibiotiques pour déterminer les sensibilités aux antibiotiques à partir d’une colonie. On obtient le résultat en 4h à 24h.

Méthode manuelle la plus utilisée : On doit disposer d’une concentration bactérienne stricte de l’ordre de 10^6 bactéries par ml, d’une gélose de composition définie (Mueller Hinton), et on fait une inondation sur cette gélose en veillant bien à ce que la suspencion soit distribuée régulièrement sur toute la gélose. Une fois que la gélose est sèche, on dépose dessus des disques d’antibiotique, puis on met à l’étuve ce milieu de gélose, et on fait une lecture le lendemain de la zone autour de chaque disque d’antibiotique. Les disques sont très standardisés et contiennent toujours la même concentration d’antibiotique. On peut avoir des aminosides, des B-lactamines,…plusieurs sortes d’antibiotiques sont proposés. Puis au bout de 18h, autour de ces disques, si la bactérie est très sensible, la bactérie n’aura pas pu se multiplier donc on n’aura pas de colonies (zone d’immunition circulaire, car l’antibiotique a diffusé dans la gélose). Ainsi on peut mesurer le diamètre autour de chaque disque d’antibiotique pour savoir si la bactérie est sensible ou résistante.

                                s
Lecture de l’antibiogramme : 
Ici, on des diamètres d’inhibition autour de 2 disques d’antibiotique. Pour chaque antibiotique, on a ce que l’on appelle une courbe de concordance, qui est une droite semi-logarithmique telle qu’on peut à partir de ce diamètre d’inhibition savoir si la bactérie est sensible ou résistante à l’antibiotique.

Donc, après une incubation à 37°C, le diamètre d’inhibition de l’antibiotique entourant les disques permet de calculer la CMI (concentration d’inhibition) de l’antibiotique pour la souche examinée en rapportant ce diamètre à une courbe de concordance.

                             ss
4) Retour des résultats aux cliniciens.

Les résultats de l’identification et de l’antibiogramme sont obtenus en un minimum de 48h. Parfois, on aura intérêt à utiliser des tests rapides d’identification et à faire une antibiothérapie probabiliste dans les infections graves à pronostic vital.

A 48h : Rediscussion de l’antibiothérapie probabiliste.

5) Diagnostic indirect.

C’est la mise en évidence de la réponse immunitaire de l’organisme à l’infection (anticorps spécifiques ou hypersensibilité (IDR)).

L’infection bactérienne entraîne libération dans le milieu extérieur de nombreux antigènes : paroi, flagellaires, enveloppe, enzymes, toxines. Ces antigènes induisent une réponse immunitaire :

-humorale : spécifique, à anticorps.

-cellulaire : hypersensibilité retardée.

Le diagnostic d’infection bactérienne pourra se faire par l’ascension du titre des anticorps dirigés contre la bactérie.

Pour cela, tester 2 sérums à 15 jours d’intervalle.

Indications de cette méthode indirecte : le diagnostic d’infection due à une bactérie de croissance difficile ou impossible (Syphillis, rickettsiose, leptospirose, maladie de lyme, …).

L’interprétation peut être délicate en raison de :

-Infection antérieure, cicatrices sérologiques.

-Vaccination.

-Réaction croisée avec antigènes voisins d’une autre bactérie : fausse positivité.

Attention :

Le sérodiagnostic est tardif et ne peut se substituer au diagnostic direct (méthode complémentaire).

(Vous pouvez trouver le résumé de cette première partie à la page 41 du poly de la fac, et également dans les diapos sur le site des D1 « Démarche diagnostique bactériologique »).

II. Infection cutanée à Staphylococcus aureus (Staphylocoque doré).

(Genre : staphylococcus. Espèce : aureus) 

Le genre se trouve en se basant sur des critères différents que ceux que l’on utilise pour trouver l’espèce.

(Pour cette partie, c’est la page 22 du polycopié qu’il faut aller voir en complément du cours).

