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RESUME 

Les  maladies inflammatoires chroniques intestinales posent un problème de recherche scientifique et 

non à visé diagnostic où interviennent, un dysfonctionnement immunitaire et une dysbiose 

bactérienne. Le pronostic est sombre et l’évolution se  traduit par des Cancers. La présente étude a 

porté sur l’isolement et l’identification de l’écosystème bactérien gastrique et intestinal impliqué d’une 

part  dans la pathologie de la gastrite de type B  et d’autre part  dans la maladie de Crohn et la 

Rectocolite Hémorragique. Les patients étaient de sexe masculin et féminin avec un  intervalle d’âge 

compris entre 18 et 60ans. L’isolement effectué après broyage des différentes biopsies récoltées par le 

biais d’endoscopie haute et basse, sur des milieux de culture sélectives spécifiques a permis de 

sélectionner un ensemble de bactéries appartenant à l’écosystème gastrique et intestinal. Les données 

ont été identifiées sur le plan phénotypique par l’emploi de tests biochimique, les différentes galeries 

API, puis génotypiquement grâce à l’utilisation de la réaction de polymérisation en chaîne (PCR). En 

revanche  l’étude  anatomopathologique avait permit de poser et confirmé les différents diagnostics 

des pathologies correspondant à notre étude de recherche.    

Au cours de l’observation microscopique à la coloration de Gram, dans le cas de la  Gastrite B, on 

avait observé  que les bacilles à Gram négatifs étaient surtout considérés par  les genres et espèces, 

Hélicobactere pylori et  Proteus mirabilis,  secondairement  par les bacilles à Gram positifs 

représentés par Bacillus cereus, et Lactobacille sp et en dernière position par les coccis à gram positifs 

identifiés  comme étant Streptococus entericus, et puis Staphylococus aureus. En parallèle dans le cas 

de la maladie de Crohn et de la Rectocolite Hémorragique, l’identification par la coloration de Gram 

est majoritairement représentée par les bacilles à Gram positifs  identifiés comme étant  Clostridium 

difficile  et Bacillus subtilus, et par les bacilles à Gram négatifs en faveur d’Enterobacter cloacae.  Ces 

souches bactériennes secrètent des toxines capables de provoquer  un état inflammatoire au niveau de 

la muqueuse gastrique et intestinale et induire ainsi leurs pouvoirs pathogènes pouvant engendrer un 

désordre immunitaire chez ces patients. Néanmoins, la souche Lactobacille sp est une bactérie non 

pathogène faisant partie de la  niche gastrique,  et la souche Bacillus subtilus se présente comme un 

agent pouvant induire une défense  contre l’agressivité des bactéries pathogènes. 

L’antibiogramme nous a permis de faire un choix vers d’autres antibiotiques qui ont la faculté de 

rendre par le biais de leurs principes actifs ces souches bactériennes sensibles pouvant aboutir à 

l’inhibition ou à affaiblir l’effet  toxinogene secrété par ces bactéries. 

L’utilisation du test d’inhibition par les bactéries lactiques nous a ramené à constater que la majorité 

de ces bactéries  présentaient  d’une manière générale une sensibilité vis-à-vis de la majorité de ces 

bactéries lactiques, et pouvant ainsi l’introduire comme complément alimentaire en association avec le 

traitement conventionnel dans le cas de la Gastrite B, la maladie de Crohn et la Rectocolite 

Hémorragique. 

Mots clés :   Biopsies, Culture et Isolement, Tests biochimiques, PCR. 



ABSTRACT 

The present study focused on the isolation and identification of the gastric and intestinal bacterial 

ecosystem involved on the one hand in the pathology of gastritis type B and on the other hand in 

Crohn's disease and Rectocolitis Hemorrhagic. Isolation performed after grinding of the various 

biopsies collected through high and low endoscopy,  on specific selective culture media has made it 

possible to select a set of bacteria belonging to the gastric and intestinal ecosystem. The data were 

phenotypically identified, by biochemical assays use, different API galleries, and genotypically 

through the use of polymerase reaction in at a real time (PCR). 

On the other hand, the anatomopathological study allowed to ask and confirmed the different 

diagnoses of the pathologies corresponding to our research study. 

During microscopic observation with Gram stain, in the case of Gastritis B, it was observed that 

Gram-negative bacilli were mostly considered by genera and species, Helicobacter pylori and Proteus 

mirabilis secondarily by Gram positive bacilli represented by Bacillus cereus, and Lactobacillus sp 

and in the last position by Gram positive cocci identified primarily as Streptococus entericus, then 

Staphylococcus aureus. In parallel, in the case of Crohn's disease and Haemorrhagic rectocolitis, 

identification by Gram staining is mainly represented by Gram-positive bacilli identified as 

Clostridium difficil and Bacillus subtilus, and by Gram-negative bacilli in favor of Enterobacter 

cloacae. 

These bacterial strains secrete toxins capable of causing an inflammatory state in the gastric and 

intestinal mucosa and thus induce their pathogenic powers that can cause an immune disorder in these 

patients. Nevertheless the strain Lactobacille sp is a non-pathogenic bacterium belonging to the gastric 

niche. These  bacterial strains secrete toxins capable of causing an inflammatory state in the gastric 

mucosa and thus induce their pathogenic powers that can generate an immune disorder to these 

patients, and the strain Bacillus subtilus is an agent that can induce a defense against the 

aggressiveness of pathogenic bacteria 

The antibiogram has allowed us to make a choice towards other antibiotics that have the ability to 

render through their active ingredients these sensitive bacterial strains, which may lead to inhibition or 

weaken the effect of toxins secreted by these bacteria. The use of the inhibition test by lactic acid 

bacteria led us to observe that the majority of these bacteria generally had a sensitivity towards the 

majority of these lactic acid bacteria, and could thus introduce it as a dietary supplement in 

combination with conventional treatment in the case of Gastritis B and in Crohn's disease and 

Rectocolitis Hemorrhagic.  

Key words: Biopsies, Culture, Isolation , Biochemical tests, PCR. 



 :ملخص 

 

 المدمج من جھة في مرض المعویة و المعدیة تتمحور الدراسة الحالیة حول عزل و تعریف النظام الإیكولوجي الجرثومي 

   المعوى   المستقیمالنزیفى  الالتھاب ، و من جھة أخرى في مرض كرون و)  B Gastrite( من نوع ب  المعدة إلتھاب

)Hémorragique Rectocolite( . 

 

، وسط الزراعة و المعویة  ةیالمعد     ) Endoscopie( التنظیر عن طریق  العینات  إن العزل الذي تم بعد إجراء مختلف 

تم . المعوىو المعدى التابعة للنظام  البكتیریة مجموعة من عزل ، مكن من الفرن في البكتیریا استنبات اى الانتقائیة الخاصة

 تفاعلو  ،  عن طریق استعمال التجارب البیوكیماویة و  المیكروبیولوجیة الفحوصات تحدید مجمل الجراثیم من الجانب

  ).PCR( المتسلسل البلمرة

  

من وضع و تأكید )  anatomopathologie Examens( النسیجیة لفحوصاتل مكنت الدراسةوھدا لم یتم الا بعد ما  

  .مختلف التشخیصات الأمراض الموافقة لدراسة بحثنا

  

 بروتیوسو  بیلوري ھیلیكوباكتر سلبیة غرام عصیاتفى ممثلة  المعدة إلتھاب إن مختلف الأصناف المعزولة في حالة 

، و في المرتبة )الملبنة بكتیریة( لاكتوباسیلیس ممثلة بباسیلوسسیریوس، و  إیجابیة غرام عصیات ثانویا  و  میرابیلیس

   ثانوي نحو على و )  المعویة العقدیة( قرام موجبة معرفة بسترابتكوكیس أو نتیریكوس ) مكورات(   الأخیرة عن كوكسیس

  .   ستافیلوكوك)  الذھبیة العنقودیة المكورات(تاتى 

 

 :الكلمات المفتاحیة

.                          يالمتسلسل البلمرة تفاعل   - التجارب البیوكیماویة - البكتیریة العزلة -  استنبات  - الخزعات     
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       Le tractus gastro-intestinal est un écosystème favorable aux microorganismes 

exogènes. Il est géré par une coopération entre l’épithélium gastro-intestinal, le 

système immunitaire, et le microbiote appelé communément flore intestinale. Les 

interactions entre les microorganismes et l’hôte peuvent être de trois types: symbiose, 

commensalisme et pathogénicité (Hooper et Gordon, 2001). 

Le microbiote du tractus gastro-intestinal a été estimé à près de 1013-1014 

cellules microbiennes représentant 400 à 500 espèces et sous espèces (Moore et 

Holdeman, 1974; Bjorksten, 2004). 

Le microenvironnement gastrique présente dans son habitat les 

microorganismes acidotolérants, et anaérobies facultatifs comme les lactobacilles, 

streptocoques, levures, (Cummings et al., 1989; Gournier-Château,1994). 

L’écosystème gastrique héberge une bactérie pathogène nommée  Helicobacter 

pylori qui est reconnue pour son  pouvoir inducteur de certaines pathologies 

gastriques, comme les gastrites, ulcère gastrique, lymphome gastrique du MALT et 

aussi du cancer gastrique. (Mégraud, 2004).  

L’intervention d’agents infectieux dans la pathogénie de certaines affections 

gastroduodénales a été suspectée en 1915. (Berstad, 1993; Vallot, 1994).  

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) affectent l’être 

humain depuis des siècles. Certaines descriptions anatomo-cliniques remontant à 

l'antiquité sont compatibles avec le diagnostic de MICI. Elles ont été décrites dès le 

deuxième siècle après J.-C. par les médecins grecs Soranus et Aretaeus de Cappadocia. 

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) représentent un 

groupe de pathologies caractérisées par une inflammation chronique d’une partie de la 

paroi du tube digestif. Cette inflammation peut être intermittente ou continue, et mène 

fréquemment à des ulcérations de la paroi digestive. Les MICI évoluent par poussées 
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entrecoupées de phases de rémission (Levy, 2008). Actuellement, aucune étiologie des 

MICI n’a été clairement identifiée. Néanmoins, de nombreuses données semblent les 

définir comme étant la résultante d’une réaction immunitaire exacerbée contre la flore 

intestinale chez des sujets prédisposés génétiquement (Baumgart and Carding, 2007; 

Kaser et al., 2010).  

La maladie de Crohn a été décrite en 1932 dans « Journal of the American 

Medical Association » par les Docteurs B. Crohn, L. Ginsberg et G.D. Oppenheimer 

comme iléite terminale (atteignant l’iléon). L’extension des lésions à d’autres 

segments du tube digestif a ensuite été rapportée et le nom de maladie de Crohn 

attribué à cette pathologie.  

Quant à la recto-colite hémorragique (RCH), le premier cas décrit de RCH fut 

reporté par Sir S. Wilks dans « London Medical Times and Gazette» en 1859 suite à 

l’autopsie d’une jeune femme dont le décès avait été attribué à un empoisonnement 

(Wilks, 1859). En 1875, Wilks et Moxon furent les premiers à la présenter comme 

pathologie non infectieuse. (Wilks S, 1875).  

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin (MICI) ne sont pas des 

maladies rares. Le nombre de malades est estimé en Europe à 1 million de patients 

ayant une MC et 1,5 millions une RCH dont près de 200.000 en France (Chouraki et 

al., 2011; Shivananda et al.;1996). Aux USA, les dernières données publiées estiment 

à 1,3 millions le nombre de personnes atteintes de MICI, posant un véritable problème 

de santé publique (Loftus,2004 ; Abramson et al., 2010 ). Ces maladies sont des 

affections cryptogénétiques qui résultent de l’inflammation chronique, intermittentes 

ou continues, d’une partie de la paroi  intestinale. Elles débutent chez le sujet jeune  

avec un pic de fréquence autour de 30 ans et près de 10% des nouveaux cas chez les 

enfants. Leur évolution se fait par poussées entrecoupées de périodes de rémissions 

plus ou moins longues (Cosnes et al., 2011; Peyrin-Biroulet et al., 2010). La diversité 

des manifestations digestives, la présence de lésions extra-intestinales de type 

oculaires, articulaires, et cutanées, le risque inéluctable de complications liées 

notamment à la fibrose et à la dégénérescence cancéreuse  en font des maladies 

difficiles à prendre en charge. (Gillen et al., 1994; Palli et al., 1998).           
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 Leur cause est encore mal connue, l’hypothèse actuelle est celle d’une 

anomalie de la réponse immunitaire de l’intestin vis-à-vis de certains composants de la 

flore bactérienne survenant chez des individus génétiquement prédisposés.(Cho, 2008 ; 

Xavier et al., 2008). 

Ce constat fait donc état d’une participation du microbiote intestinal dans la 

physiopathologie des MICI (Baumgart and Carding, 2007). 

Le microbiote est l'ensemble des micro-organismes constitué de bactéries, 

levures, champignons, et virus, dans un environnement spécifique appelé microbiome. 

Par exemple, le microbiote intestinal, anciennement appelé flore intestinale, constitue 

l'ensemble des microorganismes vivant dans l'intestin, soit environ 100 000 milliards, 

soit au moins deux fois plus que le nombre moyen de cellules de l'organisme (Seksik, 

2010). La MC serait liée à une dérégulation de la réaction immunitaire muqueuse 

dérégulée vis-à-vis d’un microbiote intestinal déséquilibré  entrainant une situation de 

de dysbiose, sous l’influence de facteurs environnementaux et génétiques (Cho, 2008 ; 

Macfarlane et al., 2009; Rioux et al., 2007). L’étude du microbiote intestinal comme 

cible antigénique et facteur d’inflammation chronique au cours de la MC suscite un 

intérêt grandissant. La mise en évidence d’une dysbiose bactérienne correspondant à 

un déséquilibre entre des bactéries  pathogènes  et saprophytes  constitue un facteur 

prédictif de rechute après l’arrêt de certains traitements de la MC est un argument fort 

en faveur de cette hypothèse. (Sokol et al., 2008). 

L’objectif de cette étude consiste à isoler, identifier les différents microbiotes, 

et à rechercher d’éventuelles bactéries anaérobies cohabitant avec Helicobacter pylori, 

et aussi des bactéries  tolérant  l’aérobiose, et ceci  à partir des biopsies gastriques et 

intestinales des malades, prises au niveau du service de gastroentérologie de l’hôpital 

de Mostaganem, et des cabinets privés. 

Après examen endoscopique, un des prélèvements biopsiques est destiné à subir 

un examen d’anatomopathologie afin de confirmer le diagnostic endoscopique d’une 

part, de la gastrite ou d’ulcère gastrique, et d’autre part de la maladie de Crohn et de la 

Rectocolite Hémorragique (RCH). Les autres prélèvements seront destinés à l’étude 

microbiologique. 
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Après l’étape d’isolement, des tests biochimiques destinés à l’identification 

bactérienne, et l’utilisation des différentes galeries api indiquées pour chacune des 

souches bactériennes isolées ont été réalisés. Le présent travail sera ainsi achevé par 

l’utilisation de la PCR, pour chacune des espèces pré-identifiée. 
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 I-Gastrite 

1-Définition 

La Gastrite est considérée comme étant une  maladie inflammatoire de la  

muqueuse gastrique dont le diagnostic repose surtout sur l’examen 

anatomopathologique (Rugge et al., 2011 ). Le diagnostic différentiel  se pose avec les 

gastropathies  qui se caractérisent  au microscope  par la présence ou non  d’infiltrat 

inflammatoire, néanmoins il existe  parfois des similitudes cliniques et 

endoscopiques (Lee, 2012). 

La gastrite aiguë est secondaire à une agression brutale de la muqueuse 

gastrique qui est soit,  de nature infectieuse,  toxique, et ou médicamenteuse. Son 

diagnostic anatomopathologique repose sur la présence d’un infiltrat à polynucléaires 

neutrophiles et qu’on peut le retrouver au cours de la chronicité. Par contre dans les 

gastrites chroniques on retrouve surtout un infiltrat mononuclée (Rugge et al., 2011) .  

2-Anatomie 

L’estomac est un organe creux musculaire  prenant une forme d’un J majuscule, 

qui siège dans l’étage sous diaphragmatique entre l’œsophage et l’intestin grêle 

(Poilleux, 1943; Frexinos, 1983; Labayle, 1990). Il communique en haut avec 

l’œsophage par un orifice appelé le cardia, par contre en bas, il est en rapport avec le 

duodénum  par le biais d’un orifice nommé le pylore et éventuellement avec l’intestin 

grêle (Poilleux, 1943; Frexinos et al., 1989). L’estomac a une capacité volumique 

fluctuante entre  01 à 1,5 litres (Frexinos, 1983; Frexinos et al., 1989). Il est constitué 

de deux parties, une verticale correspondant au fundus occupant les 2/3, et une 

horizontale  dite antre (Poilleux, 1943; Frexinos, 1983; Frexinos et al., 1989 ; Labayle, 

1990)  (Fig. 1). 
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Figure 1 : Structure de l’estomac (Frexinos, 1983). 

 

3-Physiologie de l’estomac  

3.1 Fonction mécanique  

L’estomac permet d’assurer la digestion par sa fonction mécanique qui est sous 

forme de brassage. Il reçoit un mélange d’aliments solides et liquides provenant de la 

déglutition, les évacue vers l’intestin sous une forme fluide  appelé  le chyme  (Lambo 

et al., 1990). 

3.2 Fonction chimique  

Le volume de la sécrétion gastrique varie entre un à deux litres par jour. Cette 

sécrétion est sous la commande  des  glandes gastriques stimulée par la prise des repas. 

Cette sécrétion est constituée d’eau, d’acide chloridrique et d’enzyme protéolytiques.    

Le mucus tapissant  la paroi gastrique assure la défense contre l’agression chimique 

des sécrétions acides dont le PH varie entre 1.5 et  3.5 (Lambo et al., 1990). 

3.3 Mécanisme de régulation  

La prise des repas stimule la sécrétion de la gastrine, par contre  l’état de jeûn 

l’inhibe. La  cellule G antrale assure la production de  la gastrine qui est responsable 

de la   stimulation de  la sécrétion acide. En revanche et toujours au niveau antral les 

cellules D synthétisant la somatostatine qui inhibe l’activité de la cellule G (Sobhani et 
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al., 1994,1995). Par ailleurs la bactérie  Helicobacter pylori cohabite avec ces cellules 

(Sobhani et al., 1994). 

Helicobacter  pylori induit une hyperactivité de la Gastrine (Vallot et 

Merrouche, 1992; Ruszniewski, 1994; Sobhani et al., 1995) qui va entrainer un 

hyperfonctionnement des cellules G antrales  générant une diminution de la 

somatostatine antrale produite par les cellules D antrales (Gotz et al., 1994; Delchier, 

1995; Sobhani et al., 1995). 

4-Classification des gastrites chroniques 

Il a été établit plusieurs classification, telles que celles, de Schindler(1947), de 

Whitehead(1972),  Cheli(1983), et celle de Stolte(1989). Par ailleurs il existe une autre 

classification en fonction de la topographique et l’étiopathogénie, telles que les 

classifications, de Strickland et McKay intéressant la gastrite de type A et B,  de 

Strickland et al., 1973, et la gastrite chimique  de type C (Wyatt et Dixon, 1988) .   

Le Système Sydney, adopté en 1990 à Sydney , puis en 1994 à Houston, puis en 

1996, est cadré par une étude morphométrique des gastrites chroniques et une 

quantification de l’infection de Helicobacter pylori de l’estomac (Dixon, 1996 ;  Price, 

1991 ; Widgren, 1992 ; Dixon et al., 1996) . Le nombre optimal de biopsies prélevées 

par voie endoscopique œsogastrique est de cinq (Rugge et al., 2011 ; Dixon et al., 

1996; Lamarque et al., 2012), trois biopsies dans l’antre, et deux au niveau du corps 

gastrique(Fundus), placées dans deux tubes séparés. Il est souhaitable de réaliser une 

biopsie au niveau de l’angulus (Rugge et al., 2011 ) . 

Dans le cas d’une muqueuse endoscopiquement normale, il est 

systématiquement indiqué de pratiquer des biopsies (Lamarque et al., 2012). Et c’est le 

cas aussi pour les gastrites à Helicobacter pylori. (Lamarque et al., 2012 ;
 
Malfertheiner 

et al., 2012)
 .  

Pour la confirmation de la gastrite à Helicobacter pylori, il existe une faible 

relation entre l’endoscopie et l’histologie (Redeen et al., 2003 ; Bah et al., 1995), mais 

moins présent chez l’adulte que chez l’enfant ( Bah et al., 1995 ; Calabrese et al., 
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1999 ; Koletzko et al., 2011). L’absence de plis gastriques et la présence d’un réseau 

vasculaire trop bien visible ne confirme pas le diagnostic d’atrophie (Redeen et al., 

2003.   

5- Aspects histologiques 

La paroi gastrique possède une épaisseur de 5 mm, constituée de quatre 

tuniques, muqueuse, sous muqueuse, musculeuse, et séreuse. La muqueuse est revêtue  

d’un épithélium tapissé par un mucus la protégeant contre l’acidité gastrique 

(Frexinos, 1983; Frexinos et al.; 1989). L’épithélium repose sur un chorion, la lamina 

propria, dessine à la surface luminale des cryptes qui s’invaginent profondément dans 

la lamina propria pour former des glandes au niveau du fundus et au niveau de l’antre 

(Czyba et Girod, 1967; Frexinos et al., 1989) (Fig. 2) 

 

 
Figure 2 : Schéma général de la muqueuse gastrique (Frexinos et al., 1989). 

La muqueuse gastrique normale comporte des populations glandulaires 

distinctes dans l’antre qui représente la muqueuse mucosécrétante,  le corps est 

recouvert par la  muqueuse oxyntique acidosécrétante, et l’angulus prend un aspect 
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transitionnel. Le principe de l’étude histologique des biopsies est considéré d’une part 

par  la reconnaissance et la quantification des lésions élémentaires, d’autre part l’étude 

se penchera sur la topographie, l’extension et la combinaison des anomalies 

élémentaires sur les différentes biopsies (Rugge et al., 2011 ) .  

L’examen cytologique utilisera  la coloration à base de l’hématoxyline–éosine 

(HES) et le Giemsa destiné surtout à la recherche d’Helicobacter pylori (Rugge et al., 

2011 ).   

Au niveau du fundus, les cryptes sont courtes et étroites, les glandes sont 

tubulaires et rectilignes (Fig. 3) (Czyba et Girod, 1967; Frexinos, 1983; Frexinos et al., 

1989). Elles sont surtout exocrines qui  produisent presque la totalité du suc gastrique.           

Les glandes fundiques présentent deux types de cellule principaux, les cellules 

pariétales qui sécrète l’acide chlorhydrique et les cellules principales produisant la 

pepsine sous forme de précurseur, le pepsinogène inactif, qui sera activé lors de 

l’abaissement du pH gastrique (Frexinos, 1983; Frexinos et al., 1989).  

 

 

Figure 3 : Structure de la muqueuse fundique ((Frexinos et al., 1989). 
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Au niveau de l’antre, les cryptes sont hautes et étroites, les glandes sont courtes 

(fig. 4). Les cellules  sont quasiment  de type muqueux (Czyba et Girod, 1969; 

Frexinos, 1983; Frexinos et al., 1989).  

 

 

Figure  4 : Structure de la muqueuse pylorique (Frexinos et al., 1989). 

La cellule G, considérée comme  cellule endocrine, est responsable de la 

sécrétion de la gastrine. les cellules D se localisant au niveau de  la muqueuse antrale 

et la muqueuse fundique,  ont pour rôle la production de la somatostatine (Frexinos, 

1983; Frexinos et al., 1989).  

La réponse inflammatoire est plus intense et l’expression de la maladie plus 

sévère lorsque  Helicobacter pylori présente certains facteurs de virulence, 

principalement CagA et l’îlot de pathogénicité cag et la cytotoxine vacuolante 

(VacA) (Cid et al., 2013).
 
 

Il existe un rapport  entre le phénotype de la gastrite et les manifestations 

clinicopathologiques, qui sont issus des interactions entre  la bactérie et l’hôte. Ce 

phénomène est généré par  des facteurs, génétiques, environnementaux, et 
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nutritionnels (Rugge et Fassan, 2011 ; (McLean et El-Omar, 2009; Nogueira et al., 

2001).  

L’évolution a tendance à évoluer vers  la gastrite chronique, la dyspepsie 

fonctionnelle, l’ulcère gastroduodénale, et le lymphome gastrique du MALT et au 

cancer gastrique (De Korwin et al., 2014) . Les variations physiologiques de la 

sécrétion acide contribuent au passage à ces complications (De Korwin et Lehours,
 

2010).  

Dans les Gastrites microbienne, Helicobacter pylori represente la principale 

éthologie (Rugge et Fassan, 2011). Elle est considérée comme facteur carcinogène 

depuis 1994, responsable de l’adénocarcinome gastrique de type intestinal (Stolte et 

Meining, 2001), et  pouvant évoluer  vers le cancer gastrique diffus (De Korwin, 2014).  

L’augmentation de la prévalence de l’atrophie gastrique de 1 à 3 % par an est 

secondaire à, l’infection à un âge précoce, la production de cytotoxine VacA par les 

souches infectantes, et la diminution de la sécrétion acide
 
(Malfertheiner et al., 2012 ; 

Rugge et Capelle, 2013)
 
. 

Avec l’utilisation du traitement antisécrétoire gastrique par les inhibiteurs de la 

pompe à proton (IPP), la topographie de l’infection se transforme rapidement avec 

diminution dans l’antre et augmentation dans le corps sous l’effet des variations de 

pH (McColl et El-Omar, 2000). La sensibilité des méthodes diagnostiques sur biopsie 

est diminuée principalement dans l’antre (De Korwin et Kalach, 2014). Il est 

strictement indiqué l’arrêt des IPP au moins deux semaines avant toute investigation à 

la recherche d’une infection (Lamarque et al., 2012 ; Malfertheiner et al., 2012 ) . 

II. LA MALADIE DE CROHN  

1. Définition  

La maladie de Crohn (MC) est considérée par un état inflammatoire chronique 

pouvant toucher  n’importe quel segment du tube digestif. Sa situation de prédilection 

est surtout au niveau de l’iléon terminal, le côlon et l’anus avec une tendance 

scléro‐ulcéro‐nécrotique (Frexinos et Buscail, 2004). Sur le plan histologique, Les 
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lésions s’étendent à toutes les parties  de la paroi intestinale, la couche interne, la 

muqueuse ainsi que les couches plus profondes. Ceci explique la survenue fréquente 

de sténoses et de fistules (Cadiot et al., 2008).(Fig. 5). 

Néanmoins il existe des Manifestations extra‐digestives  intéressant le système 

ostéo‐articulaire, la peau, les muqueuses, les yeux, et le système hépatobiliaire 

(Baumgart, 2009). Elles sont plus communes lorsque la MC affecte le colon (Van et 

al., 2010). 

 

Figure  5 : Localisation des lésions dans la maladie de Crohn.  D’après “The Johns Hopkins Medical 
Institutions. Gastroenterology &Hepatology Resource Center». 