Une infirmière de chirurgie présente un panaris de la main droite. La main est très inflammatoire, douloureux, chaud, et présente un point de supuration (pus). Quelques jours auparavant, elle s’était éraflé le doigt avec une ampoule de verre pour préparation injectable. Vous êtes en charge du diagnostic.

1) Qu’en pensez-vous ?

Elle a une plaie surinfectée (s’il n’y avait pas d’ouverture de la peau il ne pourrait pas y avoir d’infection) et éventuellement une folliculite (gaine du poil).

2) Quel type de diagnositc de laboratoire peut-on appliquer à cette pathologie ?

· Prélèvement du site à visée bactériologique : écouvillon, ponction, prélèvement per-opératoire.

Il faut diminuer au maximum la contamination de notre prélèvement.

Conditions de prélèvement : désinfecter la peau pour éviter de prélever les Staphylocoques commensaux de la peau, Staphylococcus epidermis par exemple (pour diminuer la contamination ou prélève le pus le plus profondément possible) (cf. flore cutanée page 20), et faire parvenir rapidement au laboratoire le pus récupéré (attention à la dessication).

· Que faire au laboratoire ? : 

Vérifier l’aspect macroscopique de l’examen : présence de pus ?

*Puis examen microscopique : Réaliser un frottis puis un étalement sur lame pour une coloration de Gram : examen direct (rendu de la cytologie et coloration de Gram). Mais ce qu’il faut regarder en priorité, c’est le témoin du processus infectieux : les polynucléaires (PNN). Ici, on voit de très nombreux polynucléaires (« très nombreux » n’est pas un chiffre donc ici on a affaire à un aspect semi-quantitatif, alors que pour les urines par exemple on nous rend un aspect quantitatif). En plus des PNN, ici on voit des germes : ce sont des coccis à Gram+ an amas, en grappe de raisin (il y en a en très grand nombre ici). (attention, si on avait plusieurs genres bactériens, plusieurs morphologies, c’est qu’il y a eu un problème de contamination avec la flore commensale). Comme il y a un seul type de germe, ici, on se dirige vers une infection qui est de genre Staphylococcus (on ne peut pas aller plus loin pour l’instant).

*Puis on continue en faisant une mise en culture, ici c’est un germe non exigeant donc on fait la culture sur une gélose ordinaire. On fait alors des ensemencements : on dépose des petites gouttes de pus et on fait un isolement sur des géloses ordinaires. Eventuellement, il existe des géloses sélectives (géloses de Chapman) pour le Staphylocoque doré (ça permet de ne pas prendre en compte la flore commensale). On fait alors une incubation tout à fait classique, c’est un germe qui pousse très facilement en 24h en atmosphère aérobie et anaérobie.

*J1 : Observation des milieux de culture : Présence sur les géloses de nombreuses colonies jaunes, dorées (plus éventuellement d’autres colonies correspondant à la flore commensale, donc on a un aspect polymorphe et non monomorphe de la bactérie qu’on a trouvé). Là encore « nombreuses » colonies est un aspect semi-quantitatif, car on n’a pas une quantification exacte en chiffres. Puis on vérifie par exemple qu’on a bien des coccis Gram+ en amas pour confirmer notre diagnostic de Staphylocoque doré, car la couleur seule ne suffit pas pour être sûr du diagnostic, la couleur n’est pas un critère d’identification car certains staphylocoques dorés n’auront pas le pigment.

*Identification : Effectuer des caractères d’identification biochimique :

La coagulase est facteur de virulence, c’est ce qui fait la virulence du S.aureus. Par exemple quand on met le Staphylocoque en présence du plasma de lapin, il est capable de réaliser très rapidement un phénomène de coagulation. Si la coagulase est positive, ça signe l’identification « Staphylococcus aureus », il n’y a que l’aureus qui est coagulase positive. Les autres Staphylocoques (non dorés) sont appelés Staphylocoques coagulase négative.

On peut utiliser d’autres faits diagnostiques beaucoup moins importants : la DNAse qui est une enzyme qui est capable d’hydrolyser l’ADN bactérien.

La notion fondamentale à avoir est la différenciation entre Staphylococcus aureus qui sont coagulase positive et les Staphylocoques commensaux qui sont coagulase négative et DNAse négative.

*Tester la sensibilité aux antibiotiques (pour ajuster le traitement) grâce à un antibiogramme.

(Dans ce cas précis d’une infirmière hospitalière, risque d’une infection à germe multirésistant, résistance aux B-lactamines,… responsables d’infections nosocomiales (hygiène, lavage mains), dissémination dans les hôpitaux).

3) Que s’est-il passé ?
La porte d’entrée de la bactérie est cutanée : dès qu’il y a une effraction cutanée, on est fragilisé et le staphylocoque doré peut en profiter (si la peau était saine elle n’aurait pas pu s’infecter).

D’où vient cette bactérie ? Elle vient de l’environnement (il peut survivre sur les objets) ou de l’homme (les patients de l’infirmière par exemple).

Attention, 30% des humains sont porteurs sains de staphylococcus aureus (il faut rechercher dans la fausse nasale antérieur).

(Définition flore commensale : bactéries avec lesquelles l’être humain vit en bonne harmonie, elle est même parfois essentielle à l’homme).

Physiopathologie pour Staphylococcus aureus :

-Pénétration de S.aureus par une micro-lésion cutanée ou au niveau des orifices pilo-sébacés ou des canaux glandulaires.

-Phénomène inflammatoire : apparition des cellules de l’inflammation : macrophages et polynucléaires.

-Extension locale du foyer infectieux.

-Envahissement et multiplication locale de la bactérie (hyaluronidase) et production de diverses enzymes et toxines.

-Nécrose tissulaire avec l’aide de protéases, hyaluronidases, Dnases, toxines alpha.

-Diminution des défenses locales : leucocidine, protéine A qui inhibe la phagocytose.

-Création de foyers de micro thromboses vasculaires septiques avec l’aide des coagulases (caillot colonisé).

-Effet de la fibrinolyse qui fragment le thrombus : embole septique, essaimage.

-Foyer secondaire staphylococcique : poumon, os, cerveau, rein,… 

Donc, la plupart du temps, les infections à staphylococcus aureus sont bénignes et locales, mais parfois elles sont dramatiques quand il y a des localisations secondaires (endocardite, abcès cérébral,…) donc le problème du staphylocoque est la localisation secondaire.

(Bien différencier Staphylococcus aureus et staphylocoque coagulase négative (non aureus)).

Staphylocoques : points essentiels (en complément voir le poly page 22) :

-Staphylococcus aureus : coagulase positive (responsable au premier chef de ces infections).

-Les autres espèces de Staphylocoques sont dits à coagulase négative (ex : S.epidermidis, Staphylococcus saprophyticus,…). Il n’y a pas d’infections à coagulase négative sauf les infections urinaires.

Virulence de Staphylococcus aureus : 
· Très virulent.

· Pyogène : lésions suppuratives et nécrotiques.
· Capable de sécréter différentes substances.
Enzymes communes :

-Hémolysines (staphylolysines).

-Hyaluronidase, Dnase, Fibrinolysine.

-Coagulase.

Rôle et conséquences de la présence de ces enzymes :

Lyse des tissus (matrice et cellules) ( Vaisseaux sanguins (thrombus) ( Lyse du caillot (septicémie), emboles septiques, localisation secondaire (poumon, os, rein, cerveau,…).

Substances toxiques particulières à certaines souches :

-LPV (leucocidine Panton-Valentine).

-Exfoliatine ( lésions cutanées bulleuses (impetigo, Lyell).

-TSST ( choc toxique staphylococcique (fièvre, rash, choc).

-Entérotoxines ( Intoxication alimentaire (diarrhées).

Le traitement :

Avec quel antibiotique faut-il traiter le patient ?

S.aureus :grand pouvoir d’adaptation aux antibiotiques(Il est passé de multi-sensible à multi-résistant).