 

2. Anatomo-pathologie 

La MC est caractérisée par une inflammation transmurale, discontinue pouvant 

toucher  l’ensemble des segments du tube digestif, de la bouche à l’anus (Marteau and 

Jian, 2001; Xavier and Podolsky, 2007) (Fig. 06). Elle atteint le plus souvent l’iléon 

terminal et le côlon dans 40% des cas, l’iléon uniquement dans 30% des cas et enfin le 

côlon et la région ano-perinéale dans 30% des cas (De Saussure and Bouhnik, 2007).       

Les lésions du tissu intestinal sont de type d’infiltrations leucocytaire par foyers, de 

granulomes, sous forme des cryptes intestinales avec parfois des abcès, d’hypertrophie 

neuromusculaire, et des fissures et ulcérations (De Saussure and Bouhnik, 2007; 

Evans, 2000; Marteau and Jian, 2001).  
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Figure 06: Localisation des altérations intestinales caractéristiques de la MC. 
(a) Lésions inflammatoires au niveau de la paroi intestinale : infiltration immunitaire sur l’ensemble des 
couches de la paroi intestinale caractéristique d’une atteinte transmurale à l’origine d’ulcères, de fissures et de 
granulomes, (Grabsch, 2013) (b) coupe histologique représentant un granulome secondaire à l’agrégation 
d’un grand nombre de macrophages (Xavier and Podolsky, 2007) (c) Localisation des segments du tube 
digestif touchés en cas de MC les segments inflammatoires apparaissent en bleu (Servier). 

 

L’anatomopathologie permet d’objectiver une inflammation intestinale 

granulomateuse discontinue (Van et al., 2010). Les lésions caractéristiques de la MC 

sont des zones d’érythème, des ulcérations superficielles ou profondes, parfois des 

sténoses ou des orifices de fistule. Ces lésions sont hétérogènes, segmentaires, laissant 

des intervalles macroscopiquement sains. La présence d’ulcérations aphtoïdes est assez 

évocatrice (Frexinos et Buscail, 2004). L’iléocoloscopie permet de réaliser des 

biopsies, d’orienter le diagnostic mais également elle se présente comme élément 

fondamental dans la surveillance de l’évolution de la maladie (Ebalian et Balian,2008). 

La figure 07 nous renseigne sur l’état d’un intestin sain et l’intestin d’un patient 

atteint de MC ( Schering Canada Inc, 2004). 
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Figure 07 : Comparaison entre un intestin normal et l’intestin touché par la  maladie de Crohn.  Figure extraite 

du document : « Comprendre la maladie de Crohn » publié (parSchering Canada Inc, 2004). 

 

3. Epidémiologie  

En Europe, l’incidence de la maladie de Crohn(MC) fluctue entre 0.3 et 9.8 

pour 100.000 habitants. Sa prévalence varie de 8,3 à 214 cas pour 100 000 personnes 

(Piront et al., 2003; Cosnes et al., 2011) . Elle  touche surtout les pays riches, avec une 

incidence affectant  majoritairement  la population blanche de souche européenne. 

Dans la maladie de Crohn  le sexe féminin  est plus touché avec  un ratio 

homme/femme égal à 0,8 (Baumer, 2002).  

L’environnement contribue au développement et à l’évolution de la maladie de 

Crohn. Le risque d’apparition de cette maladie est en rapport avec la chronocité du 

tabagisme permettant l’accélération des complications de la maladie imposant le 

recours aux traitements immunosuppresseurs (Ebalian et Balian, 2008). Le tabagisme 

actif est considéré comme l’unique  facteur environnemental contribuant à 

l’installation de cette pathologie (Frexinos et Buscail, 2004).  

Parfois le système immunitaire  présente une défense quasiment faible et ceci 

suite à une très bonne hygiène durant l’enfance (Ebalian et Balian,2008). 

L’utilisation des anti-inflammatoires non stéroïdiens peut entrainer un blocage 

des cyclo‐oxygénases qui sont impliqués au maintien de l'intégrité de la muqueuse 

intestinale, facilitant ainsi une augmentation de la perméabilité épithéliale (Miner, 

1997).  
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Les infections entériques  peuvent contribuer à l’installation ou à la récidive de   

cette maladie. (Baliellas et al., 1996 ;Miner, 1997). 

4. Physiopathologie  

Le dysfonctionnement du système immunitaire est considéré comme un facteur 

fondamental dans la genèse de la maladie de Crohn, et se positionne pour renforcer la 

physiopathologie de cette pathologie. Le début de cette altération physiologique est 

déclenché par une hyperactivation du système immunitaire local. Parallèlement,  chez  

des  individus prédisposés  génétiquement, le microbiote intestinal s’associe avec  

cette réponse immunitaire perturbée afin de renforcer cette physiopathologie 

(Podolsky,2002) . 

Dans la maladie de Crohn, la défense immunitaire se dirige contre les 

constituants de leur flore intestinale (Duchmann et al., 1996).  

Les cellules dendritiques intestinales acceptrices d’antigènes sont responsables 

de l’activation et de la différenciation des  lymphocytes T  appelée T helper 0 ou Th0. 

Cette activation se réalise respectivement en trois étapes  sous forme de profil, Th1 

pro‐inflammatoire, Th2 anti‐inflammatoire, et Th3/reg régulateur (Mottet et al., 2003).  

Ces cellules Th3/reg régulatrices, en freinant les réponses Th1 et celle de  Th2 

stimulatrices, seront responsables de  l’installation de la tolérance immunitaire vis-à-

vis des antigènes ou bactéries non pathogènes (Michetti, 2004). 

La  prolifération importante et l’hyperactivité  des lymphocytes T,  génèrent les  

mécanismes inflammatoires (Zhoua et al.,  2009). Cette stimulation lymphocytaire T 

sera responsable de la synthèse de cytokines pro inflammatoires tels que les 

interleukines IL‐1,IL‐6,IL‐ 8, et le facteur de nécrose tumoral (TNF‐α)  entraînant une 

inflammation de la muqueuse intestinale (Ebalian et Balian, 2008) (Fig. 08). 

Le TNF‐α, est responsable  de la dégranulation d’enzymes et de la libération de 

radicaux libres par les neutrophiles et les fibroblastes qui sont à l’origine des lésions 

épithéliales intestinales. Ceci va faciliter la perméabilité de l'épithélium et renforcer la 

présentation d'antigènes permettant l’installation et la continuité de la  réaction 

inflammatoire (Michetti, 2004 ; Zhoua et al.,  2009) .  
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Figure 08 : Cascade immuno‐inflammatoire dans la MC. (Michetti 2004). 

 
III. Rectocolite Hémorragique(RCH)                                  

1. Définition  

La Rectocolite Hémorragique(RCH) est une maladie  inflammatoire chronique 

intestinale (MICI) qui se caractérise par une inflammation mucosale localisée au 

niveau du côlon et du rectum (De Dombal, 1968; Faharat et al., 1999; Kirsner, 2001; 

Levy, 2008). Cette inflammation débute au bas rectum et qui peut s’étendre de 

manière continue dans le côlon, parfois jusqu’au cæcum. On distingue trois degrés 

d’extension de la maladie, la rectite isolée, la colite gauche, ne dépassant pas l’angle 

colique gauche, et la pancolite se localisant en amont de l’angle gauche ( Silverberg et 

al., 2005) (Fig. 09).  
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Figure 09 : Localisation des atteintes intestinales dans la maladie de Crohn et la RCUH. 
                  D’après The Johns Hopkins Medical Institutions. Gastroenterology &Hepatology Resource Center.   
 

2. Anatomopathologie 
 

La RCH est caractérisée par une inflammation continue de la muqueuse colique 

et rectale (Faharat et al., 1999; Xavier and Podolsky, 2007) (Fig. 10). Le tissu 

intestinal est touché par de nombreuses altérations qui sont de type, de réduction de la 

population des cellules à mucus, avec présence, des abcès des cryptes intestinaux, 

d’infiltrat immunitaire uniforme, un épaississement de la muscularis propria,  et une 

dilatation des capillaires sanguins avec hémorragies (Evans, 2000; Xavier and 

Podolsky, 2007). 
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Figure 10: Localisation des altérations intestinales caractéristiques de la RCH. 

(a) Lésions inflammatoires au niveau de la paroi intestinale : infiltration immunitaire uniquement dans 

la muqueuse et la sous-muqueuse caractéristique d’une inflammation mucosale (Grabsch, 2013) (b) 

coupe histologique représentant un abcès cryptique secondaire à une infiltration des PNN (Xavier 

and Podolsky, 2007) (c) Localisation des segments du tube digestif touchés en cas de RCH les 

segments inflammatoires apparaissent en bleu (Servier). 

3. Epidémiologie  

Les MICI sont des maladies des pays industrialisés, l’Amérique du Nord et 

l’Europe présentent  une  prévalence et l’incidence les plus forts, alors que les MICI 

sont moins fréquentes dans l’hémisphère Sud (Loftus et Sandborn, 2002 ).  En France, 

l’incidence de la RCH et celle de la Maladie de Crohn sont respectivement de 4,1 et 

06,0 pour 100 000 habitants par an, la prévalence étant estimée à 39 600 personnes 

environ 0,7/1000 et pour la RCH et 66 000 environ 0,7/1000 pour la MC (Gower-

Rousseau et al., 2013). Cependant, au niveau mondial, la RCH est la maladie 

inflammatoire intestinale la plus fréquente. La prévalence est un peu plus élevée chez 

l’homme que chez la femme. Il existe deux pics d’incidence de la maladie,  le 

principal de 15 à 30 ans, puis le second plus faible, de 50 à 70 ans (Loftus et Sandborn, 

2002 ). 
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4. Physiopathologie 

Les mécanismes physiopathologiques de la RCH sont encore mal compris, mais 

ils sont multifactoriels, et font intervenir des facteurs génétiques, épithéliaux, 

immunitaires, et environnementaux. Un antécédent familial au premier degré de RCH 

est le plus important facteur de risque indépendant de développer la maladie dont le 

risque individuel étant de 5,7 à 15,5 % sur toute la vie ( Monsén et al.,  1987). 

 Il existe deux facteurs assurant une prévention contre la RCH, le tabagisme 

actif avec un odd ratio (OR) égale à 0,58 (Mahid et al., 2006),  et l’appendicectomie 

réalisée pour une appendicite vraie avant l’âge de 20 ans présente un odd ratio 

(OR) équivalent à 0,31  (Baumer, Philippe, 2002). Par contre un antécédent de 

gastroentérite infectieuse à  Salmonella, Shigella  ou Campylobacter  accentue  le 

risque d’apparition ultérieure d’une RCH (García et al., 2006). Le stress 

psychologique probablement contribue dans la modulation des réponses 

inflammatoires du tube digestif, mais il n’est actuellement pas reconnu comme un 

facteur de risque indépendant de la maladie (Vidal et al., 2006) .  

Dans la RCH,  l’épithélium colique n’assure pas correctement son rôle de 

barrière suite à une accentuation de sa perméabilité, l’exposant ainsi à des agressions  

antigéniques coliques. Parallèlement, la sécrétion, par les colonocytes épithéliales,  de 

peptides antimicrobiens et de mucus se trouve très perturbée, contribuant à fragiliser la 

barrière épithéliale. La rupture de l’équilibre de tolérance entre le système immunitaire 

intestinal et le microbiote intestinal a engendré un dysfonctionnement de la  réponse 

immunitaire se transformant comme facteur agressif contre la flore commensale non 

pathogène. La phase aiguë de l’inflammation se caractérise par une infiltration de la 

muqueuse colique par des polynucléaires neutrophiles activés, conduisant à la 

formation des microabcès des cryptes coliques et des lésions épithéliales provoquant 

ainsi des ulcérations. Néanmoins  la phase chronique se caractérise par une infiltration 

lymphoplasmocytaire du chorion, et des transformations dans l’architecture épithéliale. 

Plus tardivement, il y’aura apparition des lésions épithéliales précancéreuses issues par 

la régénération épithéliale secondaire aux lésions inflammatoires chronique (Meyer, et 

Treton, 2017). 
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IV.Le microbiote intestinal 

Le microbiote, anciennement appelé flore digestive, est une notion récente dont 

le domaine d’étude s’est développé en France dans les années 1970-80. Les principaux 

investigateurs de ce courant se nomment Edmont Sacquet, Pierre Raibaud, et Robert 

Ducluzeau, Cyril Tancrede et Antoine Andremont (Corthier, 2007). C’est pourquoi le 

microbiote est aujourd’hui considéré comme un organe à part entière (Louis and 

Marteau, 2010; Marteau, 2013). 

1.Origine du microbite intestinal humain 

Le microbiote intestinal s’acquiert à la naissance, en effet, le nouveau-né naît 

stérile et son tractus digestif est colonisé dès l’accouchement par la flore vaginale de sa 

mère par les Lactobacilles, et par les Entérobactéries et Bifidobactéries de la flore 

fécale. En outre, les premières bactéries qui nous colonisent sont aéro-anaérobies 

facultatives telles qu’Escherichia coli, des Entérocoques ou des Staphylocoques. Elles 

consomment l’oxygène présent dans le tractus digestif de l’enfant favorisant ainsi 

l’implantation de bactéries anaérobies strictes du genre Firmicutes, par exemple. C’est 

entre 2 et 4 ans que la composition du microbiote de l’enfant se stabilise. L’individu a 

alors constitué  son propre microbiote (Campeotto et al., 2007). 

En effet, la présence de bactéries dans le méconium et le liquide amniotique 

laisse à penser que le nouveau-né est au contact d’espèces bactériennes avant la 

naissance (DiGiulio et al., 2008). 

La tolérance immune du nourrisson favoriserait donc sa colonisation par des 

micro-organismes extérieurs (Dore and Corthier, 2010; Langhendries et al., 2010). 

Enfin, la présence de mucus au sein de la paroi digestive permettrait aux micro-

organismes à croissance lente de coloniser le tractus (Dore and Corthier, 2010). 

Par ailleurs, le mode d’accouchement peut faire varier la mise en place du 

microbiote intestinal, les nourrissons nés par voie basse ont une installation et une 

composition de la flore différente des nourrissons nés par césarienne. En effet, ces 

derniers ne sont pas exposés à la flore vaginale et auront peu d’Escherichia coli, 
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Bacteroides et Bifidobacterium dans leur tractus digestif. En conséquence, la mise en 

place de la flore anaérobie stricte est plus tardive et c’est le  cas également chez les 

prématurés. Les mesures d’hygiène au cours de l’accouchement tendent à réduire la 

colonisation bactérienne des nouveau-nés dans les pays occidentalisés (Campeotto et 

al., 2007; Di Mauro et al., 2013). 

Aujourd’hui, les études de métagénomiques ont permis l’identification d’un 

grand nombre de micro-organismes de notre tractus intestinal (De Preter and Verbeke, 

2013; Lagier et al., 2012). 

L’étude du profil métabolique du microbiote intestinal reste un élément de 

choix pour  l’interaction des nutriments, le métabolisme intestinal et la composition du 

microbiote dans des conditions physiologique et pathologique telles que les MICI (De 

Preter and Verbeke, 2013). 

Les micro-organismes se concentrent majoritairement dans la région intestinale  

côlon et iléon (Marteau, 2013) (Fig. 11). 
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Figure 11: Répartition des différentes espèces bactériennes dans le tube digestif (Sartor, 2008). 

     2. Ecosystème digestif 

La bouche renferme 700 espèces de micro-organismes réparties dans 9 phyla 

bactériens et un phylum archéen. Elles colonisent les dents, les gencives, la langue et la 

muqueuse buccale. Les organismes majoritaires appartiennent aux genres 

Streptococcus et aux espèces Actinomyces spp. La surface d’attachement de ces 

bactéries est un élément clé de cette colonisation. Par exemple, les dents supportent 

des agrégats de bactéries organisés en biofilm générant la plaque dentaire favorable au 

développement des carries. L’œsophage a une composition microbienne proche de 

celle de la bouche et compte une diversité de 06 phyla de 95 espèces. L’estomac 

présente un pH peu favorable à l’implantation de micro-organismes, c’est donc une 

première barrière qui prévient l’entrée de micro-organismes exogènes. Les micro-

organismes qui l’occupent se situent principalement dans le mucus stomacal et 

développent des adhésions. L’un des plus connus est Helicobacter pylori. L’intestin 

grêle est une zone plus favorable à la colonisation. La présence de mucus permet 

l’implantation de nombreux micro-organismes luminaux et pathogènes. Néanmoins le 

temps de séjour court des composés luminaux limite leur croissance à cet endroit. 

C’est dans le côlon que la multiplication des micro-organismes devient optimale, 

favorisée et majorée par, un  temps de transit lent, l’abondance de facteurs alimentaires 
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comme les polysaccharides et la présence de  mucus. C’est une zone qui favorise 

également la diversité microbienne avec l’identification de plus de 800 espèces, 

(Dethlefsen et al., 2006; Tlaskalova-Hogenova et al., 2004). 

D’autre part, on peut parler de plusieurs types de microbiotes intestinaux, le 

microbiote, fécale, luminal et le celui associé à la muqueuse intestinale. Le premier est 

étudié grâce au recueil de matières fécales, le dernier par des biopsies réalisées au 

décours d’une coloscopie de contrôle (Louis and Marteau, 2010). 

 3. Présentation des micro-organismes de notre intestin : 

De manière générale, le microbiote intestinal se compose de nombreux micro-

organismes aux diverses origines, bactéries, virus, archées, levures et virus (Lagier et 

al., 2012) (Fig. 12). 

 

Figure 12 : Etat des lieux (non exhaustif) des micro-organismes de nos intestins : Bactéries, Archées, Virus et 

Levures (Lagier et al., 2012). 

En outre, il existe des micro-organismes de passage dans notre tractus digestif, 

ce sont le plus souvent des levures ou des bactéries lactiques mais aussi certains 

pathogènes (Marteau, 2013). 
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Les organismes eucaryotes tels que les levures et les champignons peuplent 

donc aussi notre tractus digestif. Les plus communes sont les levures issues des 

espèces Candida et Saccharomyces détectées par des techniques de culture et de 

microscopie. Néanmoins la diversité de ces organismes est encore très sous-estimée 

(Lagier et al., 2012).  

Les archées sont présentes chez 4% des individus. En effet, l’analyse de leur 

ADNr 16S a permis d’identifier au sein de nos fèces la présence de 

Méthanobrevibacter smithii et Méthanobrevibacter stadtmanae (Dridi et al., 2011).  

Enfin, les virus de notre tractus digestifs sont pour l’essentiel des phages (ADN) 

et des virus végétaux (ARN) (Lagier et al., 2012). 

4. Facteurs de variation du microbiote intestinal 

La diversité des espèces dominant notre tractus digestif est stable dans le temps 

à l’exception des lactobacilles qui sont souvent transitoires car ils sont apportés par  

l’alimentation, on parle ainsi de normobiose. Les modifications du microbiote 

intestinal ou dysbiose sont généralement la conséquence d’une colonisation par des 

micro-organismes exogènes ou suite à une modification des niches écologiques tels 

que, le temps de transit, alimentation, et le pH. Cependant, il est difficile d’induire un 

changement durable du microbiote intestinal (Dore and Corthier, 2010). 

Au cours de la vie, le microbiote intestinal varie en fonction  des changements 

de régime alimentaire, et  à l’évolution du système immunitaire. En effet, le microbiote 

de la personne âgée sera différent de celui de l’enfant. Le genre Bacteroides augmente 

avec l’âge et sa diversité se réduit fortement chez la personne âgée. Cette élévation est 

responsable d’une chute du nombre et de la diversité des espèces du genre 

Bifidobacterium dont Bifidobacterium adolencensis, Bifidobacterium angulatum et 

Bifidobacterium longum à ces âges. Par ailleurs, les populations du genre Eubacterium 

augmentent au fil des années. Eubacterium a été mis en cause dans l’apparition de 

l’arthrite du sujet âgée. L’émergence de souches à Clostridium au cours du temps et 

leurs diversifications est également observée. De nombreuses espèces ont été isolées 

des fèces des personnes âgées dont des pathogènes (Clostridium difficile, Clostridium 

sordellii, Clostridium malenominatum) (Woodmansey, 2007)  (Fig. 13). 
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Figure 13 : Age et microbiote intestinal. (Mitsuoka, 1992). 

  
L’alimentation est un facteur de variation du microbiote. D’une part, elle 

influence la maturation du microbiote du nourrisson par sa diversification  comme 

l’introduction des légumes, et de la viande. Des aliments peuvent également orienter 

l’émergence de certains germes à condition qu’ils soient ingérés sur le long terme 

(Dethlefsen et al., 2006; Finegold and Sutter, 1978). Les modifications du microbiote 

induites par les régimes alimentaires sont résumées dans le tableau 01. 
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Tableau  01: Résumé des régimes inducteurs de dysbiose. Tableau traduit de (Brown et al., 2012). 

         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
REGIME  

 
 
 
 
 
 
 
BACTERIES ALTEREES  

 
 
 
 
 
 
 
EFFETS SUR LES 
BACTERIES  

Riche en graisse  Bifidobacteria  ↓  
Riche en graisse et sucres  Clostridium innocuum  

Catenibacterium mitsuokai  
Enterococcus spp.  
Bacteroides  

↑  
↓  

Pauvre en carbohydrates  Bacteroides  ↑  
Hypocalorique  Clostridium coccoides,  

Lactobacillus spp.  
Bifidobacteria spp.  

↓ (croissance limitée)  

Carbohydrates complexes  Mycobacterium avium  
subspecies paratuberculosis  
Enterobacteriaceae  
Bifidobacterium. longum,  
Bifidobacterium.breve  
Bacteroides thetaiotaomicron  

↓  
↑  

Sucre raffinés  Clostridium perfringens  
Clostridium difficile  

↑  

Végétarien  Escherichia coli  ↓  
Riche en oméga 6  Bacteroides  

Firmicutes  
Actinobacteria  
Proteobacteria (δ-Proteobacteria)  

↓  
↑  

Graisse saturés (graisse du lait 
animal)  

δ-Proteobacteria  ↑  

 

La consommation de fibres semble augmenter le taux de Bifidobactéries lorsque 

ces populations sont faiblement représentées dans le tractus digestif. La mise en place 

d’un régime végétarien fait varier la composition du microbiote car il est riche en 

fibres. En conséquence, la concentration en Acides gras à chaine courte (AGCC) est 

diminuée et il en résulte une diminution du pH intestinal. Les modifications des 

conditions de la niche écologique donnent lieu à une variation de la composition de la 

flore. Un régime occidental riche en graisses et en sucre conduit à une recrudescence 

de la colonisation intestinale par les Firmicutes au détriment des Bacteroides. 

L’augmentation de la consommation de sucres raffinés favorise la croissance de 
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Clostridium difficile. Un régime enrichi en acides gras saturés conduit à 

l’augmentation des δ-Proteobacteria et riche en oméga 6 facilite la recrudescence des 

Firmicutes, Actinobacteria et Proteobactéria (Brown et al., 2012). 

Les antibiotiques présentent un effet sur la composition du microbiote 

intestinal, ils éliminent les souches qui leur sont sensibles en favorisant parfois la 

recrudescence de souches pathogènes minoritaires de notre flore. Elles vont  engendrer 

ainsi certains pathologies infectieuses favorisant le développement de candidoses 

digestives sous céphalosporines, et la colite pseudomembraneuse liée à Clostridium 

difficile sous amoxicilline (Dorosz, 2012; Robinson and Young, 2010).  

D’autres médicaments modulent la composition du microbiote intestinal, ils 

agissent sur ce dernier par des modifications des conditions de la niche écologique 

telles que la variation du PH notamment sur les inhibiteurs de la pompe à proton et les 

antihistaminiques H2, l’altération du mucus par les anti-inflammatoires non 

stéroïdiens(AINS), ou encore des modifications de la motilité intestinale comme par 

exemple les Opioïdes et les laxatifs (Simren et al., 2013). 

Les probiotiques et les prébiotiques sont deux facteurs qui vont influencer la 

composition de la flore bactérienne. L’un  délivrant des microorganismes bénéfiques à 

l’homéostasie des fonctions intestinales comme les lactobacilles, bifidobacteries, et 

Saccharomyces boulardii, l’autre favorisant la croissance bactérienne colique comme 

c’est le cas des Bifidobacteries et de Faecalibacterium prausnitzii) (Marteau, 2013; 

Scaldaferri et al., 2013). 

Les conditions d’hygiène influencent la composition du microbiote intestinal, 

en effet, lorsque l’on compare le microbiote d’un africain des zones rurales où les 

conditions d’hygiènes sont basses à celui d’un européen citadin, on constate que la 

première population présente un microbiote intestinal plus riche en Bacteroides que la 

seconde. Néanmoins les Firmicutes sont plus représentés lorsque le sujet est exposé à 

un environnement plus hygiénique (Simren et al., 2013).  

Des conditions d’hygiène diminuées prédisposent, d’autant plus dans l’enfance 

à la recrudescence d’infections et notamment de gastroentérites. Ces pathologies 
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induisent des dysbioses avec une augmentation des bactéries aérobies et une 

diminution des anaérobies strictes (Joly et al., 2007). 

5. Relation entre le système nerveux central et le microbiote intestinale 

Sur le plan fonctionnel il existe un véritable dialogue entre le microbiote 

intestinal et notre cerveau. En effet, l’axe hypothalamo-hypophysaire semble influer 

sur la composition du microbiote par le biais de la sécrétion des neurotransmetteurs, de 

neuropeptides, de cytokines, de facteurs de croissance, des modifications du pH et de 

la motilité. Par exemple, le cerveau régule la sécrétion de cortisol, qui est majorée par 

le degré d’intensité du stress. En revanche, le cortisol va moduler la composition du 

microbiote et agir sur certains paramètres de la perméabilité de la barrière épithéliale 

intestinale (Di Mauro et al., 2013; Montiel-Castro et al., 2013). 

6. Compétition entre les microorganismes de la flore intestinale   

les micro-organismes utilisent des mécanismes qui lui permettent de coloniser 

le milieu en inhibant la propagation de leurs voisins par émission de toxines produites 

par  Williopsis spp et  Clostridium tetani, production de peptides antimicrobiens par 

l’intermédiaire de la bactériocine sécrétée par Lactobacillus Bulgarius, Colicine par 

Escherichia Coli, métabolismes des nutriments  provoquant ainsi des variations de pH, 

émission de produits toxiques, production de l’acide lactique par Lactobacillus 

rhamnus délétère pour Salmonella, et répression des adhérences par Lactobacillus 

delbrueckii empêchant l’adhésion d’Escherichia coli. D’autres s’associent dans des 

structures de résistances telles que les biofilms. Cette interaction  entre les 

microorganismes contribue largement dans le devenir de la composition du microbiote 

intestinal (Abedi et al., 2013; Bevins and Salzman, 2011; Guyard et al., 2000; 

Stephani et al., 2011). 

7. Les grandes fonctions du microbiote intestinal  
 

   7.1. Digestion, absorption et métabolisme 

Le rôle primordial dans la physiologie intestinale est d’assurer une bonne  

absorption des nutriments qui se déroule surtout  dans le jéjunum, l’iléon, c’est le cas 
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de la  vitamine B12 et les sels biliaires, par contre  le côlon est le siège d’absorption 

d’eau et des électrolytes (Teisserenc, 2002). 