Avant l’homme était multi-sensible (même la pénicilline G pouvait empêcher les infections à staphylocoque) mais très rapidement un mécanisme de résistance est arrivé (la pénicillinase). Aujourd’hui, 80 à 90% des S.aureus possèdent une pénicillinase donc c’est inacceptable de mettre quelqu’un qui a une infection à Staphylocoque sous pénicilline.

On a alors inventé des B-lactamines qui étaient insensibles aux pénicillinases qui s’appellent l’oxacilline ou la pénicillineM (méticilline). C’est une pénicilline qui a une sorte de protection et la pénicillinase n’hydrolyse pas la péniM. On a alors pensé qu’on avait trouvé la solution mais ce n’était pas du tout le cas, car dès que ce médicament a été utilisé, les années suivantes (1961), le staphylocoque s’est adapté, il a modifié sa cible : les PLP, qui sont des protéines sur lesquelles se fixe la pénicilline. Toutes les B-lactamines deviennent alors inactivent. Ces staphylocoques sont alors devenus multi-résistants : ce sont les ATB (aureus résistants à la méticilline). Ce sigle se trouve sur les portes des patients qui sont porteurs de germes multi-résistants.

III.Observations au microscope/ cultures.

· 1ère expérience : dans un tube on met du plasma de lapin avec staphylococcus aureus, et au bout de quelques heures on obtient un énorme coagulum. C’est ce qui ce produit au niveau microscopique lorsqu’on est infecté par Staphylococcus aureus.

· 2ème expérience : on peut être amené à chercher si les gens sont porteurs de Staphylococcus aureus. Au lieu d’ensemencer un milieu ordinaire, on a ensemencé des milieux qu’on appelle sélectifs (ce sont des milieux qui permettent la croissance exclusive du germe qu’on recherche). On utilise pour cela le milieu de Chapman, qui est un milieu hypersalé parce-que les Staphylocoques réussissent à pousser sur mileu hypersalé (mais pas les autres bactéries). En plus, dans ce milieu, il y a un sucre particulier dans le milieu : le mannitol, qui est une sucre utilisé seulement par S.aureus, et quand il l’utilise il y a une acidification du milieu qui passe alors du rose au jaune. Donc on a d’abord sélectionné les staphylocoques, puis plus spécifiquement les S.aureus.

· Le milieu sélectif de Drigalski : milieu sélectif des bacilles à Gram négatif.

· Gélose rouge sang : sur cette gélose, on a fait l’ensemencement du collet dentaire ou de la gorge. Le but est d’obtenir des colonies isolées.

· Gélose blanche « trypto » : Pour cette boîte on a fait une aérocontamination en la laissant à l’air libre.

· Gélose blanche « Mueller » : Pour faire l’antibiogramme (soit avec E.Coli, soit avec staphylocoque).

· Puis observation de lames au microscope : plusieurs espèces bactériennes : pseudomonas, staphylocoques, bacillus, gonocoques, streptocoques.

Par exemple pour la lame de gonocoques : on voit des cellules (tâches roses) et à côté on voir des germes (superposés). Les germes se trouvent sur ou dans les cellules.

IV. Diagnostic bactériologique d’une infection urinaire.

Une femme d’une trentaine d’années consulte à votre cabinet pour des brûlures mictionnelles (= en urinant) apparues brutalement la veille. Elle ne présent ni fièvre ni douleur lombaire.

1) Quel diagnostic évoquez-vous ?

On évoque une infection urinaire basse qui se localise dans la vessie : c’est une cystite aiguë, qui correspond à une infection uniquement vésicale.

La cystite est à différencier de la pyélonéphrite qui est une infection urinaire haute (une atteinte du parenchyme rénal) qui, elle,se caractérise par une fièvre et par des douleurs lombaires irradiant vers le pubis.

2) Quelles bactéries responsables pouvez-vous envisager dans ce contexte d’infection urinaire basse ? Quel est le mécanisme physiopathologique habituel ?

La bactérie la plus probablement responsable des infections urinaires basses est E.Coli (de même pour les infections urinaires hautes). Cette bactérie E.Coli provient du tube digestif et on considère qu’elle passe par le périnée, puis la vessie, puis éventuellement au niveau du rein.

Les femmes sont plus sujettes à faire des infections urinaires que les hommes du fait de leur urètre court. Donc la femme jeune, en particulier en période d’activité génitale, a plus fréquemment des infections urinaires.

L’homme, lorsqu’il a une infection urinaire, a pour porte d’entrée la prostate (prostatite).

Chez la femme enceinte, la diminution des défenses immunitaires, la compression de l’urètre par l’utérus (donc ralentissement du flux urinaire qui favorise la multiplication des bactéries), et l’imprégnation progestative sont des facteurs favorisants.

Donc chez la femme enceinte, la probabilité d’une infection urinaire n’est pas du tout négligeable et sa gravité est importante, car s’il y a infection urinaire haute chez une femme enceinte, elle peut perdre son fœtus à cause d’une hypertension artérielle et d’une toxémie gravidique. Donc chez la femme enceinte, à partir de 4 mois, on prescrit des examens pour dépister une colonisation primaire (bactériurie asymptomatique) pour la traiter.

3) Quel(s) examen(s) devraient vous permettre de confirmer votre suspicion ?

· Place des bandelettes urinaires (BU) : 

Elles détectent la présence de :

( Leucocyte estérase produite par les polynucléaires :

    -Négatifs : infection débutante, neutropéniques.

    -Faux négatifs : urine diluée (diurèse importante, femme enceinte), vitamine C.

    -Faux positifs : urétrites, inflammation non infectieuse (dont la présence d’une sonde urinaire).

( Nitrites produits par les bactéries :

-Négatifs : microorganismes en faible nombre ou non producteurs (enterococcus, S.saprophyticcus, pseudomonas, acinetobacter, Candida).

-Faux négatifs : régime végétarien, vitamine C, pH urinaire<6.

-Faux positifs : mauvaise préservation de l’échantillon.

(VPN = 95% si les 2 tests sont négatifs chez le patient non sondé.

(Si un des 2 tests est positif il faut faire un ECBU.

(Exception : chez les patients à risque de complications (femmes enceintes, diabétiques, neutropéniques), en cas de sondage urinaire ou suspicion forte d’infection, l’ECBU est réalisé d’emblée, sans bandelette préalable.

(BU et ECBU : 2ème jet d’urine :

Conditions
BU
ECBU

récipient
Propre et sec
stérile

Toilette périnéale
non
oui

Pour l’ECBU, on peut avoir besoin d’une sonde urinaire pour aller chercher l’urine dans la vessie.

Pour faire le test de positivité, on fait l’examen dans une cellule de Malassez qui comporte une petite logette de 1mm3, on fait le compte des polynucléaires (car si il y a infection urinaire alors il y a réaction inflammatoire). Normalement, il y en a moins de 10 par mm3.

· L’Examen CytoBactériologique des Urines (ECBU) :

Il doit permettre de mettre en évidence :

-une réaction inflammatoire (polynucléaires neutrophiles).

-des bactéries dans l’urine vésicale, physiologiquement stérile. (on peut voir des bactéries mobiles comme le coccobacille par exemple, et dans ce cas on fait immédiatement une coloration de Gram pour vérifier ce que sont ces bactéries : bacilles gram+ ou gram-, c’est important car chez la femme par exemple, il y a physiologiquement des bacilles gram+ qui sont des lactobacilles).

(Conditions de recueil :

Elles sont standardisées pour éviter une contamination de l’échantillon par les bactéries commensales de l’urètre et du périnée, une diminution ou une destruction des bactéries avant analyse et permettre une conservation des leucocytes.

-De préférence les premières urines du matin (concentrées) (donc l’examen sera plus sensible).

-Toilette soigneuse du méat urinaire (femme +++).

-Urine de milieu de jet (pour ECBU) (alors que pour la BU 1er et 2ème jets).