Le microbiote du tractus intestinal fournit beaucoup d’enzymes qui contribuent 

à  la régulation  de trois métabolismes nécessaires à la digestion, celui des glucides, 

des lipides et des protéines. La synthèse d’acides aminés tels que la lysine ou la 

thréonine par le microbiote  intestinal  va lui permettre d’être une source de vitamine 

K et B pour l’organisme (Stephani et al., 2011) (Fig. 14). 

Le microbiote peut participer au métabolisme de médicaments qui vont subir 

des processus de modifications proches de ceux des hormones stéroïdiennes. On peut 

citer notamment l’exemple de la sulfazalasine, pro-drogue transformée en produit actif 

par les bactéries coliques (Gérard and Bernalier-Donadille, 2007; Louis and Marteau, 

2010; Rajilic-Stojanovic, 2013). 

 

Figure  14 : Les microorganismes intestinaux impliqués dans le métabolisme glucidique. Inspiré de (Gérard and 
Bernalier-Donadille, 2007). 

En vert les microorganismes qui dégradent la cellulose, en orange l’amidon. En rose, les microorganismes 

producteurs d’acétate, en violet de propionate, en jaune de butyrate, en bleu de lactate et en noir et blanc de gaz 

intestinaux. 
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7.2. Fonction immunologique  

Le microbiote intestinal se représente comme un facteur intervenant dans le 

maintien de la barrière intestinale. Par exemple, Escherichia Coli, Bifidobacterium et 

Lactobacillus  protègent  les cellules épithéliales des effets pro-apoptotiques de 

certains germes. Ils interviennent dans la régulation de certains gènes impliqués dans 

la translocation des jonctions serrées ou le maintien des desmosomes, assurant ainsi 

une stabilité de l’intégrité de l’épithélium (Di Mauro et al., 2013; Gérard and 

Bernalier-Donadille, 2007).  

Cette consolidation de la barrière par les bactéries correspond à un mécanisme 

de défense destinés contre les pathogènes invasifs. En effet, la synthèse de mucine par 

les lactobacilles inhibent l’adhésion épithéliale de Escherichia Coli entéropathogène, 

renforçant la barrière protectrice de mucus (Stephani et al., 2011).  

Le microbiote exerce donc des effets immunogènes et nutritifs bénéfiques pour 

l’hôte qui en contrepartie lui apporte l’écosystème nécessaire à son développement, en 

réalisant ainsi  une relation dite commensalisme. 

 8. Relation hôte et microbiote intestinal 

Le microbiote exerce un véritable dialogue avec l’épithélium intestinal sans 

générer une réaction immunitaire dirigée contre lui. Ce phénomène prend le nom de 

tolérance orale et s’exerce à plusieurs niveaux. L’épithélium intestinal met en place 

des systèmes qui font de lui une véritable barrière physique. Le renouvellement 

continuel de la barrière épithéliale qui se fait tous les 5 jours, la production de mucus 

par les cellules caliciformes vont limiter la translocation bactérienne et réduire son 

contact avec les microorganismes (Tlaskalova-Hogenova et al., 2004). 

D’autre part, la présence des plaques de Peyers concourt à la régulation de la 

population microbienne par la production de peptides antimicrobiens. De plus, les 

cellules épithéliales de l’intestin mettent en œuvre des molécules inhibitrices (Melmed 

et al., 2003). 
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9.Notion de probiotiques  
 
9.1. Definition 
 

Le concept de probiotiques est le fruit des travaux du biologiste russe Elie 

Metchnikoff en 1965 à l’institut Pasteur de Paris. De nombreuses définitions de 

probiotiques se succèdent après 1965. La définition de Fuller est validée par la 

communauté scientifique en 1989 qui considère les probiotiques comme un  

supplément alimentaire microbien vivant qui agit au bénéfice de l’animal hôte en 

améliorant l’équilibre microbien intestinal. Enfin, McFarland distingue en 2000 la 

notion de probiotiques avec celle des biothérapeutiques qu’il définit comme des 

microorganismes qui ont prouvé leur efficacité sur une pathologie s’appuyant sur des 

essais cliniques (Ducluzeau, 2002). 

9.2.Mecanisme d’action 
 

Les probiotiques ont de nombreux mécanismes d’action. Ils agissent sur la 

lumière intestinale en modifiant les conditions de la niche écologique, la rendant 

impropre à la colonisation par des microorganismes pathogènes. Le métabolisme des 

Lactobacilles implique la production d’acide lactique, réduisant le pH luminal, 

l’acidité de la lumière bloque alors la croissance de bactéries Gram negatifs (Chermesh 

and Shamir, 2009). 

De plus, ils exercent une pression de sélection par la production de substances 

bactéricides comme les peptides antimicrobiens, et les protéases. Par exemple, 

Saccharmyces boulardii produit des protéases qui vont éliminer la Toxine A sécrétée 

par le Clostridium difficile (Stephani et al., 2011). 

Les probiotiques vont également stimuler l’immunité en induisant la sécrétion 

d’IgA et de peptides antimicrobiens et assure l’intégrité de la barrière épithéliale 

intestinale. C’est le cas de Lactobacillus plantarum qui pallie l’adhésion de pathogènes 

à l’épithélium intestinal en activant la sécrétion de mucines par les cellules 

caliciformes. La souche Escherichia coli inhibe l’adhésion et l’invasion intestinale 

d’Escherichia coli adhérant invasive (AIEC). Lactobacillus rhamnosus agit, quant à 

lui, en induisant la sécrétion d’Immunoglobuline A (IgA) en réponse au Rotavirus.  
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La plupart des probiotiques vont protéger la barrière épithéliale intestinale en 

limitant l’altération de sa perméabilité suite à une infection par un entéropathogène. 

(Heyman, 2006; Stephani et al., 2011). (Fig. 15). 

     

Figure 15 : Récapitulatif du mécanisme d’action des probiotiques (Chermesh and Shamir, 2009). 
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Objectif : 

L’objectif de cette étude consiste à isoler, identifier les différents microbiotes, 

et à rechercher d’éventuelles bactéries anaérobies cohabitant avec Helicobacter pylori, 

et aussi des bactéries  tolérant  l’aérobiose, et ceci  à partir des biopsies gastriques et 

intestinales des malades, prises au niveau du service de gastroentérologie de l’hôpital 

de Mostaganem, et des cabinets privés. 

Après examen endoscopique, un des prélèvements biopsiques est destiné à subir 

un examen d’anatomopathologie afin de confirmer le diagnostic endoscopique d’une 

part, de la gastrite ou d’ulcère gastrique, et d’autre part de la maladie de Crohn et  la 

Rectocolite Hémorragique. Les autres prélèvements seront destinés à l’étude 

microbiologique. 

Après l’étape d’isolement, des tests biochimiques destinés à l’identification 

bactérienne, et l’utilisation des différentes galeries api indiquées pour chacune des 

souches bactériennes isolées seront réalisés. Le présent travail sera ainsi achevé par 

l’utilisation de la PCR, pour chacune des espèces pré-identifiée. 

Cette partie se penchera sur l’isolement et l’identification des souches 

bactériennes retrouvées dans le cas de trois  maladies inflammatoire du tube digestif, 

l’une  à l’étage supérieur, c’est le cas de la Gastrite microbienne ou de type B, les deux 

autres  se localisant au niveau intestinale, considérées par la maladie de Crohn et la 

Rectocolite Hémorragique. Ce travail de recherche utilisera différents outils de travail 

qui permettront d’obtenir une identification phénotypique et génotypique des 

différentes bactéries.  

1- Examen endoscopique  

Les prélèvements biopsiques ont été  effectués à distance d’un traitement par 

des antibiotiques ou des antisecrétoires. Les conditions de stérilité doivent être 

respectées au moment du prélèvement. Les prélèvements ont été effectués sous 

endoscopie dans la région Fundique, et  antrale à environ de 2 cm du pylore à l’aide 
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d’un endoscope type (Olympus GIFXQ 10) et d’une pince à biopsie, préalablement 

désinfectées au glutaraldhyde et bien rincées en raison du pouvoir inhibiteur de ce 

produit sur Helicobacter pylori ( Lamouliatte et al., 1992; Megraud,1992 ; 

Lozniewski, 1996). 

            Les biopsies prélevées, serviront à pratiquer respectivement, un examen 

cytologique, un examen anatomopathologique et une culture. Les pièces de biopsie 

sont mises dans des tubes secs stériles contenant de l’eau physiologique ou sérum salè, 

puis acheminées au laboratoire à 4 °C et ceci pour un délai de transport n’excédant pas 

les 4 heures (Lamouliatte et al,1992; Megraud, 1992 ; Megraud 1994g).  

Le même protocole est adopté concernant  la maladie de Crohn et la Rectocolite 

Hémorragique, seulement l’acte endoscopique se fera par voie basse. La réalisation 

d’une coloscopie du colon et de l’iléon est indispensable pour visualiser et biopsier les 

lésions suspectes mais aussi les zones saines (Frexinos et Buscail, 2004).  Le 

diagnostic est confirmé par une évaluation clinique et une combinaison d’examens 

biologiques, histologiques et surtout endoscopiques (Gersemann et al., 2008 ; van 

assche et al., 2010 ). 

 2- Examen anatomopathologique :  

    L’objectif de cet examen est de confirmer le diagnostic endoscopique,  

permettant dans le cas de la pathologie Gastrique, d’une part d’étudier la muqueuse 

gastrique et ses modifications histologiques, et d’autre part de visualiser les bactéries 

spiralées pouvant correspondre à Helicobacter pylori. Pour cela,  Il a été effectué sur 

des coupes histologiques préparées à partir des biopsies gastriques, colorées à la 

coloration de Giemsa modifiée, puis observées au fort grossissement (Megraud, 

1994a). 

En parallèle,  l’anatomopathologie permet d’objectiver dans le cas de la maladie 

de Crohn une inflammation intestinale granulomateuse discontinue (Van assche et al., 

2010 ). Par contre l’aspect endoscopique caractéristique de la  Rectocolite 

Hémorragique RCH  est une atteinte continue, commençant dès la jonction anorectale, 
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s’étendant plus ou moins loin vers l’amont et s’interrompant de façon assez brusque. 

(Meyer, et Treton, 2017).  

La technique la plus utilisée par les anatomopathologistes est la suivante : 

            - Fixation : Consiste à mettre le formol tamponné durant 4à 6 heures pour les 

biopsies, et 24 heures au moins pour les pièces opératoires. 

- Mensurations et description des pièces : C’est l’étape de la macroscopie, les 

biopsies sont mesurées et mises en cassette en totalité, et les pièces opératoires sont 

mesurées, pesées pour certaines et décrites.  

- Notant que la mise en cassette nous a permis de faire, un échantillonnage 

pertinent des lésions, du tissu avoisinant, et oriente les limites d’exérèses. 

- Déshydratation : Cette étape prépare les tissus à l'inclusion en paraffine. Elle 

est réalisée dans un automate. L’inclusion en paraffine consiste à mettre les tissus dans 

du paraplast qui est un mélange de paraffine purifiée et de polymères plastiques. 

- Coupe au microtome : cette étape consiste à couper le bloc de paraffine 

contenant le tissu en fin rubans de 04 à 05µm. 

-Etalement sur lames : Plusieurs motifs de coupe tissulaire sont étalés sur lames 

qui sont alors séchées afin d'assurer une bonne adhésion à la lame des tissus avant 

coloration. 

-Coloration standard  à Hématoxyline-Eosine-Safran (HES) : L'hématoxyline 

colore les noyaux en violet foncé, l'éosine rend les cytoplasmes en rose, et le safran 

rendant  les fibres collagènes en jaune. 

-Analyse des coupes au microscope photonique : Cette  coloration permet le 

diagnostic de la grande majorité des lésions tumorales et non tumorales. Dans environ 

20% des cas, des analyses spécialisées (colorations spéciales, immunohistochimie, 

hybridation in situ, PCR) sont requises. 

3-Examens microbiologiques 

3.1. Examen microscopique du fragment biopsique  

       Cet examen consiste par un examen cytologique de l’empreinte biopsique, de 

mettre en évidence des germes des différentes formes, appartenant à la niche 
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écologique gastrique  et intestinale, et qui pouvant témoigner de la présence de 

bactérie. Pour cela, une biopsie est déposée sur une lame, puis écrasée à l’aide d’une 

seconde lame afin d’obtenir un frottis fin et régulier. Le frottis préparé est ensuite 

séché, fixé, puis coloré à la coloration de Gram (Sobhani et al., 1991; Megraud, 

1994b; Cellini et al., 1995b). Ensuite la préparation est observée au microscope 

optique au faible grossissement dans le but de visualiser et repérer les zones plus 

riches en cellules,  puis au fort grossissement à la recherche, d’une part des germes de 

coloration de gram différente, et d’autre part des formes  spiralés à Gram négative. Il 

est nécessaire d’observer un grand nombre de  champs microscopiques du fait de la 

répartition parfois non homogène des bactéries surtout  dans la biopsie gastrique 

(Megraud, 1989; Lamouliatte et al, 1992).    

3.2- Culture  et isolement 

Pour l’isolement, les différentes biopsies gastriques et intestinales sont broyées 

dans 1 ml de bouillon nutritif à l’aide d’un mortier stérile de manière à libérer les 

bactéries, puis ensemencées dans un milieu à la gélose Columbia modifié en ajoutant 

10% de sang de mouton, et ceci après des dilutions décimales successives.  L’état frais 

consiste à déposer sur une lame, une goutte de la suspension bactérienne recouverte 

par une lamelle à la recherche d’éventuelle mobilité des microorganismes, observée au 

grossissement (x 40) (Marchal et al., 1991). 

           Après ensemencement, quelques boites sont incubées aussitôt dans une jarre en 

atmosphère microaérobie pour favoriser le développement en anaérobiose, et les autres 

boites sont mises directement dans l’incubateur afin de permettre la croissance en 

aérobie à 37°C pendant 5 à 7 jours. L’atmosphère est renouvelée au moins tous les 

deux jours pour avoir une  croissance optimale. 

  3.3-Identifications 

            L’identification est basée sur la détermination des caractères morphologiques, 

et biochimiques (Cassel et al., 1996).  
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3.4- Examen macroscopique  

 La morphologie des colonies et leur dimension sont étudiées à partir des  

cultures obtenues sur les milieux suivants : la gélose Columbia ou la gélose chocolat   

(Lamouliatte et al., 1992),  (Fauchèr , et al., 1991). (Annexe). 

3.5- Examen microscopique  

Il a été effectué sur un frottis bactérien, préparé à partir des colonies suspectes 

en cultures pures, puis fixé et coloré par la méthode de Gram (Megraud, 1994b). 

 4-Tests biochimiques  

 4.1- Test de la catalase  

 La catalase est une enzyme produite en abondance par les bactéries ayant 

un métabolisme respiratoire qui détruit le peroxyde d’hydrogène et libère de l’oxygène 

(Vezina et Lacroix, 2000). 

La technique consiste à prélever une partie de la colonie et à l’émulsionner dans 

une goutte d’eau oxygénée (30 V). Le dégagement des bulles de gaz signifie qu’il y’a 

production de catalase (Prescott et al, 2003). 

4.2- Test de l’oxydase 

 Le test de l’oxydase est basé sur une éventuelle  production bactérienne d’une 

enzyme oxydase intracellulaire en présence d’oxygène atmosphérique et de 

cytochrome C (Vezina, et  Lacroix, 2000).  

Pour déterminer l’activité oxydase, une colonie prélevée est mise sur le réactif 

oxydase (Biomerieux France). Le développement d’une couleur violette signifie que le 

test est positif et que l’isolat possède l’enzyme oxydase (Kovacs et al, 1995). 

4.3 -Test à l’Urée-Indole 

  Un fragment biopsique est mis à l’aide d’une anse stérile dans un tube 

contenant 0,5 ml de milieu urée-indole. La lecture des résultats  s’interprétant  par un 

virage de l’indicateur vers le rose, s’effectuant, au bout de 20 min, et 24 h après 



Méthodologie 

 

38 
 

incubation à 37°C (Cassel, et al 1996).Ce test est généralement destiné aux bactéries à 

Gram négatifs(Entérobactéries). 

 4.4- Milieu Triple Sugar Iron ( TSI) 

Cette méthode permet de mettre en évidence d’une part, la fermentation du 

glucose avec ou sans  dégagement  de gaz, du lactose, du saccharose et d’autre part, la 

production du sulfate d'hydrogène (H2S). C’est un milieu coulé en pente et en culot par 

ensemencement d’une colonie bactérienne, la pente est ensemencée par stries et le culot par 

piqure centrale, puis incubation à 37C° pendant 18 à 24 heures, et ceci dans le but 

d’évaluer l’activité métabolique des différentes souches bactérienne, comme, la 

fermentation du lactose sur la pente qui se traduit par virage au jaune, la fermentation 

du saccharose également qui est visualisée par un virage au jaune, la présence de gaz 

qui se manifeste par le décollement du culot ou la présence de bulles d’air, et  la 

production de H2S qui s’interprète par une coloration noire (Marchal et Bourdon, 1982). 

(Leveau et Bouix, 1980). 

4.5- Test mannitol-mobilité  (Le Minor ,1993)  

L’ensemencement du   milieu se fait par piqûre centrale à la pipette Pasteur 

boutonnée et chargée avec une suspension bactérienne pure, puis mis dans l’étuve à 

37°C pendant 24 heures. 

Le Mannitol-Mobilité-Nitrate est un milieu de culture caractérisé par 

l'utilisation de mannitol et de Nitrate et permet la mise en évidence ou non de la 

mobilité bactérienne, il permet aussi de voir le métabolisme énergétique des bactéries. 

La lecture de l’utilisation du mannitol est possible grâce à la présence d’un 

indicateur de pH, le rouge de phénol.  

L’utilisation du mannitol acidifie le milieu qui peut ainsi être révélé par le 

virage de l’indicateur de pH à sa teinte acide (jaune). 

Si la bactérie fermente le mannitol, la réaction est dite mannitol positif (+), par 

contre si le milieu vire vers le rouge, pas de fermentation du mannitol, la réaction est 

dite mannitol négatif (–). 
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Fermentation du mannitol avec production de gaz : 

L’observation  de bulles  témoigne d’une présence de gaz, on dit que la réaction 

est dite  mannitol positif (+) avec production de gaz. 

Mobilité :  
La présence d’une faible teneur d’agar (gélose semi-molle) rend possible le 

déplacement des bactéries mobiles autour de la piqûre centrale. Les germes immobiles 

ne poussent qu’au niveau de la piqûre central alors que les germes mobiles diffusent 

dans la gélose. 

 La mobilité des bactéries est déterminée par une diffusion de ces dernières au 

niveau de ce milieu, les bactéries sont donc mobiles. 

S’il ya culture uniquement au niveau de la  piqûre centrale, pas de déplacement 

des bactéries dans le milieu, et les bactéries sont donc immobiles. 

Recherche du nitrate réductase : 

On  ajoute deux(02) gouttes de Nitrate1(Nit1) et Nitrate2( Nit2) dans les 

différents tubes, s’il ya présence d’un anneau rouge on dit qu’on a une réaction de 

nitrate réductase positif(+), mais s’il n’y a pas de réaction, on procédera à l’ajout de 

poudre de Zinc : 

S’il y a absence d’anneau rouge, pas de réaction, c’est le stade de diazote, on dit 

nitrate réductase positif(+).  Mais s’il y a présence d’anneau rouge, on dit nitrate 

réductase négatif(-).            

4.6- Galeries API ( Annexe) 

           L’étude des caractères biochimiques est basée sur l’utilisation des galeries API 

qui permettront de réaliser des tests biochimiques spécifiques pour chaque  bactérie 

isolée (Sobhani, et al 2000).  

5- Antibiogramme  

 Ce test permet d’étudier la sensibilité des souches isolées aux antibiotiques, 

cette sensibilité est testée par la méthode de diffusion (méthode de disques) sur milieu 

Mueller-Hinton(MH) additionné de 10% de sang de mouton, en utilisant plusieurs 
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antibiotiques (Lozniewski, 1996). Le choix des antibiotiques était adopté selon les 

recommandations de la société Française de l’antibiogramme (2012). Les différentes 

étapes de l’antibiogramme utilisé dans notre étude de recherche sont représentées dans 

la figure16 (Roland, 2006). 

                                                         Souche pure à étudier 

 

                                                         Préparation de l’inoculum en 

                                                                 eau physiologique 

 

                                                      Ensemencement en surface 

                                                           (milieu Mueller- Hinton) 

 

                                                     Séchage de la boite pendant 

                                                       quelques minutes à température 

                                                                    ambiante  

 

                                                          Disposition des disques 

                                                       d’antibiotiques sur la surface 

                                                           sèche de Mueller- Hinton 

 

                                                          Incubation à 37C°/18h 

 

 

                                                       Lecture et mesure des diamètres 

                                                         de la zone d’inhibition 

                                 Figure N°16 : Les étapes de l’antibiogramme. (Roland, 2006). 
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6 -Interactions bactériennes :  

Dans ce volet, nous allons tester l’effet inhibiteur des Lactobacillus sp, 

sélectionnés vis-à-vis des bactéries Gram positive et Gram négative retrouvées dans 

notre étude de recherche. 

Pour cela, quatre souches appartenant au genre Lactobacilllus (LAA, B116, 

LV21 LV22) ont été procuré auprès du laboratoire de recherche de production et de  

Biotechnologie animale de l’université de Mostaganem. 

Le choix des ferments mixtes repose sur l'étude des interactions entre les 

bactéries lactiques. On les classe en deux catégories, les interactions positives qui se 

caractérisent par la stimulation d’un ou de plusieurs micro-organismes et les 

interactions négatives qui correspondent à une inhibition de la croissance et de 

l’activité métabolique (Choisy et al., 1997). 

 Les souches lactiques sont testées pour leur pouvoir inhibiteur à l’égard de 

certaines bactéries pathogènes, permettant ainsi de déterminer leur spectre d’activité 

(Geis et al., 1983). 

Pour tester l’effet des lactobacilles sur les bactéries identifiées dans notre étude, 

la méthode de double gélose (spot on the lawn method) décrite par Fleming et al., 

1975) a été adoptée avec une légère modification. 

Schématiquement, 5µl de chaque lactobacille sous forme de spot, ont été 

déposés en surface d’une gélose MRS modifié contenant 0,2% de glucose et 1,2% 

d’agar, et puis mises en incubation en anaérobiose pendant 24 h à 37° C. 100 µl d'une 

culture d’une nuit des bactéries indicatrices ont été mélangés avec 7 ml de MH-semi 

solide (0,7%), et versé dans une boite de Pétri contenant la culture développée. 

 La présence d’une zone claire autour du spot de bactéries lactiques est 

considérée comme une inhibition positive et ce traduit par la mesure de diamètre. La 

symbiose est révélée par l’absence des zones d’inhibition, par contre l’antagonisme se 

traduit par la présence de ces dernières après une incubation à 37°C pendant 24h 

(Benkerroum et al ; 1993). 
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7- Application de la technique de la  réaction de polymérisation en chaîne (PCR). 

La réaction de polymérisation en chaîne (PCR) en temps réel sur biopsies 

gastriques ou sur les colonies permettrait de confirmer l’identification des souches 

bactériennes retrouvées dans notre étude de rechercher (Raymond et al., 2010).  

Le choix du protocole utilisé pour l’identification des différents isolats 

bactériens par le biais de la PCR est celui adopté par Lane, 1990. 

Préparation des cellules bactérienne et extraction de l’ADN génomique  

Le principe de cette technique consiste à mettre dans des tubes Eppendorfs 

stérile quelques colonies bactériennes de culture pure de 24 heures associées à 500 μl 

d’eau pure. 

  Apres agitation du tube contenant le mélange, on soumit ce dernier à une 

température de 95°c dans un thermobloc ou dans un bain maré pendant 10mn,  puis on 

déposera ce tube dans un  cryobloc à -20 °C  ou bain de glace pendant 5mn afin de 

réaliser un choc thermique qui  permettra  la lyse cellulaire. 

Apres centrifugation à 10000 tr/min  pendant 10 minutes on récupère le 

surnageant correspondant à l’ADN et  le garder à 4 °C pendant une nuit pour 

provoquer la lyse de l’ARN et son élimination. L’ADN  doit être conservé  à -20 °C 

afin de l’utiliser pour d’autre examens. 

La quantification de l’ADN : 

Le principe de la  quantification de l’ADN consiste à déposer 1μl de chaque 

échantillon dans une cellule de l’appareil Nanodrop dans le but d’évaluer la quantité et 

vérifier la pureté de l’ADN. L’unité du résultat quantitatif de l’ADN est déterminée en 

ng/μl. 

 L’amplification de l’ADN ribosomique 16S 

Dans la Polymerase Chain Reaction( PCR) , le thermocycleur,  permet d’ 

amplifier l’ADN ribosomique 16S, et ceci est réalisé par l’utilisation des amorces 
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universelles décrites par LANE (1990) synthétisées par Eurofins Genomique, 

(France) :           27f (forward):5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3',  

1492R.(Reverse):5'GGTTACCTTGTTACGACTT 3' 

4 μl d’ADN génomique obtenu  sont amplifiés dans un volume de 25μl  de 

mixture  réactionnelle contenant tous les réactifs nécessaires pour l’amplification PCR 

résumés dans le tableau 02. 

Tableau 2: Les différentes concentrations et volume utilisé dans la mixture. PCR. 

 

 L'amplification a été effectuée selon les conditions suivantes: 

Dénaturation initiale de la matrice d’ADN à 95 °C pendant 5 min, puis 35 

cycles de dénaturation à 95 °C pendant 30 sec, hybridation à 55 °C pendant 30 

sec ,extension à 72 °C pendant 45 sec. A la fin des cycles, le mélange réactionnel a été 

maintenu à 72 °C pendant 7 min pour l'élongation finale, puis refroidi à 4 °C.  

Réactifs Concentrations 
initiales 

Concentrations 
finales 

Volume à 
prélever 

 

Eau  ultra pure 
 

  10 μl 

Tampon de 
TaqPromega 

5X 1X 5 μl 

MgCl2 
 

25mM 1,5 mM 1,5 μl 

dNTP 
 

25mM 0,2mM 0,3 μl 

Amorce 27F 
 

10 μM 0,5μM 1,5 μl 

Amorce  1492R 
 

10 μM 0,5μM 1,5 μl 

Taq polymérase 
Promega 

5U 1U 0,2  μl 

ADN génomique 
 

  5 μl 

Volume  final 
 

  25μl 
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Electrophorèse sur gel d’agarose 

Les produits de la PCR ont fait l’objet d’une électrophorèse sur gel d’agarose de 

1.5 % contenant du bromure d’éthidium (BET). La préparation du gel est faite par 

l’ajout de 150 mg d’agarose en poudre (DNA grade, Euromedex) à 100 ml de tampon 

TAE 1X (Tris Acétate-EDTA; Euromedex). Cette solution est homogénéisée par 

ébullition dans une micro-onde pendant 3min avant d’être coulé dans une plaque 

d'électrophorèse horizontale après refroidissement. Les puits dans lesquels les 

échantillons seront déposés  sont formés par positionnement d’un peigne qui est retiré 

après solidification du gel. 

Un volume  de 5 μl d’amplifiât (produits de PCR) de chaque isolat est alourdi 

par 1 μL de tampon de charge contenant du bleu de bromothymol est déposé dans un 

des puits du gel déjà immergé dans le tampon TAE 1X. Le puits de l’extrémité est 

utilisé pour le dépôt d’un marqueur de taille de 1 Kb DNA ladder.  