-Avant tout traitement antibiotique (de préférence, car sinon risque d’un résultat faussement négatif).

-Transport rapide au laboratoire : conservation 2h à T° ambiante, <24h à 4°C (car sinon risque de faux positif) (si on veut inhiber la multiplication bactérienne on peut utiliser l’acide porique).

(Certaines situations imposent un prélèvement différent, ce qui modifie les critères :

-Poche stérile adhésive chez le jeune enfant. Doit être laissée en place < 30 minutes. Fort risque de contamination fécale, seule une urine stérile est facilement interprétable.

-Recueil par sondage urinaire (réanimation, incontinence,…). La leucocyturie est difficilement interprétable. Une colonisation de la sonde est possible sans infection.

(Au laboratoire :

(Le jour du prélèvement (J0) : 
-Numération des leucocytes et hématies (s’il y a du sang dans l’urine on peut voir des hématies dans la cellule de Malassez).

-Si la présence de germes est notée, une coloration de Gram sur une fraction de l’urine centrifugée permet une première orientation.

-Ensemencement de 10(L d’urine sur un milieu permettant la culture des Entérobactéries + ou- un milieu au sang pour les bactéries Gram+. Actuellement remplacés par un milieu de culture Gram+/Gram- chromogène.

10^4 leucocytes et nombreux bacilles Gram négatif(Infection probable(Traitement antibiotique probabiliste.

Si plusieurs types de germes au Gram : souillure probable(refaire un ECBU.

BU
ECBU
ECBU
ECBU des cystites

Leucocytes, nitrites
Numération des leucocytes
Numération des bactéries
Numération des bactéries

Leucocyte +
>10/mm3  idem>104/ml
En général : >104/ml d’une espèce
Exception: >103/ml pour entérobactéries, staphylocoque

Et/ou nitrite +


Exception : >105/ml pour entérocoques




Exception : >105/ml pour d’autres bactéries

Donc on considère qu’il y a infection urinaire si le nombre de bactéries est >104/ml (d’une seule espèce), mais il a quelques exceptions quand il s’agit d’une cystite(voir tableau).

(Le lendemain (J1) :

Numération des bactéries sur les cultures, première orientation pour l’identification bactérienne, interprétation biologique. 1 colonie = 102 bactéries/ml.

Leucocyturie/mL
Bactéries/mL
Interprétation

<104
<104
Pas d’infection

>104
>105
Infection urinaire

<104
104-105
Bactériurie sans leucocyte :

-Contamination du prélèvement avec mise en culture tardive, surtout si plusieurs espèce.

-Infection débutante.

-Infection sur terrain particulier : femme enceinte, nourrisson, diabétique ou aplasique, immunodéprimé.

Un nouveau prélèvement est nécessaire.

>104
<104
Leucocyturie sans germe :

-Infection décapitée par traitement antibiotique précoce avant prélèvement.

-Sécrétions génitales.

-Tuberculose urinaire : bactéries ne cultivent sur les milieux usuels (cf cours mycobactéries).

-Urétrite (chlamidiae, mycoplasme), donnant signes de cystite chez la femme.

-Réaction inflammatoire d’origine non infectieuse (traumatisme ou tumeur).

(Le surlendemain (J2) :

identification complète et antibiogramme(s).

On peut utiliser une galerie biochimique pour faire l’identification ; en fonction des réactions colorées on peut conclure à une espèce (voir I).

En même temps que l’identification, on fait l’antibiogramme : les B-lactamines comportent pénicilline et amoxicilline. Pour l’amoxicilline, le diamètre d’inhibition est très petit, ce qui veut dire qu’il y a une résistance acquise à l’amoxicilline (pénicillinase plasmidique). Pour la ticarcilline, de même, le diamètre d’inhibition est presque nul, donc la bactérie est résistante. Mais la bactérie est sensible à l’association de l’amoxicilline + un acide ( ?). 

+++(Vérifier la sensibilité du germe à l’antibiotique initialement prescrit, sinon on doit changer d’antibiotique : il faut donner un antibiotique adapté à l’antibiogramme.