La migration a été effectuée à 100 volts pendant 20 min afin de visualiser les 

bandes d'ADN et de vérifier leurs tailles.  

 Séquençage des gènes amplifiés (16S rRNA)  

Le séquençage d'un ADN, consiste à déterminer la succession des nucléotides qui le  

composent. Aujourd'hui une technique de routine pour les laboratoires de biologie, ainsi il est  

devenu indispensable dans les domaines de la recherche de base, de la biotechnologie et dans le  

diagnostic médical.  Dans cette étude les amplifias d’ADN on été purifiés à partir du gel d’agarose 

en utilisant  un kit (QIA quick® gel extraction) puis séquencer par la firme (DIAG GENE, Angers- 

France) en  appliquant la technologie de séquençage (Big Dyeterminator, Applied Biosystems, 

UK) dont le  principe se base sur la méthode de Sanger. 

Soumission des séquences génétiques à la base de données Genbank  

Après l’assemblage et la correction des séquences brutes et l’obtention des séquences  

consensus pour chaque souche sélectionnée. Ces dernières ont été traitées par la base de 

données Genbank à NCBI, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Ensuite chaque séquence à été 

comparée à  l’ensemble des gènes codant la sous unité 16S rRNA publiées par la communauté 

scientifique dans  la base de données NCBI p. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

PARTIE III : RESULTATS ET DISCUSSION 



Résultats et Discussion 

 

45 
 

1-Examen endoscopie 

Le siège de l’inflammation est caractéristique pour chaque patient, elle est soit 

antrale, soit fundique. Le résultat du diagnostic endoscopique indique qu’il s’agit 

d’une gastrite érythémateuse avec un fundus et antre congestive, avec parfois un reflux 

bilieux (Fig 17 et 18).  

                

                                      Figure 17 : Prélèvement d’une biopsie d’une antrite érythémateuse. 

                                                

Figure 18 : Antrite  exulcéreuse. 

 

La figure19, représente une lésion de la maladie de Crohn, correspondant à des 

ulcérations longitudinales au niveau du colon droit  donnant l’aspect d’un champ 

fraichement labouré. 

La figure 20, donne l’aspect de lésion polyploïde au niveau du Coecum, posant 

ainsi le diagnostic endoscopique de Crohn Coecal. 

                                   

                Figure 19: Crohn colique.                                                   Figure 20 : Crohn Coecal.   
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La figure 21, donnes l’aspect de lésion du colon posant ainsi le diagnostic 

endoscopique de Rectocolite Hémorragique (RCH). 

 

                                              

Figure 21 : Rectocolite Hémorragique. (RCH). 

2-Examen anatomopathologique 

L’examen histopathologique effectué sur des microfragments biopsiques 

montre qu’il s’agit d’une gastrite chronique  atrophique, avec parfois observation 

d’Helicobacter pilori sous forme de virgule(,), de V, et incurvée (Fig. 22). Par contre, 

sur la Figure, 23 on n’observe que des lésions de la muqueuse gastrique en faveur 

d’une gastrite, sans la présence des formes d’Helicobacter pilori. 

                        

Figure  22 : Observation anatomopathologique  de fragment biopsique avec présence d’Helicobacter pylori  (Gr 

X 100). 
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Figure  23 : Observation anatomopathologique au microscope optique de fragment biopsique au ( Gr X 100). 

L’examen histopathologique effectué sur des microfragments biopsiques 

colorectaux observés au microscope optique au grossissement x 20 avait mis en 

évidence une  Rectocolite Hémorragique (RCH) en poussée aigue au niveau de la 

muqueuse où siègent des abcès cryptiques avec présence des oesonophyles en 

coloration rouge (Fig. 24). 

                                   

Figure  24: Observation anatomopathologique au microscope optique de microfragment biopsique colorectale  

(Gr X 20) : Rectocolite Hémorragique. 

L’examen histopathologique  réalisé au microscope optique au grossissement 

 x 10, d’un microfragment biopsique colique avait objectivé des lésions dépassant la 

muqueuse témoignant ainsi de la maladie de Crohn (Figure. 25). 

             

Figure 25: Observation anatomopathologique au microscope optique de microfragment biopsique colique.( Gr X 

10) : Crohn. 
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3- Examen microscopique du fragment biopsique  

 Après coloration de Gram  de l’empreinte biopsique gastrique, l’observation  au 

microscope optique au grossissement (x1000) révèle une prédominance de bacille 

Gram négatif sous forme de V(Fig, 26a), de virgule (Fig, 26b), incurvé (Fig, 26c), et 

cocoïde (Fig. 26. a,b,c).  

                                                 

             a. Forme  V                             b. Forme virgule (,)                 c. Forme  incurvée                                                                                       

Figure 26 : Observation au microscope optique d’un fragment de biopsie gastrique humain 
(Gr X1000). 

 

 L’observation à l’état frais, au microscope optique au faible grossissement x 40, 

révèle que certaines bactéries sont mobiles, par contre d’autre sont immobiles. 

4-Identification 

   4.1 Examen macroscopique  

Apres ensemencement à partir des différentes dilutions décimales issues du 

broyage des biopsies humaines, gastriques d’une part, et intestinale d’autre part sur 

différents  milieux sélectifs d’isolement, nous avons constaté l’apparition de colonies 

bactériennes de différents diamètres de forme arrondie et parfois bombée, de couleur 

marron clair et foncée, crémeuse, transparentes, et luisantes. Ces caractères 

macroscopiques sont caractéristiques de différentes colonie de bactéries aérobies et 

anaérobies (Fig, 27) et ( Fig,28). 
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Figure 27 : Culture en anaérobiose et en aérobiose des bactéries sur gélose Columbia au sang. 
 Cas de Gastrite. 

 

                          

                          

                               

  Figure  28 : Culture en anaérobiose et en aérobiose des bactéries sur gélose nutitive, sabouraud , etVF . 
                                                    Cas  de Crohn et Rectocolite hémorragique. 
 

4.2  Examen microscopique  

Afin d’obtenir des cultures bactériennes pures, plusieurs repiquages successifs 

ont été effectués sur les différentes colonies obtenues à partir des biopsies gastriques, 

et intestinales, et soumises à la coloration de Gram. Les résultats de l’examen 

microscopique au grossissement x 100, a révélé la présence de bactéries sous forme de 

coccis et de bacilles à Gram (+) et à Gram (-).  

4.2.1. Cultures en aérobie  
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 Cette culture a permit d’isoler les bactéries correspondants aux isolats suivants : 

-L’isolat  S1, 2  

L’observation au microscope a révélé la présence des  bacilles de petite taille et 

de coccobacilles à  Gram négatif (-) (Fig. 29). 

                                          

                                                          Figure 29 : L’isolat S1,2. (Gr X1000). 

 

- L’isolat L1, 2  

L’observation au microscope montre la présence de bacille Gram négatif (-) 

plus ou moins long (Fig. 30).                                                                                         

                                                  

Figure 30 : L’isolat L1, 2 (Gr X1000). 
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- L’isolat L4, 1  

Observé au microscope, cet isolat se présente sous forme de cocci Gram positif 

(+), disposé, en diplocoque, tétrade,  isolé, et en chainette (Fig. 31).    

                                                                                      

                                       

                                                           Figure 31 : Isolat L4, 1 (Gr X1000). 

4.2.2. Culture en anaérobie  

- L’isolat L2,1  

 L’observation de L’isolat L2,1  indique qu’il s’agit d’un bacille Gram négatif(-) 

se présentant sous différents aspects, en V(a), virgule (b), en S (c),  légèrement  

incurvé (d), et  coccoïde (e) (Fig, 32).   

                                           

 

 

 

 

 

         

Figure 32 : Isolat L2, 1. (Gr X1000). 

 

 



Résultats et Discussion 

 

52 
 

 

- La souche L4,2  

 L’observation  microscopique indique la présence  de bacilles longs Gram 

positif (+) (Fig. 33).                                                 

                                       

                                                          Figure 33: Isolat L4,2. (Gr X1000). 

 

- L’isolat L3  

           L’observation microscopique de l’isolat L3 montre qu’il s’agit  de bactéries 

cocci Gram  positif (+) regroupés, en amas,  associés donnant l’aspect de  grappe de 

raisin (Fig. 34).     

                                                                                

Figure 34 : Isolat L3. (Gr X1000). 
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- L’isolat L4,1  

L’observation microscopique de l’isolat L4,1 met en évidence  la présence de 

Cocci Gram  positif (+) sous différents aspects, isolés, en tétrades et  en diplocoques 

(Fig.35 ).  

                                           

                                                Figure 35: Isolat L4, 1. (Gr X1000).  

- L’isolat I.6  

L’observation microscopique de l’isolat I.6 met en évidence  la présence de 

petits bacilles Gram négatifs(-)  regroupés, et avec présence de quelques coccobacilles 

(Fig. 36).  

                                              

                                                 Figure 36: Isolat I.6. (Gr X1000).  
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- L’isolat I.9  

L’observation microscopique de l’isolat I.9 met en évidence  la présence de  

bacilles Gram négatifs (-) à majorité de taille moyenne, regroupés, néanmoins on a 

constaté la présence  de quelques, coccobacilles et bacilles toujours gram négatif  un 

peu plus grand (Fig. 37).  

                                              

                                                    Figure 37: Isolat I.9. (Gr X1000). 

- L’isolat C  

 L’observation au microscope a révélé la présence de grands bacilles gram 

positifs(+) groupés en chainette, sur lesquels on retrouve parfois quelques endospores 

centrales et aux extrémités (Fig. 38).   

                                               

                                                    Figure 38 : Isolat C. (Gr X1000). 
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- L’isolat B  

L’observation au microscope a révélé la présence de bacilles gram positifs(+) 

sur lesquels on retrouve parfois quelques endospores  surtout aux extrémités (Fig.39 ).  

                                       

                                                   Figure 39: Isolat B. (Gr X1000). 

 

- L’isolat D.d 

L’observation au microscope a révélé la présence de bacilles gram positifs(+), 

épais avec des extrémités légèrement renflées, et sporulés, isolés et parfois regroupés 

(Fig. 40).  

                                     

                                                    Figure 40 : Isolat D.d. (Gr X1000). 

Bacilles, régulier 

épais 

Spore terminale 

Extrémités 

renflées  
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- L’isolat D 

L’observation au microscope a révélé la présence de bacilles gram positifs(+), 

groupés en chainette, avec présence de spore aux extrémités (Fig. 41).  

                                       

                                                               Figure 41 : Isolat D. (Gr X1000). 

 

4.3 Tests biochimiques  

4.3.1 Test urée- indole 

- Dans le cas des germes isolés des biopsies gastriques, il a été observé la 

présence d’une  uréase  positive(+) se manifestant  par un virage de la couleur jaune 

vers la couleur rose pour les isolats anaérobies L1.2, L2.1 et L4.2, néanmoins l’isolat 

L3 et L4,1 présentent  une uréase négative(-),  et  contrairement aux isolats aérobies 

L1, 2, L4, 1, et S1, 2 possèdent une uréase négative(-) (Fig.42), (Tableau, 02).  

La lecture après 24 heures, après l’ajout du réactif  Kovacs, a montré que 

l’ensemble des isolats testés aérobies ou anaérobies dégradent le tryptophane et 

produisent de l’indole indole positif (Fig. 43), (Tableau, 03).                                     
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                                             Figure 42 : Résultat du test de l’urée. Cas de la Gastrite B. 

Tableau 03 : Résultat du test urée indole pour les bactéries aérobies et anaérobies. Cas de la Gastrite B. 

Tests 
 

Souches 

 
Uréase 

 
Indole 

 L1 ,2 “ =L1,1 
 

+  + 

 
L2, 1  

+   + 

L3=L3,1 
 

-   + 

L4, 1 -    + 

L4, 2’=L4,2 
 

+   + 

L1, 2 -  + 

L4, 1  -   + 

S1, 2 +    + 
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                                                   Figure 43 : Lecture du test indole. Cas de la Gastrite B. 

 

              - Dans le cas des germes aérobies  et anaérobies isolés des biopsies intestinales, 

il a été constaté  que tout les isolats présentaient une uréase  négative(-) (Tableau, 

03), (Fig. 44).   

La lecture après 24 heures, après l’ajout du réactif  Kovacs, a montré que 

l’ensemble des isolats testés aérobies ou anaérobies dégradent le tryptophane et 

produisent de l’indole et sont par conséquent indole positif (Fig. 44), (Tableau, 04).  

          Tableau 04 : Résultat du test urée indole pour les isolats  aérobies et anaérobies. Cas de Crohn et RCH.        

Tests 
 

Isolats 

 
Uréase 

 
Indole 

I.6  -  + 

 
I.9 

 -   + 

C  -  + 

B 
 

 -   + 

D  -   + 

D.d  -   + 
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       Figure 44 : Lecture du test indole.  Cas de la maladie de Crohn et RCH.                                          

4.3.2 Test de la catalase et de l’oxydase  

  Le tableau 05, résume les résultats des tests de catalase et de l’oxydase pour 

l’ensemble des germes isolés concernant la GastriteB,  montrant ainsi une oxydase 

négative pour tous les isolats, et une catalse positive pour L1, 2, et S1, 2, néanmoins  

cette catalase est negative pour le germe L4, 1(Fig. 45).  

            Tableau 05 : Resultats du test de la catalase et de l’oxydase pour bactéries aérobies. Cas de Gastrite. 

Tests 
 

Bactéries aérobies 

 
Oxydase 

 
Catalase 

L1, 2 - + 
L4, 1  -                  - 
S1, 2 - + 

 

 Le tableau 06,  montre les résultats du test de la catalase et celui de l’oxydase 

testés sur les bactéries anaérobies, elles présentent toutes une réaction positives pour 

les deux tests, sauf pour  les isolats L1 ,2 “ =L1,1 et L4, 2’  qui  présentent une oxydase 

négative. 
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     Tableau 06 : Resultats du test de la catalase et de l’oxydase des bactéries anaérobies. Cas de Gastrite. 

Tests 
 

bactéries 
anaérobies 

 
Oxydase 

 
Catalase 

L1 ,2 “ =L1,1 
 

- + 

 
L2, 1  

+ + 

 
L3 

+ + 

 
L4, 1  

+ + 

 
L4, 2’ 

- + 

                                     

Le tableau 07, résume les résultats concernant la maladie de Crohn et la 

Rectocolite Hémorragique(RCH), des tests de la catalase et de l’oxydase pour 

l’ensemble des germes isolés, montrant ainsi une oxydase négative pour  les isolats I.6, 

et I.9, par contre les autres isolats C, B,  D,et D.d  présentaient une oxydase positive.  

Le test catalase est  positif pour les isolats I.6, I.9, I.8, et C, par contre  les 

isolats B, K, et D.d possede une catalase négative (Fig 23).                  

                 Tableau 07 : Resultats du test de la catalase et de l’oxydase. Cas de Crohn et RCH. 

Tests 
 

Isolats 

 
Catalase 

 
Oxydase 

 
I.6(RCH) 

+ - 

 
I.9(RCH) 

+ - 

 
C(RCH) 

+ + 

 
B(RCH) 

- + 

 D(Crohn) 
 

+ + - 

          D.d(Crohn) 
 

- + - 
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                                        Figure 45 : Tests de catalase et d’oxydase. 

4.3.3 Test mannitol-mobilité-nitrate   

 - Concernant les isolats issues des biopsies gastriques, Le tableau. 08 montre 

que toutes les bacteries aerobies L1, 2,  L4, 1, et S1, 2 sont mannitol négative(-), ne 

produisent pas de gaz, immobiles, et sont nitrate réductase négatif(-), par conte la 

bactérie L4,1 présente une nitrate réductase (+) (Fig. 46, 47). 

Les isolats anaérobie L1 ,2 “, L4,1 sont Mannitol négatifs (-), ne produisent pas 

de gaz, immobiles et sont nitrate réductase positifs (+), contrairement aux isolats L2,1,  

L4, 2’et L3 qui sont  Mannitol positifs (+) , produisent du gaz mais ce n’est pas le cas 

de la bactérie L3, sont mobiles et  sont nitrate réductase positif (+) correspondant au 

stade de diazote (Fig. 48, 49). 
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Tableau  08 : Resultats du test mannitol-mobilité pour les bactéries aérobies et anaérobies. Cas de Gastrite. 

Tests 
 
 
 
Bactéries 
aérobies 

 

 
 

Mannitol 

 
 

 Gaz 

 
 

Mobilité 

 
 
Nitrate réductase  

 

 
L1, 2 

 
- 

 
- 

 
Mobile 

 
- 

 
L4, 1 

 
- 

 
- 

 
Immobile 

 
+ 

 
S1, 2 

 
- 

 
- 

 
Immobile 

 
- 

L1 ,2 “ =L1,1 
 

 
- 

 
- 

 
Immobile 

 

+ 
 

L2, 1  + + Mobile 
 

+ 
 

L3 (+) 
 

(-) Mobile 
 

(+) 

L4, 1  (-) (-) Immobile 
 
 

(+) 
 

L4, 2’ (+) 
 

(+) Mobile 
 

(+) 
 

         

                 

                  Figure 46 : Test mannitol-mobilité pour les bactéries anaérobies et aérobies. Cas de Gastrite. 
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                               Figure 47 : Réaction nitrite1et 2  avec ou sans ajout de Zn. Cas  de Gastrite. 

-  Concernant des isolats issus des biopsies intestinales, le tableau 09  résume 

les résultats du test mannitol-mobilité-nitrate. Il a été observé que tout les isolats sont  

Mannitol positif (+), ne produisent pas de gaz, néanmoins la réaction détermine une 

production de gaz pour l’isolat I.6. Par contre la mobilité concerne uniquement le 

germe I.9, et donc les autres isolats sont immobiles. Il a été observé dans la figure, 50, 

que l’isolat C  est nitrate réductase positif (+) correspondant  au stade de diazote. 

Contrairement aux autres isolats, la réaction est  nitrate réductase négative (Fig. 48). 

              

        Figure. 48: Test mannitol-mobilité pour les bactéries anaérobies et aérobies. Cas de Crohn et RCH. 
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Tableau 09 : Resultats du test mannitol-mobilité pour les bactéries anaérobies. Cas de Crohn et RCH. 

Tests 
 
 

Isolats 

 
Mannitol 

 
 Gaz 

 
Mobilité 

 
Nitrate  

I.6(RCH)  
+ 

 
+ 

 
Immobile 

 

 
- 

           I.9(RCH) + + - Mobile 
 

- 

C(RCH) + 
 

- Immobile 
 
 

+ 
 

             B(RCH) + 
 

- Immobile 
 

- 

            D(Crohn) 
 

+ 
 

- + Immobile 
 

- 

          D.d(Crohn) 
 

+ 
 

- Immobile 
 

- 

                   

4.3.4 Résultats du test Milieu Triple Sugar Iron (TSI) 

- Concernant les isolats issues des biopsies gastriques, le tableau, 10  montre 

respectivement  les  résultats  des isolats aérobies et anaérobies  soumis  aux t est Triple Sugar 

Iron (TSI). Certains isolats fermentent ou non le lactose et le saccharose avec présence 

ou non de gaz, et éventuellement  production ou non de H2S (Fig. 49 et 50). 
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Tableau 10 : Résultats du test TSI  pour les isolats anaérobies et aérobies. Cas de Gastrite. 

Résultats 
 

Souches 

 
lactose 

 

 
Saccharose 

 
H2S 

 
Gaz 

 L1 ,2 “ =L1,1 
 

- + - + 

L2, 1 
 

            - - minime - 

 L3=L3,1 
 

+ + minime Leger 
décollement 

L4, 1 - + + Leger 
décollement 

 L4, 2’=L4,2 
 

+ + - - 

L1, 2 
 

- - + - 

L4, 1  
 

+ + + - 

S1, 2 
 

+ + - - 

     

                       

                                                   

                                               Figure 49 : Résultat du TSI pour les isolats aérobies. Cas de Gastrite. 
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                                            Figure50 : Résultat du TSI pour les isolats anaérobies. Cas de Gastrite. 

 

- Concernant les isolats issus des biopsies intestinales, le tableau  11  regroupe  les 

résultats du test Triple Sugar Iron (TSI),  certains isolats fermentent ou non le lactose et 

le saccharose avec présence ou non de gaz, et éventuellement  production ou non de 

H2S (Fig. 51). 

   Tableau 11 : Résultats obtenus par l’utilisation du test TSI  pour les isolats anaérobies. Cas de Crohn et RCH. 

Résultats 
 

Souches 

 
lactose 

 

 
saccharose 

 
Glucose 

 
          H2S 

 
Gaz 

 
I.6(RCH) 

+ + +               + + 

 
I.9(RCH) 

+ + +    -                + 

 
C(RCH) 

+ + +  -                                - 

 
B(RCH) 

+ + + + + 

D(Crohn) 
 

+ + + - - 

D.d(Crohn) 
 

+ + + + + 
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                                       Figure 51 : Résultats du TSI. Cas de Crohn et RCH. 

 

4.3.5 Identification par les galeries API  

            L’usage des galeries API 20 E avait servi à fournir une clé d’identification 

biochimique, et éventuellement nous a permis de réaliser d’autre tests biochimiques 

pour des isolat retrouvés à partir des biopsies gastriques et intestinales (Fig. 52). 

         
Figure 52: Galerie API utilisée comme témoin. 

 

-Isolat S1,2  

La galerie API 20E  a identifié  l’isolat  S1,2  comme  étant  Proteus mirabilis  

avec une clé d’identification ATCC 7323000 (Fig. 53). 
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                                             Figure 53 : Résultats de l’api 20  E pour S1, 2  (S1,2’). 

-Isolat I.6  

La galerie API E  a identifié  l’isolat I.6  comme étant  Enterobacter cloacae 

avec une clé d’identification ATCC 3727573 (Fig. 54). 

 

                                            Figure 54: Résultats de l’api 20  E pour I.6. 

 

-Isolat I.9 

La galerie API E a identifié  l’isolat I.9  comme étant  Enterobacter cloacae 

avec une clé d’identification ATCC 3327573 (Fig 55). 

   

Figure 55: Résultats de l’api 20  E pour  I.9. 

4.3.6 Test de coagulase 

 L’aspect microscopique de cocci gram positif en grappe de raisin, des isolats 

L3, et  L3,1  nous a orienté vers le genre staphylocoque. Parallèlement, la culture sur le 

milieu Chapman de ces trois isolats  a été positive, le milieu a viré vers la couleur 

jaune dorée (Fig 58). Par ailleurs, le test de la coagulase soumit  aux   isolats a  montré 



Résultats et Discussion 

 

69 
 

la présence d’un dépôt au niveau du fond du tube, ceci confirme  que le test a réagi 

positivement et donc coagulase positive (+) (Fig. 56, 57 et 58). On en déduit que ces 

isolats présentent les caractères phénotypiques du staphylococcus aureus, appelé aussi 

staphylocoque doré lié à la forte coloration jaune correspondant à la dégradation du 

lactose. 

 

 

                                       

Figure  56 : Culture sur milieu Chapman des isolats L3, et  L3,1. 

   

                               Figure  57: Résultat du test de coagulase pour les isolats, L3, L3,1. 
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                                                Figure  58: Test de coagulase positif des  isolats L3, L3,1. 

4.4 Résultats du test d’antibiogramme 

Le tableau. 12, résume les résultats du test d’antibiogramme des isolats de 

bactéries aérobies L1, 2 ; S1, 2 ; L4, 1 isolés des biopsies gastriques (Fig. 59). L’étude 

de la sensibilité des différentes bactéries testées aux antibiotiques habituellement 

utilisées dans le choix thérapeutique par la technique de diffusion de disque a montré 

l’excellente activité inhibitrice de la majorité des antibiotiques utilisés vis-à-vis des ces 

bactéries. 

           En effet, la souche L1, 2  est sensible à CTX, CN, K, et NA dont le diamètre de 

la zone d’inhibition est respectivement égale à 25, 25, 19, et 19mm. Par contre elle est  

résistante respectivement à Céfoxitine ( FOX) , Ampicilline (AM) , et Amoxicilline - 

Acide clavulanique (AMC) dont le diamètre respectif est de 07, 06, et 07 (mm). Par 

ailleurs, la souche S1, 2 est sensible à, Céfoxitine( FOX) (12 mm), Amoxicilline - 

Acide clavulanique (AMC) (18mm),  Gentamycine (CN) (26mm), et   Kanamycine 

(K) (20mm), mais présente une résistance vis-à-vis Céfotaxime (CTX) (08mm),  

Ampicilline (AM) (09mm), et  Acide nalidixique (NA) (07mm), alors que la souche 

L4, 1 est sensible pour  la majorité des disques testés avec un maximum de 22 mm, et 

un minimum de 12 mm de diamètre. Par contre, elle résiste à l’Acide nalidixique( NA) 

avec un diamètre de la zone d’inhibition égale à 08mm. 
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                         Tableau 12 : Résultat du test d’antibiogramme des bactéries aérobies.  Cas de Gastrite. 

     Disques 
 
Isolats 
Aérobies 

 
 
CTX(mm) 

 
 
FOX(mm) 

 
 
AM (mm) 

 
 
AMC(mm) 

 
 
CN(mm) 

 
 
K(mm) 

 
 
NA(mm) 

 
L1, 2 

 

 
25 

 
07 

 
06 

 
07 

 
25 

 
19 

 
18 

 
L4, 1 

 
17 

 
15 

 
12 

 
20 

 
22 

 
15 

 
08 

 
S1, 2 

 

 
08 

 
12 

 
09 

 
18 

 
26 

 
20 

 
07 

 

Les résultats du test d’antibiogramme des isolats de bactéries anaérobies L4, 1, 

L3(L3,1), L1 ,2’’( L1 ,1),  L2,1   L4,2’(L4,2) isolés des biopsies gastriques sont 

mentionnés dans le tableau. 13. 

                         Tableau 13 : Résultat de l’antibiogramme des bactéries anaérobies. Cas de Gastrite. 

     Disques 
 
 
 
 

Isolats 
Aérobies 

 
 
 
 
CTX(mm) 

 
 
 
 
FOX(mm) 

 
 
 
 
AM(mm) 

 
 
 
 
AMC(mm) 

 
 
 
 
CN(mm) 

 
 
 
 
K(mm) 

 
 
 
 
NA(mm) 

 
        L4, 1 
        

20 17 14 24 25 12 12 

 
L3=L3,1 

 

07 13 07 07 07 06 12 

L1 ,2 “= L1 ,1 
 
 

07 06 07 06 06 06 08 

L2,1  
 

26 12 07 07 27 25 22 

L4,2’=L4,2 
 
 

07 25 07 08 07 07 35 

 

La souche L4, 1 est sensible à l’ensemble des antibiotiques testés avec un 

maximum de diamètre d’inhibition de 25mm, et un minimum de12mm (Fig. 60), alors 

que la souche L3 (L3,1) est résistante à la majorité des antibiotiques testés avec un 

diamètre d’inhibition compris entre 06 et 07 mm, mais elle est légèrement sensible à la 

Céfoxitine (FOX) (13mm) et l’Acide nalidixique (NA)  (12mm). 
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On note également que la souche L1 ,2 “(L1,1) a présenté une résistance à 

l’ensemble des antibiotiques testés avec un diamètre d’inhibition compris entre 06 et 

08 mm. En revanche, la souche L2,1 s’est révélée sensible à la Céfotaxime 

(CTX)(26mm), Céfoxitine (FOX) (12mm), Gentamycine (CN) (27mm), Kanamycine 

(K) (25mm) , et Acide nalidixique (NA)  (22mm), mais s’est montrée résistante à 

l’Ampicilline (AM)  et l’Amoxicilline - Acide clavulanique (AMC) , présentant des 

diamètres d’inhibition respectifs de 06 et 07 mm . 