Fréquence des espèces bactériennes pour les infections urinaires :

Examen direct (coloration de Gram)
Famille
Espèce
%

Bacilles Gram négatif

85%
Entérobactéries
Escherichia Coli
68



Proteus mirabilis
8



Klebsiella (K.pneumoniae, K.oxytoca)
5



Autres entérobactéries
3


Pseudomonadaceae
Pseudomonas aeruginosa
1

Cocci Gram positif en chaînettes

8%
Streptococcaceae
Enterococcus (E.faecium, E.faecalis)


5



Streptocoques B (streptococcus agalactiae)
3

Cocci Gram positif en amas

6%
Micrococcaceae
Staphylococcus aureus
3



S.saprophyticus
3

Le mécanisme physiopathologique le plus fréquent pour les infections urinaires communautaires résulte d’une colonisation ascendante des voies urinaires par des bactéries possédant des facteurs de virulence spécifiques :

-Adhésines (P.fimbriae chez E.Coli, hémagglutinine chez S.Saprophyticus) qui sont des protéines permettant la fixation aux cellules uro-épithéliales.

-Sidérophores permettant la captation du Fer de l’environnement par la bactérie.

-Uréase favorisant la survenue de lithiase (Proteus Spp, S.Saprophyticus,…). (L’uréase entraîne une très forte alcalinisation des urines ce qui favorise les calculs rénaux).

4) Quels sont les risques encourus par l’infection urinaires ?

Les complications de la cystite simple sont exceptionnelles chez l’adulte sain. 

Chez la femme enceinte et le nourrisson, le risque de pyélonéphrite est accru (pyélonéphrite(cicatrice rénale(insuffisance rénale chronique, HTA).

Chez la femme enceinte, accouchement prématuré, hypotrophie fœtale, mort in utero peuvent survenir.

5) Traitement.

(Entérobactéries (Bacilles à Gram négatif) :

Parmi les B-lactamines (pénicillines et céphalosporines), il fait retenir pour la cystite : l’Oroken, qui se prend par voie orale. L’antibiothérapie par voie orale est essentielle pour les infections urinaires basses.

(Entérocoques (Cocci à Grampositif en chaînettes) :

Résistance naturelle aux céphalosporines, au Bactrium, aux quinolones,…(Amoxicilline.

Pour prévenir les infections urinaires, il y a quelques principes à respecter : conseils d’hygiène, mictions fréquentes, diurèse abondante, traiter une constipation.

Le contrôle de l’ECBU n’est pas nécessaire pour les cystites, sauf en cas de persistance des symptômes 72h après le début du traitement.

La survenue d’une fièvre doit faire craindre une pyélonéphrite et impose une hospitalisation pour réalisation d’hémocultures et traitement par voie parentérale (C3G).


BU
ECBU
échographie
antibiothérapi (durée en j)
ECBU sous antibio
ECBU après antibio

Cystite simple
    +


1-5 jours



Cystite de la femme enceinte
    
    +

5-7

Contrôle 8-10 jours après, puis tous les mois

Cystite compliquée
    +
    +

5-7
Si doute d’échec


Cystite récidivante>4/an
   +


1-5
Si doute d’échec
Une fois par an

Pyélonéphrite simple
   +
    +
    +
7-14
Si doute d’échec


Pyélonéphrite de la femme enceinte

    +
    +
>14
2-3ème jour
8-10 jours, puis tous les mois

Pyélonéphrite compliquée
   +
    +
    +
10-21
2-3ème jour
4-6 semaines

Prostatite
   +
    +
    +
14-21
2-3ème jour
4-6 semaines

Bactériurie asymptomatique de la femme enceinte
    +
      x2

5-7

8-10 jours, puis tous les mois

Stratégie diagnostique des infections urinaires chez le nourrisson :

On doit toujours penser à une infection urinaire devant un enfant fébrile.

Chez le nourrisson, on a moins confiance en la bandelette urinaire que chez l’adulte.

                                                       s 