Enfin, la souche L4, 2’(L4,2) a été sensible uniquement à la Céfoxitine (FOX)  

(25mm) et Acide nalidixique (NA)  (35mm), mais a présenté une résistante vis-à-vis la 

Céfotaxime (CTX) , l’Ampicilline (AM), l’Amoxicilline - Acide clavulanique (AMC), 

la Gentamycine (CN) et la Kanamycine (K)  avec  un diamètre d’inhibition de l’ordre 

de 07 mm.  

 

Figure 59: Antibiogramme des isolats aérobies sur milieu Muller Hinton. Cas de Gastrite. 
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Figure 60 : Antibiogramme des isolats anaérobies sur milieu Muller Hinton. Cas de Gastrite. 

Le tableau 14, résume les résultats du test d’antibiogramme des isolats de 

bactéries anaérobies, C, B, K,  D,  D.d isolés des biopsies intestinales (Fig. 61). Il a été 

observé dans ce tableau que la majorité des isolats soumis  à  l’étude à la sensibilité 

aux antibiotiques habituellement utilisées dans le choix thérapeutique par la technique 

de diffusion de disque, a montré l’excellente activité inhibitrice de la majorité des 

antibiotiques utilisés vis-à-vis des ces bactéries. Néanmoins, la  bactérie D.d  présente 

une résistance par rapport à la majorité des disques. 

L’isolat C,  a présenté une résistance à Ticarcilline-Acide Clavulanique(TIM) 

(07mm), Ampicilline (AM) (06mm) et la Céfotaxime(CTX) (06mm). En parallèle,  est 

révélée sensible à l’Amoxicilline - Acide clavulanique (AMC)(11mm), Céfoxitine 

FOX(13mm),Vancomycine(VA)(43mm),Ticarcilline(TIC)(36mm),Imipinem(IMP)(32

mm),et Pipèracilin (PRL)(13mm). 

L’isolat B, a présenté une sensibilité à l’ensemble des antibiotiques testés avec 

un diamètre d’inhibition compris entre 11 et 37 mm. En revanche, cette bactérie s’est 

révélée résistante à TIM et l’Ampicilline (AM) déterminant un diamètre de 06mm.   
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L’isolat D, a présenté une résistance à CTX (08mm), Ampicilline (AM)(06mm). 

En parallèle,  est révélée sensible à la majorité des disques d’antibiotiques donnant un 

diamètre d’inhibition, de l’Amoxicilline - Acide clavulanique (AMC)(10mm), de 

12mm pour Ticarcilline-Acide Clavulanique (TIM), Céfoxitine FOX(14mm), 

VA(25mm), Ticarcilline(TIC)(30mm), Imipinem IMP(26mm), et Pipèracilin 

(PRL)(17mm). 

L’isolat D.d, a présenté une sensibilité uniquement pour Céfotaxime(CTX), et 

Céfoxitine FOX, avec des  diamètres d’inhibition respectifs de 26 et 27 mm. En 

revanche, cette bactérie s’est révélée résistante à  tous les autres disques 

d’antibiotiques donnant un diamètre d’inhibition, tantôt 06mm et tantôt 07mm. 

                     Tableau 14 : Résultat de l’antibiogramme des bactéries anaérobies. Cas de Crohn et RCH. 

     Disques 
 
 
 
 
Isolats 

 
 

TIM 
(mm) 

85 

 
 

CTX 
(mm) 

30 

 
 

AMC 
(mm) 

30 

 
 

FOX 
(mm) 

30 

 
 

AM 
(mm) 

10 

 
 

VA 
(mm) 

30 
 

 
 

TIC 
(mm) 

75 

 
 

IMP 
(mm) 

10 
 
 

 
 

PRL 
(mm) 
100 

 
 
 

C(RCH)  
07 
 

 
06 

 
11 

 
13 

 
06 

 
43 

 
36 

 
32 

 
13 

B(RCH)  
06 
 

 
12 

 
11 

 
14 

 
06 

 
26 

 
37 

 
25 

 
12 

D(Crohn) 
 

12 08 10 14 06 25 30 26 17 

D.d(Crohn) 
 

06 26 06 27 06 06 07 07 07 
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        Figure 61 : Antibiogramme des bactéries anaérobies sur milieu Muller Hinton. Cas de Crohn et RCH.   

 

Le tableau15, résume les résultats du test d’antibiogramme des isolats de 

bactéries aérobies, I.6, I.9, isolés des biopsies intestinales  (Fig. 62). 

L’isolat I.6, a présenté une résistance uniquement à Ticarcilline-Acide 

Clavulanique (TIM)(06mm). En revanche  est révélée sensible à la majorité des 

disques d’antibiotiques donnant un diamètre d’inhibition, de 11mm pour 

l’Amoxicilline - Acide clavulanique(AMC), de 12mm pour Céfoxitine(FOX),  30mm 

pour Gentamycine(CN), et 12mm pour Céfotaxime (CTX). 

L’isolat I.9, a présenté une résistance à l’Amoxicilline - Acide clavulanique 

AMC(06mm), et Ticarcilline-Acide Clavulanique(TIM)(06mm). Néanmoins, est 

révélée sensible à la majorité des disques d’antibiotiques donnant des diamètres 

d’inhibition respectifs,  Céfoxitine FOX(16mm), Gentamycine CN(26mm), 

CéfotaximeCTX(23mm). 
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             Tableau 15 : Résultat du test d’antibiogramme des bactéries aérobies. Cas de Crohn et RCH. 

       Disques 
 
 
Isolats 

 
AMC 
(mm) 

30 

 
FOX 
(mm) 

30 

 
CN 

(mm) 
10 

 
CTX 
(mm) 

30 

 
TIM 
(mm) 

85 
I.6(RCH) 11 

 
16 
 

30 12 
 

06 

I.9(RCH) 06 
 

16 26 
 

23 06 

 

 

     

                      I.9                                       I.8                                                   I.6 

           Figure 62 : Antibiogramme des bactéries aérobies sur milieu Muller Hinton. Cas de Crohn et RCH.                                       

5.  Effets inhibiteurs des bactéries lactiques 

L’intérêt de ce test est la mise en évidence d’éventuel antagonisme, existant 

entre les bactéries lactiques (lactobacilles : LAA, B116 , LV21 LV22) vis à vis des 

isolats bactériens, aérobies et anaérobies cohabitant dans l’écosystème gastrique 

humain.  

Le tableau 16, résume les résultats de l’effet antagoniste des bactéries lactiques 

vis-à-vis des isolats aérobies isolées des biopsies gastriques. L’examen des résultats 

obtenus, a  montré que l’isolat L1, 2  est légèrement sensible à l’ensemble des 

bactéries lactiques testées présentant ainsi un diamètre d’inhibition compris entre 08 et 

12 mm (Fig. 63), alors que l’isolat L4, 1 est sensible à toutes les bactéries lactiques 

soit un diamètre d’inhibition compris entre 11 et 14 mm. Tandis que l’isolat S1, 2 s’est 
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montré sensible à LV22 (11 mm), LAA ( 13 mm), mais résistant à B116 (06mm) et 

LV21(07mm). 

Tableau 16 : Résultat de l’effet inhibiteur vis-à-vis des bactéries aérobies. Cas de  Gastrite. 

     Lactobacilles 
 
 
Bactéries 
 Aérobies 
 

B116 
mm 

LV21  
mm 

LV22  
mm 

LAA  
mm 

 
L1, 

10 12 08 11 

 
L4, 1 

11 12 12 14 

 
S1, 2 

 
06 

 
07 

 
11 

 
13 

 

      

Figure 63: Effet inhibiteur des  lactobacilles sur les bactéries aérobies gastriques. 

- Souches anaérobies   

Le tableau 17, interprète les résultats de l’effet antagoniste des bactéries lactiques sur 

les bactéries anaérobies (Fig. 64).  

L1 ,2 “= L1 ,1 est résistante à B116 (08mm), légèrement sensible à 

LV21(09mm), mais elle sensible à LV22(13mm) et LAA(14mm). 

L3 est légèrement sensible à B116 (09mm), résistante à LV21 (08mm), mais 

elle sensible à LV22 (10mm) et LAA (17mm). 

L2, 1  est légèrement sensible à B116 (09mm), sensible  à LV21 (10mm), à 

LV22 (11mm) et LAA (13mm). L’isolat L4,1 est sensible à B116(09mm), à 

LV21(10mm), à LV22(10mm) et LAA(10mm). La bactérie L4, 2’ est sensible à B116 

(16mm), sensible  à LV21 (10mm), à LV22 (09mm) et LAA (10mm).  
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Tableau 17 : Résultat de l’effet inhibiteur vis-à-vis des bactéries anaérobies. Cas de Gastrite. 

    Lactobacilles  
 
 
Bactéries 
anaérobies 

B116 
mm 

LV21 
mm 

LV22 
mm 

LAA 
mm 

L1 ,2 “( L1 ,1) 
 

08 09 13 14 

L3= L3, 1 
 

09 08 10 17 

L2, 1 
 

09 10 11 13 

L4, 1 
 

09 10 10 10 

L4, 2’( L4, 2) 
 

16 10 09 10 

 

 

Figure 64 : Effet inhibiteur des lactobacilles sur les bactéries anaérobies gastriques. 

 

Dans ce volet, l’intérêt de ce test est la mise en évidence d’éventuel 

antagonisme, existant entre les bactéries lactiques (Lactobacilles : LAA, B116 , LV21 

LV22) vis à vis des isolats bactériens, aérobies et anaérobies isolés des biopsies 

intestinales des malades atteint de la maladie de Crohn et la Rectocolite 

Hémorragique.  

Le tableau 18,  résume les résultats de l’effet antagoniste des bactéries lactiques 

vis-à-vis des souches aérobies. L’examen des résultats obtenus, montre que l’isolat 
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I.6(RCH) est légèrement sensible à B116 et LV21, et sensible à LV22 et LAA  des 

bactéries lactiques testées présentant respectivement un diamètre d’inhibition de 08, 09 

mm, 10mm et 12mm. En revanche l’isolat I.9 est sensible à toutes les bactéries 

lactiques soit un diamètre d’inhibition compris entre 09 et 14 mm (Fig. 65).  

        Tableau 18 : Résultat de l’effet inhibiteur vis-à-vis des bactéries aérobies. Cas de Crohn et RCH. 

       Lactobacilles 
 
 
Isolats 

B116 
mm 

LV21  
mm 

LV22  
mm 

LAA  
mm 

I.6(RCH) 08 
 
 

09 10 12 

I.9(RCH) 14 
 
 

11 09 
 

09 

 

 

               Figure 65 : Effet inhibiteur des lactobacilles sur les isolats aérobies. Cas de  Crohn et RCH. 

Le tableau 19,  résume les résultats de l’effet antagoniste des bactéries lactiques 

vis-à-vis des souches anaérobies isolés des biopsies intestinales des malades atteint de 

la maladie de Crohn et la Rectocolite Hémorragique.  

 L’observation des résultats obtenus a révélé  que l’isolat C(RCH)  est  résistant 

uniquement à LV22(07mm), mais il est  sensible à l’B116(10mm), LV21( 12mm) et 

LAA(11mm). En revanche l’isolat B(RCH)  est sensible à toutes les bactéries lactiques 

soit un diamètre d’inhibition maximal à 13 mm et minimal à 10mm. Parallèlement, 

l’isolat D (Crohn) est résistant présentant ainsi les diamètres d’inhibition à 08 mm 

pour B116 et LV22,  faiblement sensible à LV21( 09mm), et sensible à LAA ( 15 

mm). Il a été constaté que l’isolat D.d (Crohn), est résistant à B116 et LV21 avec un 

diamètre respectif de 06mm et 08mm, néanmoins il présente une sensibilité moyenne 
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vis-à-vis des Lactobacillus LV22 et LAA ayant les deux un diamètre d’inhibition 

commun évalué à 10mm. (Fig. 66). 

            Tableau 19 : Résultat de l’effet inhibiteur vis-à-vis des bactéries anaérobies. Cas de Crohn et RCH. 

           Lactobacillus 
 
 
 
 
Isolats 

B116 
mm 

LV21  
Mm 

LV22  
mm 

LAA  
mm 

         C(RCH) 10 
 
 

12 
 

07 
 

11 
 

 
          B(RCH) 

 
10 

 
10 

 

 
10 

 
13 
 

D(Crohn) 
 

08 
 
 

09 08 11 

   D.d(Crohn) 
 

 
06 
 

 
08 

 
10 

 
10 

 

 

 

Figure 66 : Effet inhibiteur des lactobacilles sur les isolats anaérobies. Cas de Crohn et RCH. 

 

6. Critères d’identification 

L’identification du germe s’effectue à partir des résultats obtenus,  de l’aspect 

macroscopique de la colonie de la bactérie,  de la coloration de gram, les caractères 

biochimiques et le phénotype de résistance aux antibiotiques, les autres caractères 

biochimiques étant généralement étudiés à partir de galerie API. Les isolats présentant 

un diagnostic différentiel avec les autres bactéries, ont été soumis à l’examen de la 

PCR. 
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Souches anaérobies 

- L’isolat L3= L3, 1  

L’ensemble des resultats de l’isolat L3( L3, 1), regroupées dans le tableau 20,  

nous oriente vers le genre Staphylococcus. Parallelement à cet aspect phenotypique, la 

coloration jaune en milieu Chapman, et la positivité du test de coagulase adoptent la 

souche Staphylococcus aureus pour cet isolat. 

Tableau 20 : Résultat résumant les critères d’identification pour l’isolat,L3= L3, 1. Cas de Gastrite. 

 

               critères 
 
 Isolat 
Anaérobie 

 
 
 
 
Gram 

 
 
 
 
mobilité 

 
 
 
 
Catalase 

 
 
 
 
oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
indole 

 
 
 
 
manitol 

 
 
 
 
Culture 
chapman 

 
 
 
 
coagulase 

 
 
 
 
Type 
respiratoire 

 
 
 
 
    
sucres 

           L3= L3, 1

      

Cocci 
gram + 
 

Immobile  + -  + + + + + Aéro 
anaérobie 
facultatif 

Lactose 
positif 
Gaz 
négative 

 

- L’isolat L4, 2’= L4, 2.  

Il a été constaté dans le tableau 21,  que les resultats obtenus represntent les 

caracteres phenotypique des lactobacilles.                              . 

Tableau 21 : Résultat résumant les critères d’identification pour l’isolat  L4, 2’= L4, 2. Cas de Gastrite. 

 

        critères 
 
 
Isolat 
Aérobie 

 
 
 
 
Gram 

 
 
 
 
Mobilité 

 
 
 
 
Catalase 

 
 
 
 
Oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
Indole 

 
 
 
 
Mannitol 

 
 
 
 
Culture 
Chapman 

 
 
 
 
Coagulase 

 
 
 
 
Type 
respiratoire 

 
 
 
 
  Sucres 

L4, 2’= L4, 2

 

Bacille 
gram     

+ 
 

Immobile  + - + + + - - Aéro 
anaérobie 
facultatif 

Lactose 
positif 
Gaz 
négative 
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- L’isolat L4,1  

           Les résultats figurant dans le tableau 22, regroupant les caractères 

phénotypiques  de l’isolat L4 (cocci Gram positif), orientent vers le genre 

Streptococcus. 

Tableau 22 : Résultat résumant les critères d’identification pour l’isolat  L4, 1. Cas de Gastrite. 

  critères 
 

 
 
 
 
Isolat 
Aérobie 

 
 
 
 
Gram 

 
 
 
 
mobilité 

 
 
 
 
catalase 

 
 
 
 
oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
indole 

 
 
 
 
manitol 

 
 
 
 
Culture 
chapman 

 
 
 
 
coagulase 

 
 
 
 
Type 
respiratoire 

 
 
 
 
    sucres 

       L4, 1 

Cocci 
gram + 
 

Immobile
  

+ - - + - - - Aéro 
anaérobie 
facultatif 

Lactose 
négative 
Gaz 
négative 

                       

- L’isolat L2,1  

 L’ensemble  des résultats qui ont été constaté  sur le tableau 23,  nous a orienté 

vers une pré identification de l’isolat L2,1 comme étant Helicobacter pylori . 

Tableau  23 : Résultat résumant les critères d’identification pour l’isolat L2, 1. Cas de Gastrite. 

critères 
 
 
 

Isolat 
aérobie 

 
 
 
 
Gram 

 
 
 
 
mobilité 

 
 
 
 
catalase 

 
 
 
 
Oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
indole 

 
 
 
 
mannitol 

 
 
 
 
Type 
respiratoire 

 
 
 
 
    AUTRES 

L2, 1 
 

 

gram - mobile + + + + + Micoaérobie Lactose (-) 
 

Saccharose (-) 

H2S(+) 
Gaz (–) 

 

Nitrate(+) 

 

 Parallèlement aux résultats du tableau 23, (tests biochimiques),  il a été constaté 

que le tableau. 24  regroupe les caractères phénotypiques de l’isolat  L2, 1,  en faveur  

d’Helicobacter pylori, en se référant respectivement, à l’examen 
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anatomopathologique, cytologique du fragment biopsique à l’état frais, et à l’étude 

microscopique de la bactérie.              

Tableau 24 : Résultat  de l’identification  de Helicobacter pylori. Cas de Gastrite. 

critères 
 
 
 
 
 
 
Isolat 
 
 

Observation au microscope optique ( x 1000) 
ASPECT 

                            
        
Anatomopathologie        Etat frais                Isolat       
 

                                                                           
 
 

 
 
 
 
 

mobilité 

 
 
 
 
catalase 

 
 
 
 
oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
      Type 
respiratoire 

 
 
 
 

L2, 1 
  

           V   
                                          V          V 
Virgule(,)              S   S                                  
 
                                     Incurvée               Incurvée 
                                     Virgule(,)             Virgule(,)                        
 
 
 
Figure :22 figure :26 figure :32 

mobile positive positive + microaérobie 

 

Souches aérobies  

- L’isolat S1,2  

 L’ensemble des résultats, regroupés dans le tableau 25,  parallèlement à ceux obtenus 

par la galerie api20E  ont  permis d’identifier l’isolat S1,2 comme Proteus 

mirabilis avec une clé d’identification  ATCC 7323000. 

                  Tableau  25: Résultat résumant les critères d’identification pour l’isolat S1,2. Cas de Gastrite. 

critères 
 
 
 
Isolat 
Aérobie 

 
 
 
 
Gram 

 
 
 
 
mobilité 

 
 
 
 
catalase 

 
 
 
 
oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
indole 

 
 
 
 
manitol 

 
 
 
 
Culture 
chapman 

 
 
 
 
coagulase 

 
 
 
 
Type 
respiratoire 

 
 
 
 
    sucres 

       S1,2  

 

Cocobcilles 
Gram- 

mobile  + - + + + - + - Aéro 
anaérobie 
facultatif 

Lactose - 
saccharose - 
H2S - 
Gaz – 
Nitrate - 
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-L’isolat L1,2  

Les résultats figurant dans le tableau 26, orientent  l’isolat   L1, 2 aérobie  à 

bacille gram positif ( +) plus ou moins long  vers  le genre  Bacillus. 

Tableau 26: Résultat résumant les critères d’identification pour l’isolat L1,2. Cas de Gastrite. 

critères 
 
 
 
Isolat 
Aérobie 

 
 
 
 
Gram 

 
 
 
 
mobilité 

 
 
 
 
catalase 

 
 
 
 
oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
indole 

 
 
 
 
manitol 

 
 
 
 
Culture 
chapman 

 
 
 
 
coagulase 

 
 
 
 
Type 
respiratoire 

 
 
 
 
    sucres 

        L1,2 

 

Bacille 
gram- 

immobile
  

+ - - + + - - anaérobie  Lactose -
saccharose(-) 
H2S( +) 
Gaz négative 
Nitrate - 

 

Les résultats de La PCR de l’isolat aérobie L1, 2  l’identifie comme  étant Bacillus 

cereus. Complete génome Séquence ID: NC_004722.1Length: 5411809Number of 

Matches:  13:             

Related Information 

Genome-Genomic Sequence 

Range 1: 9708 to 10645GenBankGraphics Next Match Previous Match 

                                        Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1472 bits(797) 0.0 894/941(95%) 5/941(0%) 

Plus/Minus 

 

Query  4      GGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAA  63 

              ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  10645  GGTTACCCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAA  10586 

 
 

uery  64     GGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCA  123 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| 

Sbjct  10585  GGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCA  10526 
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Query  124    TGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGACTTTATCGGATTAGCTCCCTC  183 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  |||||  ||||||||||  | 

Sbjct  10525  TGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACC  10466 

 

Query  184    TCGCGAGT-TGGCAACCGTTTGTATCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAA  242 

              ||||| || | ||| |  |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  10465  TCGCG-GTCTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAA  10407 

 

Query  243    GGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTT  302 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  10406  GGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTT  10347 

 

Query  303    AGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA  362 

              ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  10346  AGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA  10287 

 

Query  363    CCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACCGTTGCCCCCG  422 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||   ||| |||| 

Sbjct  10286  CCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTC-TGCTCCCG  10228 

 

 

 

Query  423    AAGGGGAAACTATATCTCTACAGTGGTCAACGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCG  482 

              |||| ||| |  ||||||||  ||  |||   |||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  10227  AAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGA-GGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCG  10169 

 

Query  483    CGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTG  542 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  10168  CGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTG  10109 

 

Query  543    AGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACT  602 

              |||||||| |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| || ||||||| 

Sbjct  10108  AGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACT  10049 

 

Query  603    AAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTA  662 

              || |||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  10048  AAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTA  9989 

 

Query  663    TCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTC  722 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 

Sbjct  9988   TCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTC  9929 

 

Query  723    GCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTTGGAATTCC  782 
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              |||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| ||||||||| 

Sbjct  9928   GCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCC  9869 
 

Query  783    ACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTG  842 

              |||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  9868   ACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTG  9809 

 

Query  843    GGCTTTCACATCAGACTTAAAGGACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGAC  902 

              ||||||||||||||||||||   ||| ||||||||||||||||||||||||||||||||  

Sbjct  9808   GGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGAT  9749 

 

Query  903    AA-GCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA  942 

              || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  9748   AACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA  9708 

 Les résultats obtenus, par le biais des critères d’identification renforcé par la 

PCR ont adopté le phénotype et le génotype de l’isolat L1,2 aérobie comme étant 

Bacillus cereus. 

- L’isolat L4, 1  

      Les résultats figurant dans le tableau 27, oriente l’isolat L4,1 cocci Gram positif 
vers le genre Streptococcus. 

Tableau 27: Résultat résumant les critères d’identification pour l’isolat L4, 1. Cas de Gastrite. 

  critères 
 
 
 
Isolat 
 
Aérobie 

 
 
 
 
Gram 

 
 
 
 
mobilité 

 
 
 
 
catalase 

 
 
 
 
oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
indole 

 
 
 
 
manitol 

 
 
 
 
Culture 
chapman 

 
 
 
 
coagulase 

 
 
 
 
Type 
respiratoire 

 
 
 
 
    sucres 

      L4, 1 Cocci 
gram + 
 

Immobile
  

+ - - + + - + - Aéro 
anaérobie 
facultatif 

Lactose - 
Gaz - 

 

La PCR a identifié l’isolat L4, 1  comme étant Streptococcus entericus, DSM 

14446. A3GWDRAFT_scaffold_30.31, whole genome shotgun sequence. 

Sequence ID: NZ_KB904179.1Length: 3636Number of Matches: 1 
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Related Information 

Range 1: 3282 to 3454GenBankGraphics Next Match Previous Match. 

                                                   Alignment statistics for match #1 

     Score Expect Identities Gaps Strand 

292 bits(158) 2e-76 169/174(97%) 2/174(1%) Plus/Plus 

 

 
Query  8     CACCTTCGGCGGCTGGCTCCAAA-GGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCG  
66 
             |||||| |||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3282  CACCTTAGGCGGCTGGCTCCAAACGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCG  
3341 

 
Query  67    TGGTGTGACGGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCC  
126 
             ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| 
Sbjct  3342  TGGTGTGAC-GGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCC  
3400 
 

Query  127   GCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAA  180 

             ||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3401  GCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAA  3454 

 

Les résultats obtenus, par le biais des critères d’identification renforcé par la 

PCR ont adopté le phénotype et le génotype de l’isolat L4, 1 aérobie et anaérobie 

comme étant  Streptococcus entericus. 

L’isolat I.6  

L’ensemble des résultats, regroupés dans le tableau  28,  associés à ceux 

obtenus par la galerie API 20 E  ATCC 3727573, et ceux confirmés par la PCR, ont  

permis d’adopter l’identification phénotypique et génotypique de l’isolat I.6  comme 

étant Enterobacter cloacae.MS2 16S ribosomal RNA gène, partial séquence 

ID: HQ179578.1Length: 1426Number of Matches:  
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Range 1: 436 to 1421GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match 

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1821 bits(986) 0.0 986/986(100%) 0/986(0%) Plus/Minus 

Query  3     TGGTAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGT  62 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1421  TGGTAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGT  1362 

 

Query  63    GACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTA  122 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1361  GACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTA  1302 

 

Query  123   CTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTT  182 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1301  CTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTT  1242 

 

Query  183   TATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTG  242 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1241  TATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTG  1182 

 

Query  243   TGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTA  302 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1181  TGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTA  1122 

 

Query  303   TCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCTAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGC  362 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1121  TCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCTAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGC  1062 

 

Query  363   GCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCAC  422 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1061  GCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCAC  1002 

 

Query  423   CTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAAAGCATCTCTGCTAAGTTCTCTGGATGTCAAGAG  482 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1001  CTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAAAGCATCTCTGCTAAGTTCTCTGGATGTCAAGAG  942 

 

Query  483   TAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC  542 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  941   TAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC  882 
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Query  543   CCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACG  602 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  881   CCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACG  822 

 

Query  603   CGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCG  662 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  821   CGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCG  762 

 

Query  663   TGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTC  722 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  761   TGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTC  702 

 

Query  723   TTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGC  782 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  701   TTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGC  642 

 

Query  783   TACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTC  842 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  641   TACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTC  582 

 

Query  843   CCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGC  902 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  581   CCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGC  522 

 

Query  903   CCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTA  962 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  521   CCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTA  462 

 

Query  963   GCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGT  988 

             |||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  461   GCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGT  436 
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Tableau 28: Résultat résumant les critères d’identification pour l’isolat  I.6. Cas de Crohn et  RCH. 

    critères 

 
 
 
 
Isolat  
 

 

 
 
 
 
Gram 

 
 
 
 
mobilité 

 
 
 
 
catalase 

 
 
 
 
oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
indole 

 
 
 
 
manitol 

 
 
 
 
Type 
respiratoire 

 
 
 
 
    Sucres 

 

I.6 
 

 

Petits 
bacilles 
Gram- 

immobile  + _ _ + + Aérobie  Lactose + 
saccharose 

+ 
Glucose_ 

H2S+ 

Gaz + 

 
 

 

L’isolat I.9  

L’ensemble des résultats, regroupés dans le tableau 29,  parallèlement à ceux 

obtenus par la galerie api 20E ATCC 3327573 ont permis d’identifier 

phénotypiquement  l’isolat I.9  comme Enterobacter cloacae.         

           Tableau  29: Résultat résumant les critères d’identification pour l’isolat  I.9. Cas de Crohn. et RCH. 

          critères 

 
 
 
Isolat  
Aérobie 

 
 
 
 
Gram 

 
 
 
 
mobilité 

 
 
 
 
catalase 

 
 
 
 
oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
indole 

 
 
 
 
manitol 

 
 
 
 
Type 
respiratoire 

 
 
 
 
    Sucres 

I.9 
 

 

Petits 
bacilles 
Gram- 

immobile  + _ _ + + Aérobie  Lactose + 
saccharose 

+ 
Glucose+ 

H2S_ 

Gaz + 
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L’isolat D(Crohn)  

Les résultats obtenus, par le biais des critères d’identification (Tableau 30) 

renforcé par la PCR ont adopté le phénotype et le génotype de l’isolat D aéroanareobie 

facultatif comme étant  Bacillus subtilis  strain SA 91 16S ribosomal RNA gène, 

partial séquence ID: KY194727.1 Length: 1435Number of Matches: 1 

Related Information 

                    Tableau 30 : Résultat résumant les critères d’identification pour l’isolat D. Cas de Crohn. RCH. 

          critères 

 
 
 
Isolat  
 

 

 
 
 
Coloration de 
Gram 

 
 
 
 
catalase 

 
 
 
 
Oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
indole 

 
 
 
 
manitol 

 
 
 
 
mobilité 

 
 
 
 
Type respiratoire 

D 

 

-Bacille  gram + 
 -Groupée en 
chainette 
 
 

 

 
+ 

 

 
+ 

 
_ 

 
 

+ 

 
 

+ 

+ ou -
mobile 

Aéro anaérobie 
facultatif 

    

Range 1: 443 to 1426GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match 

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1818 bits(984) 0.0 984/984(100%) 0/984(0%) Plus/Minus 

Query  1     TCACTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTC  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1426  TCACTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTC  1367 

 

Query  61    GTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCC  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1366  GTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCC  1307 

 

Query  121   GCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGA  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1306  GCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGA  1247 

 

Query  181   ACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTA  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  1246  ACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTA  1187 

 

Query  241   GCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1186  GCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC  1127 

 

Query  301   CGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAG  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1126  CGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAG  1067 

 

Query  361   GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATG  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1066  GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATG  1007 

 

Query  421   CACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGT  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1006  CACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGT  947 

 

Query  481   CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTG  540 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  946   CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTG  887 

 

Query  541   CGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGC  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  886   CGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGC  827 

 

Query  601   TTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTT  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  826   TTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTT  767 

 

Query  661   TACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGC  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  766   TACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGC  707 

 

Query  721   GTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATT  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  706   GTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATT  647 

 

Query  781   TCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAAT  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  646   TCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAAT  587 

 

Query  841   GACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCC  900 
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             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  586   GACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCC  527 

 

Query  901   TTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  526   TTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC  467 

 

Query  961   GTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTT  984 

             |||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  466   GTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTT  443 

 

Recherche du genre Clostridium 

 La culture à partir des deux premières dilutions dans le milieu Viande foie 

(VF) nous a orienté vers une pré identification phénotypique du Clostridium. Ceux-ci 

nous a ramené à isoler deus isolats D.d et B correspondant au genre Clostridium dans 

chacun des deux pathologies respectivement la maladie de Crohn et la Rectocolite 

Hémorragique (RCH) (Fig.38).                                                    

                         I                                                

                         Isolat : B( RCH).                                                  Isolat : D.d(Crohn).       

                                                       Figure 67 : Culture en milieu VF.  
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Isolat B (RCH).                                                   

Les résultats obtenus, par le biais du  critère d’identification  du genre 

Clostridium issu de la culture, associés à ceux qui figurent dans le tableau 31, nous ont 

orienté vers une identification  phénotypique de l’isolat B bacille gram négatif et à 

catalase négative comme étant Clostridium difficile. 

Tableau 31 : Résultat résumant les critères d’identification pour l’isolat B. Cas de Crohn et  RCH. 

          critères 

 
 
 
Isolat   
 

 

 
 
 
Coloration de 
Gram 

 
 
 
 
catalase 

 
 
 
 
Oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
indole 

 
 
 
 
manitol 

 
 
 
 
Mobilité 

 
 
 
 
Type respiratoire 

B 

 

-Bacille  gram + 
 - Bacille épais 
- Extremité 
légerement 
renflée. 
 
 
 

 
 
 

_ 

 
 

_ 

 
 
_ 

 
 
 

+ 

 
 
 

+ 

 
 
 
+ ou –
mobile 

 
 
 
Anaérobie strict 

 

 

L’isolat D.d (Crohn) 

Il en est de même pour l’isolat D.d,  Les résultats ainsi obtenus, par le biais du 

critère d’identification du genre Clostridium issu de la culture associés à ceux qui 

figurent dans le tableau 32, nous ont orienté vers une identification  phénotypique de 

l’isolat D.d, bacille gram négatif et à catalase négative comme étant Clostridium 

difficile. 
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    Tableau 32 : Résultat résumant les critères d’identification pour l’isolat D.d. Cas de Crohn et  RCH. 

          critères 

 
 
 
Isolat  
 

 

 
 
 
Coloration de 
Gram 

 
 
 
 
Catalase 

 
 
 
 
Oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
Indole 

 
 
 
 
Manitol 

 
 
 
 
Mobilité 

 
 
 
 
Type respiratoire 

D.d 

 

- Bacille  gram 
+ 
 - Bacille 
épais 
- Extrémité 
légèrement 
renflée. 
- Spore 
subterminale 
 
 

 

 
 

_ 

 

 
_ 

 
 
_ 

 
 
 

+ 

 
 
 

+ 

 
 
 
+ ou –
mobile 

 
 
 
Anaérobie strict 

     

L’isolat C (RCH)  

Il a été constaté dans le tableau 33,  que les résultats obtenus pour l’isolat C à 

bacille gram positif  et  à catalase positive,  nous orientent vers une identification 

phénotypique  genre et espèce  comme étant Bacillus subtilus. 

   Tableau 33: Résultat résumant les critères d’identification pour l’isolat C. Cas de Crohn et  RCH. 

          critères 

 
 
 
Isolat  
 

 

 
 
 
Coloration de 
Gram 

 
 
 
 
catalase 

 
 
 
 
Oxydase 

 
 
 
 
Urée 

 
 
 
 
indole 

 
 
 
 
manitol 

 
 
 
 
Mobilité 

 
 
 
 
Type respiratoire 

C 

 

-Bacille  gram + 
 -Groupée en 
chainette 
- Présence de 
spores 
terminales 
 
 

 

 
+ 

 

 
+ 

 
_ 

 
 

+ 

 
 

+ 

 
 
+ ou –
mobile 

 
 
Aéro anaérobie 
facultatif 
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Discussion 

La  réalisation des biopsies gastriques et intestinales lors de la fibroscopie 

respectivement haute et basse suivie par des examens cytologiques, histologique, le 

test à l’uréase-indole, l’identification biochimique  et  la réaction de polymérisation en 

chaîne (PCR) ont permis de mettre en évidence un certains nombre de souches 

bactériennes.  

Selon Vincent et Leclerc, (1991), les bactéries ingérées au cours des repas ont 

une survie limitée à l’estomac à l’exception de celles qui traversent rapidement 

l’estomac ou qui résistent au pH gastrique. La présence bactérienne dans  l’estomac 

par des espèces d’origine aérodigestive telles que Streptococcus, Lactobacillus, 

Staphylococcus,  Bacteroïdes, Bifidobactérie, et occasionnellement les entérobactéries, 

les bacilles pyocyaniques et les levures (Candida), peuvent être dues à 

l’hypochloridrie  liée à l’âge, au traitement antisecrétoire  ou à la chirurgie telles que la 

vagotomie et  la gastrectomie (Savage, 1977; Drasar, 1989; Vincent et Leclerc, 1991). 

La niche gastrique présente un milieu fortement acide où l'oxygène est présent,  

où cohabitent  des micro-organismes acido-tolérants et anaérobies facultatifs comme 

les streptocoques et les lactobacilles ainsi qu'un microaérophile, Helicobacter pylori, 

mais ils sont peux nombreux allant de 101 à 103 cfu/ml en raison de l'acidité et de 

l'activité motrice intestinale qui limite une colonisation stable de l'épithélium 

gastrique.(Florence, Lamine, 2004). Dans l'intestin grêle, le microbiote est constitué de 

bactéries anaérobies facultatives tels que les streptocoques, les lactobacilles et les 

Entérobactéries et d'anaérobies strictes comme les Bifidobactéries, les Bactéroides et 

les Clostridies. La flore gastrique est relativement pauvre en raison du péristaltisme et 

de l'abondance des sécrétions. La densité passe de 103 à 108 cfu/ml du duodénum à 

l'iléon. Dans le côlon, la flore microbienne est de plus en plus variée et abondante, elle 

est de l’ordre de 1012 cfu/ml, elle est surtout considérées par les bactéries anaérobies 

strictes telles que les Bacteroides  évaluées à 1011 cfu/g dans les  selles, des 

 Bifidobacterium, et des Clostridium,  tandis que les bactéries anaérobies facultatives 

comme les Lactobacilles disparaissent presque totalement (Ann M O'Hara, 2006). 
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Le microbiote de l'homme se répartit principalement dans la cavité orale et le 

long du tractus digestif  mais c'est dans la partie distale du tube digestif que les 

bactéries sont en plus grand nombre. Elles sont disposées suivant un gradient oro-anal 

croissant avec une richesse microbienne maximale dans le côlon distal. Il y aurait en 

tout 1014 bactéries dans le tractus digestif soit 10 à 20 fois le nombre total de cellules 

de tous les tissus du corps (Antonia Suau,1999).                     

 Les résultats obtenus suite à l’ensemble des tests et examens effectués, ont  

identifier l’isolat L4,1 comme étant Streptococcus entericus.  

En 1984, de nombreuses bactéries autrefois considérées Streptococcus ont été 

séparées dans les genres Enterococcus et Lactococcus  (Facklam, 2002).  

La méthode de génétique moléculaire, notamment le séquençage de l’ARN 16S 

ont fortement contribué à l’amélioration de la taxonomie du genre Streptococcus. 

L'analyse phylogénétique basée sur l'analyse de l'ARNr 16S a aidé à clarifier 

l'intragénicité de relations entre les Streptocoques (Bentley et al., 1991; Kawamura et 

al., 1995; Hardie et Whiley, 1997), et a aidé son identification dans l’espèce humaine, 

(Kawamura et al., 1998; Collins et al., 2000; Schlegel et al., 2000), l’espèce animale 

(Devriese et al.;1999, Rurangirwa et al., 2000), et dans les aliments (Tsakalidou et al., 

1998; Schlegel et al., 2000).  

Les Streptocoques peuvent être isolés dans le cadre de la flore normale, du 

tractus digestif, respiratoires, génito-urinaires, ainsi que celle de la peau de l'homme et 

des animaux (Kilian, 1998). Certaines espèces sont des pathogènes pouvant entrainer 

des pathologies telles que, l'endométrite, les infections respiratoires, l’endocardite, la 

méningite, l’arthrite et la mammite (Chanter, 1997). 

Selon les résultats obtenus, l’isolat L3= L3, 1 a été reconnu comme étant  

Staphylococcus aureus (staphylocoque doré), se présente sous  forme de cocci, Gram 

positif et catalase positif, parfois regroupés en amas donnant l’aspect d’une grappe de 

raisin,  sa teneur en caroténoïdes lui confère une couleur dorée à l'origine de son nom 

(George et al., 2005). 
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 Staphylococcus aureus est commensale de l'homme, elle est présente chez 15 à 

30 % des individus dits porteurs sains se révèle pathogène opportuniste dans certains 

emplacements ou dans certaines circonstances. Par ailleurs, Staphylococcus aureus  

possède  des  pouvoirs  pathogènes, notamment un pouvoir invasif, une capacité à se 

multiplier et à se disséminer dans l'organisme et un pouvoir toxique par capacité 

d'élaboration d'une toxine qui exerce à la fois des 

propriétés toxiques et antigéniques chez l’hôte (Joël, et Odile, 2017).  

Staphylococcus aureus est retrouvé chez environ 27 % des individus sains au 

niveau des fosses nasales, dans le tube digestif, et en moindre quantité sur la peau et 

les autres muqueuses (Leyden et al., 1974).  

Selon les critères d’identification retenus,   il a été constaté que l’isolat L4, 2’= 

L4, 2 présente les caractères phénotypiques des Lactobacilles. Ce sont des bactéries 

lactiques gram positif, catalase négative, immobiles, non sporulés, aérotolérants et 

anaérobies. Les Lactobacilles sont considérés  parmi la flore dominante du microbiote 

intestinal et sont présents tout au long du tractus gastro-intestinal en quantités 

variables. Ils représentent environ 1% des micro-organismes, soit approximativement 

103 à 107 bactéries/g de contenu intestinal (DalBello et al., 2003; Tannock, 2005).  

Lactobacillus  peut être cultivée à partir de l'estomac et de l'intestin grêle est 

généralement très faible et que la majorité de ces bactéries transitent probablement à 

partir de la cavité orale et de la nourriture, par contre, la population de Lactobacilles 

dans les échantillons fécaux est fluctuante. Beaucoup de sujets traversent des périodes 

durant lesquelles aucun Lactobacille n'est détectable (Walter, 2008).  

De nombreuses espèces de Lactobacilles ont été détectées dans la salive, les 

principales étant Lactobacillus fermentum, Lb. rhamnosus, Lb. salivarius, Lb. 

casei et Lb. acidophilus. Une corrélation forte a été établie entre la quantité 

de Lactobacillus dans la salive et les caries dentaires (Badet, 2008). 

Il a été également démontré suite aux résultats des différents tests effectués que 

l’isolat S1,2 était identifié comme étant  Proteus mirabilis.  
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La souche Proteus mirabilis est l’hôte habituel de tube digestif de l’homme et 

des animaux, présente les caractères généraux des Entérobactéries , c’est une bactérie 

aéroanaérobie facultative, fermentant le glucose avec production de gaz , H2S positif, 

oxydase négatif, catalase positive, possède une nitrate-réductase positive. (Maryse et 

Danielle, 2004). 

  Selon Belas, (1996), les bactéries appartenant à l’espèce Proteus mirabilis ,ont 

une morphologie de petits bacilles à Gram négatif en forme de bâtonnet, généralement 

très mobiles, polymorphes, mesurant de 0,4 à 0,8 μm de diamètre sur 1,0 μm à 80 μm 

de longueur, très flagellé. De plus, Proteus mirabilis a la capacité de sécréter un 

polysaccharide lorsqu'il est en contact avec des surfaces solides, ce qui le rend 

extrêmement mobiles sur des éléments tels que l'équipement médical. Elle se 

caractérise par, sa capacité à fermenter le maltose et son incapacité à fermenter le 

lactose (Liu, 2010).  Par ailleurs,  Proteus mirabilis nécessite un environnement ayant 

une alcalinité élevée soit un pH supérieur à 7. (Frasca et al ., 2008). Néanmoins, il a 

été constaté dans notre étude,  que  cette bactérie avait présenté une uréase positive 

suite au test urée indole, lui permettant de rendre le milieu favorable lui facilitant de 

s’adapter à l’environnement gastrique à pH acide.  

 Il a été rapporté que l’uréase est très importante dans la pathogenèse de Proteus 

mirabilis, cette enzyme est composée de trimères en UréA, UréB, UréC (Jones et 

Mobley, 1998) et un co-enzyme de nickel, qui catalyse la formation de calculs rénaux 

et de la vessie (Cocker et al.,2000).  

 Selon Mclean et al ., 1988, L’activité uréasique se développe lors d’un contact 

avec l’urée, l’uréase provoque la décomposition de ce dernier en ammoniac et en 

dioxyde de carbone. Ainsi, l’ammoniac augmente le pH et provoque la précipitation 

des minéraux dans l'urine, ce qui peut conduire à des calculs de la vessie et du rein, 

ainsi que la formation de biofilms cristallins le long d’un cathéter (Jones et Mobley, 

1988). En effet, cette modification du pH  va permettre à  Proteus mirabilis 

l'adhérence bactérienne (Nicholson et al., 1991).  Ces caractères biochimiques sont 

facilement mis en évidence sur les galeries miniaturisées (Maryse et al ., 2004). 
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Par ailleurs,  Proteus mirabilis secrète l'hémolysine qui est cytotoxique pour les 

cellules épithéliales des voies urinaires (Misra et al ., 1984). Cette l'hémolysine peut 

induire par sa toxicité un désordre cellulaire et provoquer un état inflammatoire au 

niveau de la muqueuse gastrique grâce à son pouvoir d’adaptation et à sa  capacité de 

secréter de l’enzyme uréase. 

Concernant l’isolat L1, 2, aérobie, les résultats obtenus sont en faveur de la 

l’espèce Bacillus cereus. 

Les souches de  Bacillus cereus sont des bacilles Gram positif de 1,4 µm, 

habituellement observés en paires ou en chaînettes courtes (Logan et al., 2006),  

anaérobies facultatifs, mobiles et capables de former des endospores, leurs colonies 

sont blanches, d’aspect granuleux, mesurant entre 2 et 7 mm de diamètre (Ray, 

2004). Leur croissance est observée à des températures se situant entre 10-20 °C et 

35-45 °C, la température optimale étant d’environ 37 °C (Murray, 2007). Le bacille 

peut produire six types de toxines, à savoir cinq entérotoxines et une toxine émétique, 

pouvant être thermostables ou thermolabiles selon les souches (From et al., 2005). 

           Par ailleurs, Bacillus cereus est responsable d’intoxications alimentaires 

spontanément résolutives au bout de 24 à 48 heures qui sont à l’origine de syndrome 

diarrhéique et syndrome émétique, ainsi que d’infections opportunistes (Le Scanff et 

al., 2006 ; Rosovitz et al., 1998). La forme diarrhéique de l’intoxication à  Bacillus 

cereus est caractérisée par la présence de crampes abdominales, d’une diarrhée 

aqueuse profuse et d’un ténesme rectal parfois associés à de la fièvre et à des 

vomissements.  La forme émétique de l’intoxication alimentaire à  Bacillus cereus est 

quant à elle caractérisée par la présence de nausées, de vomissements et d’une 

sensation de malaise parfois associés à une diarrhée (Logan et al., 2006), sachant que 

de point de vue physiopathologique les vomissements ont  une origine gastrique. 

           Selon Logan et al., (2006),  la toxine responsable de la forme diarrhéique de 

l’intoxication est produite par le bacille dans l’intestin grêle. La dose infectieuse est 

alors de 104-109 bacilles par gramme d’aliment. La toxine émétique est préformée 

dans l’aliment ingéré au niveau gastrique  à environ 105 à 108 bacilles par gramme 
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d’aliment, et  sont  nécessaires à la production d’une quantité suffisante de toxine. De 

nombreux auteurs indiquent que la forme diarrhéique de l’intoxication à  Bacillus 

cereus est associée à un délai d’apparition de 8 à 16 heures tandis que la forme 

émétique apparaît en 1 à 6 heures. Dans les deux cas, il y a habituellement résolution 

complète des symptômes en 24 heures  (Barrie, 1992 ; Logan et al., 2006 ; Murray et 

al., 2007). 

Bacillus cereus  forme des spores et se propage facilement  en milieu 

hospitalier, il peut être transmis par contact avec de la literie contaminée  (Barrie, 

1992 ; Kotiranta et al., 2000).                .  

Bacillus cereus est sensible à l’imipénem et à la vancomycine, la plupart des 

souches sont aussi sensibles au chloramphénicol, aux aminosides, à la ciprofloxacine, 

à l’érythromycine et à la gentamicine (David et al., 1994 ; Rosovitz et al.,1998 ; Logan 

et al., 2006 ; Murray et al., 2007),   Néanmoins, il produit de grandes quantités de 

β-lactamases le rendant résistant à la pénicilline, à l’ampicilline, aux céphalosporines 

et au triméthoprime (Murray et al., 2007).  

L’isolat L2,1, est identifié comme étant Helicobacter pylori. La faculté 

d’Helicobacter pylori   de mettre en évidence de l’uréase, est une caractéristique 

essentielle entrainant hydrolyse de l'urée normalement présente dans l'estomac en 

ammoniac et gaz carbonique. L'ammoniac libéré va agir comme un système tampon  

afin de neutraliser le micro-environnement de la bactérie en la protégeant de l'acidité 

gastrique (Vincent et Leclerc, 1991 ; Lamouliatte et al., 1992; Bretagne, 1996 ). La 

rapidité et l’intensité de la réaction dépendent du temps du virement de la couleur et de 

la charge bactérienne (Sobhani et al, 1991; Souquet, 1995; Megraud, 1996a). Dans le 

cas de  l’isolat L2,1 avec l’urée indole, le temps de virement était de 20 minutes. Ce 

résultat est en accord à ceux obtenus  suite à des études sur des patients souffrants 

d’une affection gastroduodénale, rendant donc cette réponse rapide comme 

indice très favorable dans la pré-identification (Lamouliatte et al., 1992; 

Megraud, 1992 ; Fennerty, 1994). Néanmoins, sur environ 80% des cas étudiés,  
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Delchier, (1996b) a observé une réaction positive du test de l’uréase dans la première 

demi-heure. 

Par ailleurs, le virement positif de la coloration est fonction de la charge 

bactérienne dans le milieu urée indole et donc, du nombre des bactéries présentes dans 

la biopsie estimé à 105 bactéries (Lamouliatte et al., 1992; Megraud, 1992; Missonier 

et  Dorval, 1994 ; De Korwin, 2003 ). En revanche, on ne peut pas établir la présence 

d’Helicobacter pylori uniquement par la positivité du test urée indole et 

l’identification doit être obligatoirement couplée à d’autres tests (Delchier, 1994). 

L'examen cytologique d’un frottis de fragment de biopsie  indique  la présence 

d’une  morphologie caractéristique et spécifique à  Helicobacter (Fauchére et Rosenau, 

1991). Ceci corrobore ainsi nos résultats de l’examen cytologique qui révèlent la 

présence  des bacilles gram négatif, incurvés, en V, S, en virgule, parfois cocoïdes et  

légèrement spiralés pour l’isolat  L2,1. La présence de ces formes dans les empreintes 

biopsiques a déjà été signalée par (Lamouliatte et al, 1992 ; Cassel-Béraud et al., 

1996; Megraud,1996a). 

Cette localisation gastrique ne fait que confirmer la présence de Helicobacter 

pylori  au niveau de l’épithélium de cet organe mettant en évidence  les rapports de 

contact entre cette bactérie et les cellules épithéliales gastriques, site préférentiel de 

Helicobacter pylori  et confirme son appartenance aux bactéries du mucus digestif 

(Fauchére, 1994a; Lamouliatte et al., 1992; Missonier et Dorval, 1991). 

La culture bactériologique est un outil primordial dans l’identification de 

Helicobacter pylori, ainsi que le test de la sensibilité aux antibiotiques, mais elle 

nécessite une attention particulière (De Korwin, 2003). 

L’isolement d’Helicobacter pylori  nécessite  une culture pratiquée en  

microaérobie (système de Campy-pack), dans  un milieu de culture enrichi par le sang,   

le sérum ou l'amidon (Sobhani et al., 1991 ; Fennerty, 1994 ;Sobhani et al., 1995). 

Pour cela, nous avons utilisé des milieux d’isolement additionnés de sang comme celui 

de la gélose Columbia à laquelle on a ajouté du sang. Ceci a été démontré par l'équipe 

de Graham en utilisant un milieu gélosé, enrichi avec 7% de sang de cheval pour 

traiter les biopsies gastriques (Hachem et al., 1994).  
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Une fois la bactérie isolée, nous avons procédé à l’étude de l’identification de 

l’isolat L2,1 qui est fondée sur des caractères morphologiques (macroscopiques, 

microscopiques) et biochimiques. L’aspect particulier de Helicobacter pylori facilite 

son identification et ses caractères spécifient l’espèce de Helicobacter pylori  

(Megraud, 1994a, 1994b). 

L’examen direct à l’état frais de l’isolat L2,1 confirme la présence de bactéries 

mobiles. Cette mobilité dépend de forme spiralée et des flagelles polaires, comme  cela 

a été rapporté par Lamouliatte et al., (1992) et  Monteiro, (1995). Cette mobilité 

permet à cette bactérie ( Helicobacter .pylori) de se déplacer dans le mucus gastrique 

(Lamouliatte et al., 1992; Fauchére et Roseneau, 1991; Fauchére, 1994a). 

 L’observation microscopique de l’isolat L2,1 a mis en évidence une bactérie à 

Gram négatif présentant des formes caractéristiques à Helicobacter pylori. D’autre 

part, l’existence des formes cellulaires variables (incurvés, en virgules, en forme de C, 

de V ou de S) est une caractéristique particulière d’ Helicobacter pylori  (Fauchére, 

1994a; Megraud, 1994b). 

Par ailleurs, les tests biochimiques indiquent que  l’isolat L2,1  possède une 

oxydase, une catalase et une uréase positives, ce qui nous  a  orienté vers une pré 

identification de  Helicobacter pylori . Ce résultat est en accord à ceux obtenus par 

Megraud, (1989); Yousfi et al., (1997); Fauchére, ( 1994a); Medouakh et Bensoltane,( 

2010); Medouakh (2011). 

Notons aussi qu’après plusieurs repiquages, on a pu observé l’isolat (L2,1) qui  

présentait les caractéristiques phénotypiques d’Helicobacter pylori. L'échec de la 

culture  est favorisé par la sensibilité de la technique extrêmement dépendante des 

conditions de transport, de stockage et de culture (atmosphère microaérobie). 

(Lozniewski,1996 ; Megraud, 1996a; Yousfi et al., 1997).  

Selon Yousfi et al.,  (1997), la répartition irrégulière de la bactérie dans la 

muqueuse gastrique peut retentir défavorablement sur l'apparition des colonies 

dans les milieux de culture et peut donc contribuer à des résultats faussement 

négatifs.  
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Il a été constaté que Helicobacter pylori (isolat,L2,1) est résistant vis-à-vis 

de l’Amoxicilline + Acide clavulanique (AMC) avec un diamètre d’inhibition égale à 

07 mm. 

La résistance au métronidazole et parfois à la clarithromycine pose de 

nombreux problèmes à l’inverse de l’amoxicilline et de la tétracycline, ces 

antibiotiques ne donnant qu’exceptionnellement des résistances (De Korwin, 2003). 

 
Cette résistance aux antibiotiques généralement rencontrée en thérapie  

constitue le principal facteur d’échec du traitement d’éradication, elle doit donc inciter 

les gastroentérologues à ne traiter les malades infectés par Helicobacter pylori qu’en 

fonction des résultats de l’antibiogramme ou par l’usage aux résultats des tests  

moléculaires (PCR) conduisant ainsi à un traitement d’éradication efficace de 

Helicobacter pylori (Burucoa, 2009; Fellous, 2009; Raymon et al., 2010).  

L’écosystème intestinal et notamment la région colique est considéré comme 

l’habitat idéal et permanent pour  la flore microbienne avec une population dense et 

active essentiellement anaérobie, produisant localement de nombreux métabolites 

(Cebra, 1999). Cette flore a la faculté de se multiplier  dans les conditions 

environnementales du tube digestif (Mountzouris et al., 2002).  

Certaines bactéries anaérobies facultatives comme c’est le cas des Escherichia 

coli, les Enterobacter  ont le pouvoir de synthétiser des métabolites de type 

vitaminique, comme la  biotine, riboflavine, acide pantothénique, pyridoxine et 

vitamine K). Par contre les bactéries anaérobies strictes comme les genres Clostridium 

sont capables de synthétiser la vitamine B12, indispensable pour la croissance 

bactérienne (Shanahan, 2002).  

Néanmoins, parmi cette flore commensale intestinale,  certaine espèces 

bactériennes peuvent induire leur pouvoir  virulent et  devenir  des agents microbiens 

très pathogènes. Cette transition vers la pathogenecité est la conséquence  à une 

antibiothérapie mal adaptée ou un régime alimentaire sévère au cours d’une maladie 

quelconque. Les germes pathogènes d’origine exogène peuvent aussi  contribuer  à la 

genèse de cette dysbiose bactérienne  au niveau de l’écosystème digestif (Mountzouris 

et al., 2002).  
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Un régime alimentaire dont la valeur nutritionnelle faible et pauvre en fibres 

alimentaires contribue à l’élaboration d’une dysbiose  bactérienne favorisant ainsi la 

présence de bactéries pathogènes, et une baisse de la proportion de bifides (Goulet, 

2009).  

Notant que la chronicité des traitements antiacides transformant ainsi 

l’écosystème gastrique alcalin va engendrer un affaiblissement de  la défense 

physiologique  vis-à-vis de certaines  bactéries pathogènes  (Goulet et al., 2012).  

Le Clostridium difficile (Clostridioides) sont des bactéries anaérobies et 

mobiles , de nature omniprésentes et particulièrement présentes dans le sol, sont en 

forme de batonnets, pléomorphes (capacité que possède un organisme ou des cellules 

d'un organisme de revêtir des formes différentes dans certaines conditions ou sous des 

influences déterminées),  et se présentent par paires ou par de courtes chaînes. Au 

microscope, elles apparaissent sous la forme de batonnet avec un renflement à leur 

extrémité terminale formant des spores sous terminales. Clostridium difficile sont à 

Gram positif et présentent, après une culture en anaérobie strict, une croissance 

optimale sur la gélose nutritive ou au sang.  Clostridium difficile présente une catalase 

négative et produit deux types de toxines, l’entérotoxine A et la cytotoxine B , qui 

perturbent les transductions du signal cytosquelettique chez l’hôte. Lorsque  

Clostridium difficile est soumis à un  stress, il  produit des spores capables de tolérer 

des conditions extrêmes que les bactéries actives ne peuvent tolérer et deviennent ainsi 

des bactéries extrêmophiles (Ryan et Ray, 2004).  

Clostridium difficile  cohabite dans le colon humain, représentant jusqu’à  2 à 

5% dans la population adulte. Parfois, une antibiothérapie prise à long terme  génère 

un déséquilibre du microbiote intestinal. Dans ce cas, le  Clostridium difficile peut 

dominer de manière  opportuniste, induisant ainsi son pouvoir de pathogénécité (Ryan 

et Ray, 2004).  

 Les souches pathogènes de Clostridium difficile  produisent plusieurs toxines. 

(Di Bella et al., 2016). Ces toxines sont considérées par l’entérotoxine  et la 

cytotoxine, representées respectivement par la toxine A et la toxine B  pouvant 
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provoquer une diarrhée et une inflammation. La diarrhée  peut  en quelques jours se 

compliquer vers  une colite pseudomembraneuse menaçant le pronostic vital. La Colite 

pseudomembraneuse est associée à une inflammation intense du côlon et à la 

formation de pseudomembranes à la surface de la muqueuse intestinale (Ryan et Ray, 

2004).  

Clostridium difficile  secrète un facteur d’adhésion  appelé la hyaluronidase  qui 

lui permet de se fixer aux cellules du côlon humain (Murray et Mosby, 2005). La 

bactérie produit également le para-crésol chimique qui inhibe la croissance d’autres 

bactéries à proximité et lui permet de dominer et être majoritaire par rapport aux 

différents germes appartenant à la flore intestinale humaine normale (Calle, 2018).   

Les spores de Clostridium difficile  sont transférées aux patients principalement 

par les mains du personnel de santé ayant touché une surface ou un objet contaminé.        

Clostridium difficile  peut vivre longtemps sur des surfaces (March, 2017). Une fois 

que les spores sont ingérées, leur résistance aux acides leur permet de traverser 

l'estomac indemne. Ils germent et se multiplient dans les cellules végétatives du côlon 

après exposition à des acides biliaires. En conséquence, l’Organisation mondiale de la 

santé préconise l’utilisation de savon en plus des solutions alcooliques afin de limiter 

la propagation des spores (Didier,2009). 

Clostridium difficile  est commun dans le système digestif humain. Cependant,  

cette bactérie devient un compétiteur potentiel et se distingue souvent des autres 

bactéries pour les nutriments présents dans le système digestif. En conséquence, 

Clostridium difficile  est maintenu à une quantité gérable. Si l'introduction soudaine 

d'antibiotiques perturbe le microbiome, la bactérie Clostridium difficile  pourrait se 

développer en raison de la mort d'un grand nombre de ses concurrents (Murray, 

Mosby. 2005). 

Chez les patients atteint de la maladie de la Rectocolite Hémorragique(RCH), 

Clostridium en population importante, pourrait être impliqué dans la toxicité 

intestinale (Machiels et al., 2013; Vigsnaes et al., 2013).  Clostridium difficile génère 

une réactivation de la maladie de Crohn (MC) et entraine des lésions épithéliales de 
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type inflammatoire in vitro (Sartor, 2008). Par ailleurs, l’apoptose des cellules 

épithéliales intestinale contribue à l’augmentation de la perméabilité de la barrière 

intestinale suite à la libération de certaines  toxines comme la toxine A de Clostridium 

difficile (Guerra et al., 2011). 

Les Enterobacter cloacae sont des bacilles à Gram négatif appartenant à la 

famille des entérobactéries qui constituent un grand groupe de bactéries ayant une 

forte similitude. La création de ce groupe a été proposée par Rahn en 1937 qu’il 

dénomma Enterobacteriaceae  (Joly et Reynaud, 2007). 

 

Les Enterobacter sont des bacilles à Gram négatif généralement mobiles, 

fermentent ou non le lactose (Fauchère et Avril, 2002). Sur gélose nutritive,  

Enterobacter cloacae forme des colonies rondes avec un diamètre de 2 à 3 mm et 

légèrement plates avec des bords irréguliers (Grimont et Grimont, 2006).  

Enterobacter cloacae est fréquemment impliquée dans les infections 

nosocomiales et colonise généralement la flore intestinale endogène des patients 

hospitalisés, mais peut également se trouver comme source d’épidémie ou de diffusion 

de patient à patient. Les infections surviennent principalement chez des patients ayant 

reçu un traitement antibiotique ainsi que ceux en unités de soins intensifs (Qureshi et 

al., 2011).  

Enterobacter cloacae est classé au  sein de la famille des entérobactéries, se 

caractérise par la production naturelle, inductible et à bas niveau, d’une 

céphalosporinase chromosomique AmpC, leur conférant une résistance aux amino-

pénicillines, aux céphalosporines de 1ere génération et à l’action de l’acide 

clavulanique (Philippon et Arlet, 2006).  

Bacillus subtilis est une bactérie à Gram positif , en forme de batonnet et à 

catalase positive. Il a été nommé subtilis Vibrio par Christian Gottfried Ehrenberg , et 

rebaptisés Bacillus subtilis par Ferdinand Cohn en 1872 (Cohn, 1872). Au microscope, 

la morphologie de  Bacillus subtilis est sous la  forme de batonnets et mesurent 

environ 4 à 10 micromètres (µm) de long et 0,25 à 1,0 µm de diamètre. Par son 

appartenance au  genre Bacillus , il a la faculté de former  des endospores lui 



Résultats et Discussion 

 

108 
 

permettant de survivre dans des conditions environnementales extrêmes de 

température et de dessiccation. (Madigan, Martinko. 2005). 

Bacillus subtilis se trouve généralement dans les couches supérieures du sol, et 

il est prouvé que Bacillus subtilis  cohabite dans l’intestin normal chez l'homme. Une 

étude comparative faite en  2009  a déduit que la densité des spores trouvées dans le 

sol  est évaluée environ à 10 6 spores par gramme par rapport  à celle trouvée dans les 

selles humaines  qui est évaluée à environ à 10 4 spores par gramme. En revanche, le 

nombre de spores trouvées dans l'intestin humain était trop élevé pour être attribué 

uniquement à des facteurs exogènes considérés surtout  par des  apports alimentaires 

(De Hong et al., 2009). 

Avant l'introduction des antibiotiques,  les cultures de Bacillus subtilis étaient 

utilisées comme agent immunostimulateur pour aider au traitement des maladies 

gastro-intestinales et des voies urinaires . Pendant les années 1950, il a été utilisé 

comme médicament alternatif qui, lors de la digestion, stimule de manière significative 

l'activité immunitaire à large spectre, notamment l'activation de la sécrétion d' 

anticorps spécifiques IgM , IgG et IgA  (Ciprandi, 1986) , et à la stimulation de l’ 

activité de production de leucocytes et de cytokines importante dans le développement 

de cytotoxicité vis-à-vis des cellules tumorales (Shylakhovenko, 2003). 

Bacillus subtilis a la capacité de croître rapidement, et à sécréter un grand 

nombre de molécules à large spectre d’activités biologiques, notamment les 

antibiotiques.  Bacillus subtilis est capable de produire des molécules peptidiques qui 

ne sont pas issues du dogme central de la biologie moléculaire, c’est à dire la synthèse 

peptidique non ribosomale (Bolay, 2001). Sa capacité à produire des antibiotiques, 

comme la bacitracine en fait un organisme d'intérêt également pour l'industrie 

pharmaceutique (Kunst, 1997). 

 

Chez Bacillus subtilis, plusieurs gènes impliqués dans la réponse adaptative 

codent notamment des enzymes de dégradation, des systèmes de transport, des 

enzymes du métabolisme, des protéines participant à l’activation du système de 
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compétence, des protéines impliquées dans la synthèse d’antibiotiques, des protéines 

de sporulation et la flagelline (Sonenshein, 2005, Sonenshein, 2007). 
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Conclusion 

Le but de ce présent travail est de faire un état des lieux de l’environnement 

gastrique et intestinal respectivement dans le cas des pathologies, de la Gastrite B, la 

maladie de Crhon(MC) et la Rectocolite Hémorragique(RCH) en rapport avec les 

souches bactériennes  isolés et identifiées à partir  des biopsies gastriques et 

intestinales.  

L’identification des bactéries pathogènes y compris l’Helicobacter pylori, a été 

effectuée par des méthodes nécessitant le broyage des biopsies gastriques et 

intestinales humaines afin de libérer les différentes bactéries pouvant être un des 

facteurs responsable de ces pathologies.  

Les tests microbiologiques nous ont permit d’établir  une classification en 

fonction de la coloration de Gram et de décrire les caractères morphologiques de 

chacun des germes en les classant en bacille gram négatif, bacille gram positif, et cocci 

gram positif, issus de culture aérobique et anaérobique. 

La culture reste la méthode diagnostic de référence car elle permet d’une part 

un isolement de  l’Helicobacter pylori, et  d’autre part une identification des bactéries 

comme Staphylococcus aureus, Streptococus enterococus, Bacillus cerius, 

Lactobacillus sp,  Bacillus subtilus, Proteus mirabilis,  Clostridim difficile, et 

Enterobacter cloacae.   

En revanche et afin de renforcer  les tests microbiologiques, d’autres d’ordre 

biochimiques ont été associés, tels que, l’urée indole, l’examen cytologique, manitol 

mobilité, Triple Sugar Iron (TSI), l’utilisation des Galeries API,  conduisant à établir 

une identification phénotypique,  et qui restent encore importants aujourd’hui pour la 

classification  de ces bactéries. 

Le recourt à la PCR est utilisé surtout pour les isolats difficiles à identifier 

phénotypiquement, et éventuellement à établir une identification génotypique. 

Les Lactobacilles sont connus pour leur effet antibactérien et donc pouvant 

protéger l’homme contre les bactéries pathogènes.  

Et d’autre part, l’utilisation de l’antibiogramme permettra de connaitre le 

spectre  de sensibilité et de résistance des souches bactériennes vis-à-vis des 

antibiotiques.  Ceci aidera à orienter le traitement médical afin d’arriver à  une   
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thérapie induisant une  éradication des différentes souches bactériennes identifiées 

dans notre étude de recherche.  

Par exemple,  Il a été constaté qu’ Helicobacter pylori  c’est révélée résistante à 

l’Ampicillin (AM) et Amoxicillin + Clavulanic acid (AMC), et sensibles aux autres 

antibiotiques. Ceci pourra expliquer l’échec aux traitements des antibiotiques pour 

l’éradication d’ Helicobacter pylori.  

Par contre, on peut conclure que  Bacillus subtilis  se présente comme un 

moyen de défense par, son pouvoir de sécrétion des molécules peptidiques,  sa 

capacité à produire des antibiotiques, et sa stimulation de manière significative de 

l'activité immunitaire à large spectre notamment l'activation de la sécrétion des 

différents anticorps spécifiques IgM , IgG et IgA .  

 

Perspective 

 Elargir le spectre des disques d’antibiogramme  afin d’adopter une 

antibiothérapie sélective.  

 Utiliser la metagénomique  sur des tissus biopsiques pour obtenir une 

évaluation complète du microbiote  Gastrointestinale.  

 Utilisation différentes molécules biochimiques issues de la flore ou de la faune 

continentale ou aquatique afin d’élargir le spectre thérapeutique contre toutes 

les bactéries résistantes aux traitements conventionnels.  

 Intégrer dans la thérapie les tests d’inhibition  des Lactobacilles qui pourraient 

être exploité et utilisé comme un agent adjuvant thérapeutique pouvant 

éradiquer ces souches bactériennes pathogènes. 
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Gélose Mueller-Hinton. (https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9lose_Mueller-Hinton). 

La gélose Mueller-Hinton  est une gélose riche pour la réalisation de 

l'antibiogramme standard. 

Composition 

 Infusion de viande de bœuf : 300,0 ml 

 Peptone de caséine : 17,5 g 
 Amidon de maïs : 1,5 g 
 Agar : 17,0 g 
 PH = 7,4 

 

Préparation 

38 g par litre. Stérilisation à l'autoclave. Pour préparer ce milieu il faut peser 38g de 

poudre et la mélanger dans 1L d’eau. Il faut homogénéiser puis chauffer en agitant. Il 

faut porter à ébullition pendant environ une minute. Ensuite il faut stériliser la gélose à 

l’autoclave durant 15 minutes à 121,1 °C. 

Lecture 

Cette gélose standardisée est la gélose permettant de tester l'action des antibiotiques 

sur les bactéries. Elle peut être additionnée de sang (pour les Streptococcus), d'extrait 

globulaire (pour Haemophilus), Elle doit être coulée en boîte de façon à obtenir une 

épaisseur de 4 mm. Il existe un bouillon équivalent. 

Gélose  Columbia. ( https://fr.wikipedia.org/wiki/Columbia) 

La gélose Columbia est un milieu très nutritif pour la culture de germes exigeants. 

comme les Streptocoques ou Pneumocoques et ou Hélicobacter pylori. C’est un milieu 

d'isolement, base de gélose au sang. 

Composition 

Polypeptones : 17,0 g/L 

Peptone pancréatique de cœur : 3,0 g/L 

Amidon de maïs : 1,0 g/L  

Chlorure de sodium : 5,0 g/L 

Extrait de levure : 3,0 g/L 

Agar : 13,5 g/L 
PH = 7,3 +/- 0,2 
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Préparation 

42,5 g par litre. Stérilisation classique. 
 
Lecture 

Gélose relativement riche. Elle peut être additionnée de nombreux suppléments pour la 

rendre sélective de groupes bactériens. 

Gélose nutritive.  (https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%AGélose_nutritive). 

Gélose ordinaire est un milieu d'isolement non-sélectif. L'isolement est réalisé dans le 

but de contrôler la pureté d'une souche bactérienne pur s'il y a un type de colonie sur 

la gélose ou de purifier la souche bactérienne si elle est contaminée. 

L'isolement permet de séparer des micro-organismes différents dans un mélange qui 

pourront être ainsi étudiés individuellement. Sur cette gélose nutritive on observe le 

nombre de colonies différentes (nombre de type de colonies) et on fait une description 

des colonies isolées. 

Composition 

 Extrait de viande : 1,0g/L 

 Extrait de levure : 2,5g/L 
 Peptone : 5,0g/L 

 Chlorure de sodium : 5,0 g/L 

 Agar : 15,0 g/L 
 PH : 7,0 

 
 

Préparation 

28 g par litre  avec stérilisation à l'autoclave. 

Viande foie( VF). (https://fr.wikipedia.org/wiki/Viande_foie) 

Le milieu viande foie est un milieu de culture. Il est principalement utilisé en tube 

profond pour la détermination du type respiratoire des micro-organismes, mais aussi 

pour la culture de germes anaérobies stricts tels que les Clostridium. Pour la culture de 

ceux-ci, on peut utiliser le milieu viande foie en tube profond (composition identique 
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au milieu de détermination du type respiratoire) ou coulé en boîte de Petri (la 

composition est identique mais la concentration en agar est de l'ordre de 15 g/L). 

Composition 

 Base viande foie : 30,0 g 

 Glucose : 2,0 g 

 Agar : 6,0 g 
 PH = 7,4 

 

Préparation 

38 g par litre. Autoclavage classique. Conditionnement en tube longs et fins. 

Recherche du genre Clostridium 

Apres avoir laisser fondre de la gélose VF dans un bain mari à 90°C,  on l’ avait  

refroidie dans un bain d’eau à 45°C , puis  on a ajouté  02ml de sulfate de Sodium, et 

03ml d’ Alun de fer ammoniacal, puis mélangé soigneusement le milieu, en le  

maintenant à 45°C jusqu’au moment de l’utilisation. Les tubes contenant les dilutions 

10-1 et 10-2 issus de la solution mère, sont soumis d’abord à un chauffage à 80°C 

pendant 10mn, puis suivi à un choc thermique c'est-à-dire à un refroidissement sous 

l’eau de robinet. À partir de ces dilutions on porte aseptiquement 1ml de chaque  

dilution dans deux tubes stériles, puis on ajoute de la gélose  VF prête à l’emploi dans 

chaque tube jusqu’à ce que le tube soit complètement rempli, et puis on a laissé 

solidifier sur paillasse pendant 30mn. Apes incubation à 46°C pendant 06, 12, 24, et 

48 heures, on a constaté l’apparition des auveins noirs, et puis  la coloration noirâtre 

était étendue dans le tube. (Fig.38).  

L'absence de culture révèle des bactéries exigeantes comme les Haemophilus 

NAD dépendants. La hauteur de la culture permet de déterminer le type respiratoire : 
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 Culture sur toute la hauteur : aéro-anaérobie facultatif (AAF) 
 Culture seulement en haut : aérobie stricte (AS) 

 Culture limitée entre 0,5 et 1,5 cm du haut : micro-aérophile 
 Culture seulement 1 cm au-dessous du haut : anaérobie stricte (AnS). 

Gélose de Sabouraud.(https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9lose_de_Sabouraud 

La gélose de Sabouraud (qui doit son nom à Raymond Sabouraud) est un milieu 

d'isolement des Fungi (moisissures et levures). 

Il a été créé par, et est nommé d'après, Raymond Sabouraud en 1892. Plus tard ajusté 

par Chester W. Emmons lorsque le pH a été rapproché de la gamme neutre et la 

concentration de dextrose abaissée pour soutenir la croissance d'autres champignons. 

Le pH de 5,6 de la gélose sabouraud traditionnelle inhibe la croissance bactérienne. 

Composition 

 Peptone.................... 10 g 
 Glucose massé.............. 20 g 

 Agar-agar.................. 15 g 

 Eau distillée (qsp)........ 1 000 ml 

 vitamines et facteurs de croissance 

 pH = 6,0 

 

Gélose de Sabouraud au chloramphénicol, à la gentamicine 

Additionné de chloramphénicol à 0,5 g/l ou de gentamicine à 0,04 g/l, la gélose de 

Sabouraud empêche la croissance des bactéries (et isole donc les Mycètes : levures, 

moisissures...). 

Bouillon cœur-cervelle. (https://fr.wikipedia.org/wiki/Bouillon_c%C5%93ur-cervelle). 

Milieu polyvalent riche utilisé pour la recherche de la coagulase libre (enzyme 

thermostable des Staphylococcus permettant la formation de caillots de fibrine, 

coagulation) et la DNAse thermostable des Staphylococcus. Il peut aussi servir dans la 

recherche de streptoccocus résistant enteroccocus dans la galerie de sherman. 

Composition 

 Protéose-peptone 10,0 g 

 Infusion de cervelle de veau 12,5 g 
 Infusion de cœur de bœuf 5,0 g 
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 Glucose 2,0 g 
 Chlorure de sodium 5,0 g 

 Hydrogénophosphate de sodium 2,5 g 
 pH = 7,4 

 

Préparation 

37 g par litre. Stérilisation classique. 

Gélose Chapman. (https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9lose_Chapman). 

La gélose Chapman est le milieu sélectif des bactéries halophiles et plus 

particulièrement fermentant le mannitol. C'est un milieu semi-synthétique. Il est utilisé 

pour l'isolement des Staphylococcus. 

Composition 

 Peptone 10,0 g 

 Extrait de viande de bœuf 1,0 g 
 Chlorure de sodium 75,0 g 

 Mannitol 10,0 g 
 Rouge de phénol 0,025 g 
 Agar-Agar 15,0 g 
 Eau distillée qsp 1 Litre 

      pH = 7,4 

Préparation 

111 g par litre de milieu Autoclavage classique. 

Lecture 

 Pas de virage (le milieu reste rouge) : les colonies mannitol - car elles ne fermentent 

pas le mannitol, légère alcalinisation du milieu par l'utilisation de peptones dans 

leur métabolisme énergétique. 

 Virage au jaune du milieu : les colonies sont mannitol + car elles fermentent le 

mannitol dans leur métabolisme énergétique avec acidification du milieu. 

Remarquons que la gélose Chapman est une gélose sélective des staphylococcus. 

Dans tous les cas, les micro-organismes cultivant sur ce milieu ont mis en évidence leur 

caractère halophile. 
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Bouillon nutritif.  (www.biokar-diagnostics.fr) 

Le bouillon nutritif constitue un milieu d’utilisation générale pour un grand nombre de 

microorganismes ne présentant pas d’exigences particulières. 

Le bouillon nutritif est constitué d’un mélange de Tryptone et d'extrait de viande qui 

contribue à la croissance des microorganismes.  Le chlorure de sodium est destiné au 

maintien de la pression osmotique. 

Composition 

Pour 1 litre de milieu : 

 - Tryptone  10,0 g 

 - Extrait de viande 5,0 g  

- Chlorure de sodium5,0 g 

PH du milieu prêt-à-l’emploi à 25°C : 7,2 ± 0,2. 

 

 

Préparation 

Mettre en solution 20,0 g de milieu déshydraté (BK003) dans 1 litre d’eau distillée ou 

déminéralisée.  

 Agiter lentement jusqu’à dissolution complète.   

 Répartir en tubes ou en flacons. 

 Stériliser à l’autoclave à 121°C pendant 15 minutes. 

 

Lectures 

La croissance est mise en évidence par l’obtention d’une turbidité résultant de la 

multiplication microbienne. 

Galeries API 20E 

INTRODUCTION ET OBJET DU TEST 

API 20 E est un système standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et 

autres bacilles à Gram négatif non fastidieux, comprenant 21 tests biochimiques 
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miniaturisés, ainsi qu'une base de données. La liste complète des bactéries qu'il est 

possible d'identifier avec ce système est présente dans le Tableau d'Identification en 

fin de notice. 

PRINCIPE 

La galerie API 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les 

microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les 

réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages 

colorés spontanés ou révélés par l'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se 

fait à l'aide du tableau de lecture et l'identification est obtenue à l'aide du catalogue 

Analytique ou d'un logiciel d'identification. 

Mode operatoire 

Test oxydase 

Le test oxydase doit être réalisé selon les instructions du fabricant, il constitue le 

21ème test d’identification à noter sur la fiche de résultats. 

Préparation de la galerie 

• Réunir fond et couvercle d'une boîte d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau 

distillée ou déminéralisée [ou toute eau sans additif ou dérivés susceptibles de libérer 

des gaz (Ex : Cl2, CO2 ...)] dans les alvéoles pour créer une atmosphère humide. 

• Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boîte. (Ne pas inscrire 

la référence sur le couvercle, celui-ci pouvant être déplacé lors de la manipulation). 

 

• Sortir la galerie de son emballage. 
 
• Placer la galerie dans la boîte d'incubation. 

NOTE : API 20 E doit être utilisé avec des Enterobacteriaceae et/ou des bacilles à 

Gram négatif non fastidieux. Les microorganismes fastidieux, exigeants et nécessitant 

des précautions de manipulation particulières (ex. Brucella et Francisella) ne font pas 

partie de la base de données API 20 E. Il convient d'utiliser d'autres techniques pour 

exclure ou confirmer leur présence. 

Préparation de l'inoculum 

• Ouvrir une ampoule d'API NaCl 0,85 % Medium (5 ml) ou une ampoule d'API 

Suspension Medium (5 ml) comme indiqué au paragraphe "Précautions" de la notice 
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du produit, ou utiliser un tube contenant 5 ml d'eau physiologique stérile ou d'eau 

distillée stérile, sans additif. 

• A l'aide d'une pipette ou d'une PSIpette, prélever une seule colonie bien isolée sur 

milieu gélosé. Utiliser préférentiellement des cultures jeunes (18-24 heures). 

• Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries 

dans le milieu. Cette suspension doit être utilisée extemporanément. 

LECTURE ET INTERPRETATION 

Lecture de la galerie 

• Après incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de 

Lecture. 

• Si 3 tests ou plus (test GLU + ou –) sont positifs, noter sur la fiche de résultats toutes 

les réactions spontanées puis révéler les tests nécessitant l'addition de réactifs : 

- Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeâtre indique 

une réaction positive à noter sur la fiche de résultats. 

- Test IND : ajouter 1 goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans toute 

la cupule indique une réaction positive à noter sur la fiche de résultats. 

- Test VP : ajouter 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2. Attendre au minimum 10 

minutes. Une couleur rose ou rouge indique une réaction positive à noter sur la fiche 

de résultats. Une faible coloration rose apparaissant après 10 minutes doit être 

considérée négative. 

NOTE :  

Le test de la recherche de production d’indole doit être réalisé en dernier, car cette 

réaction libère des gaz qui risquent d’altérer l’interprétation d’autres tests de la galerie. 

Ne pas remettre le couvercle d’incubation après l’ajout du réactif. 

• Si le nombre de tests positifs avant ajout des réactifs (y compris le test GLU) est 

inférieur à 3 : 

- Réincuber la galerie 24 heures (± 2 heures) de plus sans rajouter les réactifs. 

- Révéler les tests nécessitant l'addition de réactifs (voir paragraphe précédent). 

- Pour compléter l'identification, il peut être utile de réaliser des tests complémentaires 

(se reporter au paragraphe Identification). 

Interprétation 
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L'identification est obtenue à partir du profil numérique. 

• Détermination du profil numérique : 

Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 

4 est indiquée pour chacun. La galerie API 20 E comportant 20 tests, en additionnant à 

l'intérieur de chaque groupe les valeurs correspondant à des réactions positives, on 

obtient 7 chiffres ; la réaction de l'oxydase qui constitue le 21ème test est affectée de la 

valeur 4 lorsqu'elle est positive. 

• Identification : 

Elle est réalisée à partir de la base de données (V4.1) 

* à l'aide du Catalogue Analytique : 

- Rechercher le profil numérique dans la liste des profils. 

* à l'aide du logiciel d'identification apiweb TM : 

- Entrer manuellement au clavier le profil numérique à 7 chiffres. 
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Abstract 

The present study focused on the isolation and identification of the gastric bacterial ecosystem involved in the 

pathology of B type gastritis according to Sydney classification. Isolation performed after grinding the various biopsies 

on specific selective culture media permitted a selection a set of bacteria belonging to this gastric ecosystem. The data 

were phenotypically identified, by biochemical assays use, different API galleries. The main isolated germs belong to 

the genus and species, Staphylococcus aureus, Proteus-mirabilis, and Helicobater-pylori. 
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Introduction 

The gastrointestinal tract is an ecosystem, favorable 

to exogenous microorganisms. It is managed by a 

cooperation between the gastrointestinal epithelium, 

the immune system, and the microbiota commonly 

called intestinal flora. Interactions between 

microorganisms and the host can be of three types: 

symbiosis, commensalism and pathogenicity (Hooper 

and Gordon, 2001). 

 

The microbiota of the gastrointestinal tract has been 

estimated at about 1013-1014 microbial cells 

representing 400-500 species and subspecies (Moore 

and Holdeman, 1974; Björkstén, 2004). 

 

Bacteria have specific respiratory needs, they are 

either strict aerobes requiring oxygen for their 

breathing, or strict anaerobes whose presence of 

oxygen is toxic to them, or facultative aero-anaerobes 

that can develop in the presence or absence of oxygen. 

In the absence of oxygen, either micro-aerophiles that 

develop under a low oxygen pressure, or finally aero-

tolerant anaerobes developing in the absence of 

oxygen, but they tolerate the presence of the latter in 

the medium. (Rolfe et al., 1978)  

 

The gastric microenvironment is home to acidotolerant 

and facultative anaerobic microorganisms such as 

lactobacilli, streptococci, and yeasts (Cummings et al., 

1989; Gournier-Chateau et al., 1994) 

 

The gastric ecosystem hosts a pathogenic bacterium 

called Helicobacter pylori which is recently recognized 

for its inducing power of certain gastric pathologies, 

such as gastritis, gastric ulcer, gastric lymphoma MALT 

and also gastric cancer (Mégraud, 1994).  

 

The objective of this study is to isolate, identify the 

different microbiota, and look for possible 

anaerobic bacteria coexisting with Helicobacter 

pylori, and also aerobic tolerant bacteria, and this 

from the gastric biopsies of patients, taken at of the 

gastroenterology department of Mostaganem 

Hospital, and private offices. 

After endoscopic examination, one of the biopsy 

samples is intended to undergo an examination of 

pathology to confirm the endoscopic diagnosis of 

gastritis or gastric ulcer, the other samples will be 

intended for the microbiological study. 

 

After the isolation step, biochemical tests for bacterial 

identification and the use of the different API 

galleries indicated for each of the isolated bacterial 

strains were performed.  

 

Materials and methods 

Endoscopic examination 

Biopsy specimens were taken away from treatment 

with antibiotics or antisecretory agents. The 

conditions of sterility must be respected at the time of 

sampling. The samples were taken under endoscopy 

in the antral region about 2 cm from the pylorus using 

a standard endoscope (Olympus GIFXQ 10) and a 

biopsy forceps, previously disinfected with 

glutaraldehyde and rinsed well due to inhibitory 

activity of this product on Helicobacter pylori 

(Miftahussurur and Yamaoka, 2016) 

 

(Mégraud and Lamouliatte, 1992) Four (04) antral 

biopsies were taken, which will be respectively used 

for cytology, histopathology and culture. The biopsy 

specimens are placed in sterile dry tubes containing 

saline or saline saline. 

 

Pathological examination 

The purpose of this examination is to confirm the 

endoscopic diagnosis. It allows on the one hand, to 

study the gastric mucosa and its histological 

modifications, and on the other hand to visualize the 

spiral bacteria. It was performed on histological 

sections prepared from gastric biopsies, stained with 

modified Giemsa stain, and observed at high 

magnification (Mégraud, 1995) 

 
Microbiological examinations 

Cytological examination 

This examination consists of the demonstration under 

anaerobic and aerobic conditions of the germs of 

different forms, belonging to the gastric ecological 
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niche, and which can testify to the presence of 

bacterium, by a Gram stain of the biopsic imprint. For 

this, a biopsy is deposited on a slide, then crushed 

with a second blade in order to obtain a fine and 

regular smear. The prepared smear is then dried, 

fixed, and then stained with Gram stain (Sobhani et 

al., 1991; Mégraud, 1994; Cellini et al., 1995). Then, 

the preparation is observed under a light microscope 

at low magnification (X 10) in order to visualize and 

locate the richer areas in cells, then at high 

magnification to observe the different Gram stains, 

and selectively the negative Gram spiral shapes. It is 

necessary to observe a large number of microscopic 

fields because of the sometimes inhomogeneous 

distribution of the bacteria in the gastric biopsy 

(Megraud, 1989; Mégraud and Lamouliatte, 1992) 

 
Culture and isolation  

For isolation, gastric antral biopsies are crushed in 1 

ml of nutrient broth using a sterile mortar to release 

the bacteria and then seeded in modified Columbia 

agar medium with 10% blood mutton, and this after 

successive decimal dilutions. The fresh state consists 

of depositing on a slide, a drop of the bacterial 

suspension covered by a coverslip in search of 

possible mobility of the microorganisms, the 

preparation is observed at magnification (x 40). 

(Marchal et al., 1991). After inoculation, few boxes are 

immediately incubated in a jar in a microaerobic 

atmosphere to promote the development in 

anaerobiosis, and the other boxes are put directly into 

the incubator to allow growth in aerobic at 37 ° C for 

5-7 days. The atmosphere is renewed at least every 

two days for optimal growth. 

 
Identifications 

Identification is based on the determination of 

morphological and biochemical characters 

(Cassel, 1996). 

 

Macroscopic examination 

The morphology of the colonies and their size are 

studied from the cultures obtained on the following 

media: Colombia agar or chocolate agar (Mégraud and 

Lamouliatte, 1992), (Fauchère and Rosenau, 1991). 

Microscopic examination 

It was performed on a bacterial smear, prepared from 

suspicious colonies in pure cultures, then fixed and 

stained by the Gram method. (Mégraud, 1994). 

 

Biochemical tests 

Catalase test 

Catalase is an enzyme produced in abundance by 

bacteria with a respiratory metabolism that destroys 

hydrogen peroxide and releases oxygen, (Vezina et 

al., 1991; Lacroix et al., 2000) 

 

The technique involves taking a portion of the colony 

and emulsifying in a drop of hydrogen peroxide (30 

V). The release of gas bubbles means that it has 

catalase production (Prescott et al., 2003). 

 

Oxidase test 

The oxidase assay is based on the bacterial production 

of an intracellular oxidase enzyme in the presence of 

atmospheric oxygen and cytochrome C (Vezina et al., 

1991; Lacroix et al., 2000). 

 

To determine the oxidase activity, a taken colony is 

put in a drop of oxidase reagent (Biomerieux France). 

The development of a purple color means that the test 

is positive and that the isolate has the oxidase enzyme 

(Kovács et al., 1995). 

 

Urea rapid test 

A biopsy fragment is put using a sterile loop in a tube 

containing 0.5 ml of urea-indole solution. The reading of 

the results is interpreted by a turn of the indicator 

towards red, taking place after 20 min and 24 h after 

incubation at 37° C. (Cassel-Béraud et al., 1997). 

 

Triple Sugar Iron medium (TSI) 

This method makes it possible to demonstrate on the 

one hand, the fermentation of glucose (with or 

without release of gas), lactose, sucrose and on the 

other hand, the production of hydrogen sulphate 

(H2S). It is a sloping and pellet medium by seeding a 

bacterial colony, the slope is seeded by streaks and 

the pellet by central bite, then incubation at 37C° for 
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18 to 24 hours, and this for the purpose of evaluating 

the metabolic activity of different bacterial strains, such 

as, the lactose fermentation on the slope that translates 

to yellow turn, the fermentation of sucrose which is 

also visualized by a yellow turn, the presence of gas 

that is manifested by the detachment of the pellet or 

the presence of air bubbles, and the production of H2S 

which is interpreted by a black coloring. (Marchal et 

al., 1991; Leveau and Bouix, 1999) 

 
Mannitol-mobility test. (Le Minor, 1993)  

Inoculation of the environment is realized by central 

sting with the Pasteur pipette buttoned and loaded 

with a pure ba sting cterial suspension, then put into 

oven at 37° C for 24 hours. 

 
The use of mannitol acidifies the medium which can 

be revealed by turning the pH indicator to its acidic 

(yellow) hue. 

 

If the bacterium ferments mannitol, the reaction is 

called positive(+) mannitol, on the other hand, if the 

medium turns to red, no fermentation of mannitol, 

the reaction is called: negative (-) mannitol. 

 

Fermentation of mannitol with gas production 

The presence of bubbles indicates a presence of gas, it 

is said that the reaction is called positive mannitol (+) 

with gas production. 

 

Mobility 

The immobile germs only grow at the level of the 

central sting while the mobile germs diffuse in the agar.  

 

Search for nitrate reductase 

Two (02) drops of Nit1 and Nit2 are added in the 

different tubes, if there is a red ring it is said that we 

have a positive nitrate reductase (+) reaction, but if 

there is no reaction, we will proceed to the addition of 

Zinc powder: 

 
If there is no red ring, no reaction, it is the stage of 

dinitrogen, one says nitrate reductase positive (+). 

But if there is presence of red ring, it is called nitrate 

reductase negative (-). 

Interest of API galleries 

The study of biochemical characters is based on the 

use of API galleries. 20E, 20NE, which will be used to 

perform specific biochemical tests for each isolated 

bacterium (Fabre et al., 1994) 

 

Antibiogramme 

This test makes it possible to study the sensitivity of 

isolated strains to antibiotics, this sensitivity is tested 

by the dissemination method (disk method) on 

Muller-Hinton medium (MH) supplemented with 

10% of sheep blood, using several antibiotics 

(Lozniewski et al., 1996) 

 

Bacterial Interactions 

In this section we will test the inhibitory effect of 

Lactobacillus sp., Selected against Gram-positive and 

Gram-negative bacteria found in our research study. 

The lactic strains are tested for their inhibitory power 

with respect to certain pathogenic bacteria, thus 

making it possible to determine their spectrum of 

activity (Geis et al., 1983). 

 

Results and discussion 

Endoscopy examination: (Fig, 1 and 2).  

The seat of inflammation is characteristic for each 

patient, it is either antral or fundic. The endoscopic 

diagnosis is that of erythematous gastritis with a 

congestive fundus and antrum, sometimes with 

bilious reflux.  

 

  

 

Fig. 1. Collection of a biopsy of an erythematous antrite. 
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Fig. 2. Exulcerous Antrite.  

 

Pathological examination  

Histopathological examination of microfragments 

revealed chronic atrophic gastritis, with occasional 

observation of Helicobacter pylori in the form of 

comma (,), V, and curved (Fig. 3). On the other hand, 

it has been noted in the Fig, 4 only lesions of the 

gastric mucosa in favor of gastritis, without the 

presence of the Helicobacter pylori forms. 

 

 

Fig. 3. Pathological microscopic observation of 

biopsy fragment with presence of Helicobacter pillori. 

 

    

Fig. 4. Pathological microscopic observation of 

gastric biopsy fragment (Gr X 100). 

 
Cytological examination of the biopsy 

After Gram staining of the gastric biopsy impression, 

the observation under the optical microscope at x100 

magnification reveals the presence of Gram-negative 

bacillus in the form of V (Fig, 5a), Virgule (Fig, 5b), 

curved (Fig, 5c), and cocoid (Fig 5 a, b, c).  

   

               a. Shape: V                       b. Comma form (,)                 

 

                                 c. Shape: Curved 

Fig. 5. (a, b, c). Optical microscope observation of a 

human gastric biopsy fragment, X100 magnification. 

 

Culture and isolation  

The observation in the fresh state, under the optical 

microscope at low magnification x 40, reveals that 

some bacteria are mobile, while others are immobile. 

 

Macroscopic examination  

After seeding from the different decimal dilutions from 

the crushing of human gastric biopsies, on different 

selective isolation media, and after aerobic and 

anaerobic culture in the oven at 37° C, there is an 

appearance of bacterial colonies of different diameters, 

the smallest of which can reach a millimeter (1 mm), of 

rounded and sometimes convex shape, light brown and 

dark, creamy, transparent and shiny. These macroscopic 

characters are characteristic of different colonies of 

aerobic and anaerobic bacteria (Fig. 6).  

  

Fig. 6. Anaerobic and aerobic culture of bacteria on 

solid media colombia with blood.  
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Microscopic examination  

In order to obtain pure bacteria, it was necessary to 

make several transplants, and following a gram stain, 

the observation under the light microscope at high 

magnification (x 100), revealed the presence of 

several microbiological Gram forms. Positive (+) and 

Gram negative (-) from aerobic culture (Fig 07), and 

anaerobic (Fig 08) that can be either bacilli or coccis.  

  

 

Fig. 7. Microscopic appearance of different aerobic 

isolate (S1, 2). (Isolate S1, 2 small bacilli and Gram 

negative cocobacillus).  

 

  

Isolate L2, 1 Gram-negative Bacillus in different 

aspects, in V (a), comma (b), S (c), slightly curved (d), 

and coccoid (e). 

 

 

Isolate L3 Gram (+) cocci (+), associated, grouped 

together into clusters.  

Fig. 8. Microscopic appearance of different anaerobic 

isolates (L2, 1 , L3).  

Results of the antibiogram test 

Aerobic isolates 

Table, 01 interprets the results of the antibiogram of 

aerobic bacteria isolates, S1, 2. The study of the 

sensitivity of the different bacteria tested with the 

antibiotics usually used in the therapeutic choice by 

the disk diffusion technique showed the excellent 

activity of the majority of the antibiotics used with 

respect to these bacteria (Fig, 09). 

 

The bacterium S1, 2, is sensitive to, cefoxitin (FOX) 

(12 mm), amoxicillin + clavulanic acid (AMC) 

(18mm), gentamycin (CN) (26mm), and Kanamycin 

(K) (20mm), but presents a resistance to Cefotaxime 

(CTX) (08mm), Ampicillin (AM) (09mm), and 

Nalidixic Acid (NA) (07mm). 

 

Table 1. Result of the antibiogram against aerobic 

bacteria. 

              Discs of 

antibiotic 

Aerobic  

bacteria 

CTX 

(mm) 

FOX 

(mm) 

AM 

(mm) 

AMC 

(mm) 

CN 

(mm) 

K  

(mm) 

NA 

(mm) 

S1, 2 08 12 09 18 26 20 07 

 

 

Fig. 9. Antibiogram of aerobic bacteria on Mueller 

Hinton medium (S1, 2). 

 

Anaerobic isolates  

Table, 02 interprets the results of the antibiogram 

of isolates of anaerobic bacteria, L2,1, and L3 

(L3,1), (Fig, 10).  

 

The bacterium L2.1 is sensitive to discs, Cefotaxime 

(CTX) (26mm), Cefoxitin (FOX) (12mm), Gentamycin 

(CN) (27mm), Kanamycin (K) (25mm), and Nalidixic 

Acid (NA) (22mm). It is resistant to Ampicillin (AM) 

and Amoxicillin + Clavulanic acid (AMC), respectively 

having a zone diameter of inhibition at 06 and 07 mm.  
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The L3 (L3,1) bacterium is resistant to the majority of 

discs with an inhibition zone diameter of 06 and 07 

mm, but is slightly sensitive to cefoxitin (FOX) 

(13mm) and nalidixic acid (NA) (12mm).  

 

Table 2. Result of antibiogram against anaerobic 

bacteria. 

Discs of 

antibiotic 

anaerobic 

bacteria 

CTX 

(mm) 

FOX 

(mm) 

AM 

(mm) 

AMC 

(mm) 

CN 

(mm) 

K 

(mm) 

NA 

(mm) 

L2,1 26 12 07 07 27 25 22 

L3=L3,1 07 13 07 07 07 06 12 

 

 

 

Fig. 10. Antibiogram of anaerobic bacteria on 

Mueller Hinton medium (L2, 1, L3). 

  

Inhibitory effects of lactic acid bacteria 

The interest of this test is the demonstration of 

possible antagonism existing between lactic acid 

bacteria (lactobacilli: LCA, B116, LV21 LV22) with 

respect to bacterial, aerobic and anaerobic isolates 

coexisting in the human gastric ecosystem. Table, 03, 

interprets the results of the antagonistic effect of 

lactic acid bacteria on the aerobic bacteria found in 

our research study (Fig, 11). 

 

Table 3. Result of the inhibitory effect on aerobic 

bacteria. 

 lactobacilli  

 

 Aerobic bacteria 

B116(1) 

Mm 

LV21(2) 

mm 

LV22(3) 

Mm 

LAA(4) 

Mm 

S1, 2 06 07 11 13 

The bacterium S1, 2 is sensitive to LV22 (11 mm), LAA 

(13 mm), however it is resistant to B116 (06m) and 

LV21 (07mm).  

 

 

Fig. 11. Inhibitory effect of lactobacilli on aerobic 

gastric bacteria (S1, 2).  

 

Table, 04, interprets the results of the antagonistic 

effect of lactic acid bacteria on anaerobic bacteria. 

(Fig, 12). 

 

Table 4. Result of the inhibitory effect on anaerobic 

bacteria. 

  lactobacilli  

Anaerobic 
 bacteria 

B116(1) 

Mm 

LV21(2) 

Mm 

LV22(3) 

Mm 

LAA(4) 

Mm 

L3= L3, 1 09 08 10 17 

L2, 1 09 10 11 13 

 

The bacterium L2, 1 is slightly sensitive to B116 

(09mm), sensitive to LV21 (10mm), to LV22 (11mm) 

and LAA (13mm). 

 

The bacterium L3 is slightly sensitive to B116 

(09mm), resistant to LV21 (08mm), but sensitive to 

LV22 (10mm) and LAA (17mm).  

      

Fig. 12. Inhibitory effect of lactobacilli on gastric 

anaerobic bacteria (L2, 1, L3). 
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Criteria for identification 

The identification of the isolates was performed 

against certain criteria obtained from the results, 

which are respectively related to the macroscopic 

appearance of the colony of the bacterium, the gram 

stain, the biochemical characteristics and the 

resistance phenotype. Antibiotics, the other 

biochemical characters being generally studied from 

API 20 NE, and API 20 E.  

 
Anaerobic bacteria 

The isolate L2, 1 

The set of results that were found in the table, 05, 

directs us towards a pre-identification of the L2, 1 

isolate as Helicobacter pylori. In parallel with the 

results of the table, 06 (biochemical tests), it was found 

that the table, 07 groups the phenotypic characteristics 

of the isolate L2, 1, in favor of Helicobacter pylori, 

referring, respectively, to the anatomopathological 

examination, cytological biopsy fragment in the fresh 

state, and microscopic study of the bacterium.  

 

The results of the isolate L3 (L3, 1), grouped in Table 07, 

point to the genus Staphylococcus. In parallel with this 

phenotypic aspect, the yellow coloration in Chapman 

medium, and the positivity of the coagulase test adopt 

the strain Staphylococcus aureus for this isolate.  

 

Table 5. Result summarizing the identification criteria for isolate L2, 1. 

Critères 
 

Anaerobic 
isolate 

Gram mobility catalase oxydase Uréa indole mannitol 
Respiratory 

type 
Others 

L2, 1 
Gram 

negative 
mobile + + + + + microaerobic 

Lactose(-) 
sucrose (-) 

H2S(+) 
Gas (–) 

Nitrate(+) 

 

Table 6. Result of the identification of Helicobacter pylori. 

Criteria 
 
 

Isolate 
 

Optical microscope observation (x 100) 
ASPECT mobility catalase oxydase Uréa 

Respiratory 
type 

Pathology Fresh state Microscopic 

L2, 1 

V 
Y 
 
 
 

Figure :3 

V 
Incurved 
comma(,) 

 
 

Figure :5 

V 
S 

Incurved 
comma(,) 

 
Figure : 08 

mobile + + + microaerobic 

The isolate L3 = L3, 1 

 

Table 7. Result summarizing the identification criteria for isolate L3= L3, 1. 

Tests 

 

Anaerobic 

isolate 

Gram mobility catalase oxydase Urea indole mannitol 
Chapman 

culture 
coagulase 

Respiratory 

type 
others 

L3= L3, 1 

 

Cocci 
gram 

+ 
 

Immobile + - + + + + + 
Optional 
anaerobic 

air 

Lactose 
+ 
 

Gas 
- 
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Aerobic Bacteria 

The isolate S1, 2  

The set of results, grouped in the table 08, parallel to those obtained by the api20E gallery, made it possible to 

identify the isolate S1,2 as Proteus mirabilis: 7323000.  

 

Table 08. Result summarizing the identification criteria for isolate S1, 2. 

 Tests  
 
Aerobic isolate 

Gram mobility catalase oxydase Uréa indole Mannitol 
chapman 
Culture 

coagulase 
Respiratory 

type 
Others 

 S1,2  

 

Cocobacillus 
Gram- 

mobile + - + + + - - 
Optional 

anaerobic air 

Lactose - 
sucrose - 

H2S - 
Gas – 

Nitrate - 

  
Discussion 

The realization of the gastric biopsies 

during fibroscopy followed by histological, cytological, 

culture, rapid urease test, and identification by other 

biochemical tests revealed a number of bacterial strains 

belonging to the gastric ecosystem. 

 

In our research study we isolated several bacteria but 

the most considered are, Helicobacter pylori, Proteus 

mirabilis, and Staphylococcus aureus and 

are therefore predominant in the gastric 

microenvironment. Their presence at the gastric level 

is justified by their resistance to high gastric acidity 

by their secretion of a strong urease. Nevertheless, 

this is not the case of the strain Staphylococcus 

aureus which, despite having a negative urease, 

resists gastric acidity and this resistance is probably 

due to a variable and powerful genetic code. 

 

These three bacterial strains secrete toxins capable of 

causing an inflammatory state in the gastric mucosa 

and thus induce their pathogenic powers that can 

generate an immune disorder to these patients.  

 

The antibiogram has allowed us to make a choice 

towards other antibiotics that have the ability to 

render through their active ingredients these sensitive 

bacterial strains, which may lead to inhibition or 

weaken the effect of toxins secreted by these bacteria. 

 

The use of the inhibition test by lactic acid bacteria 

derived from goat's milk led us to observe that the 

majority of these bacteria generally had a sensitivity 

towards the majority of these lactic acid bacteria, and 

could thus introduce it as a dietary supplement in 

combination with conventional treatment in the case 

of Gastritis B. 

 

Bacteria ingested during meals have limited survival 

in the stomach (Vincent, Vachée, & Leclerc, 1995) 

with the exception of those that pass quickly through 

the stomach or that are resistant to gastric pH 

(Savage, 1977). Indeed, the cases of Streptococcus 

entericus, bacterial colonization of the stomach by 

species of aerodigestive origin (Streptococcus, 

Lactobacillus, Staphylococcus, Bacteroides, 

Bifidobacteria ...), and occasionally enterobacteria, 

pyocyanic bacilli and yeasts (candida), may be due to 

age-related hypochloridemia, antisecretory treatment 

or surgery (Vagotomy, gastrectomy); (Bishop and 

Anderson, 1960; Savage, 1977; Drasar, 1989; Vincent 

et al., 1995). 

 

The stomach, a strongly acidic medium (up to PH 2) 

where oxygen is present, hosts acid-tolerant and 

facultative anaerobic microorganisms such as 

streptococci and lactobacilli, and a microaerophilic 

Helicobacter pylori (Lamine et al., 2004). But they 

remain small (101 to 103 cfu / ml) because of the acidity 

and the intestinal motor activity which limits a stable 

colonization of the gastric epithelium. In the small 

intestine, the microbiota is composed of facultative 
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anaerobic bacteria such as streptococci, lactobacilli and 

enterobacteria and strict anaerobes such as 

bifidobacteria, bacteroids and clostridia. The flora is 

still relatively poor because of the peristalsis and the 

abundance of secretions; the density increases from 103 

to 108 cfu/ml from the duodenum to the ileum. In the 

colon, the microbial flora is more and more varied and 

abundant (1012 cfu/ml). It is dominated by anaerobic 

bacteria (Bacteroides 1011 per stool gram, 

Bifidobacterium, Clostridium) while facultative 

anaerobic bacteria (such as lactobacilli) disappear 

almost completely (O’Hara and Shanahan, 2006). 

 

The human microbiota is distributed mainly in the 

oral cavity and along the digestive tract but it is in the 

distal part of the digestive tract that the bacteria are 

in greater numbers. They are arranged according to a 

growing oro-anal gradient with maximum microbial 

richness in the distal colon. There would be a total of 

1014 bacteria in the digestive tract, which is 10 to 20 

times the total number of cells in all tissues of the 

body (Suau et al., 1999).  

 

S1,2 isolate (aerobic) 

The overall results, had identify S1.2 isolate as 

Proteus mirabilis: 7323000. This strain is the usual 

host of digestive tract of man and animals. The strain 

Proteus mirabilis exhibits the general characteristics 

of Enterobacteria, it is an optional aeroana 

bacterium, fermenting glucose with gas production, 

H2S positive, oxidase negative, catalase positive, has 

a nitrate reductase, (Archambaud et al., 2015). 

 

Bacteria belonging to the species Proteus mirabilis, 

have a morphology of gram-negative rod-shaped 

bacilli, generally very mobile, polymorphic, 

measuring from 0.4 to 0.8μm in diameter over 1.0μm 

to 80μm in length, very alternately flagellated 

between vegetative swimmers and hyper-flagellate 

teeming cells (Belas et al., 1991). Proteus mirabilis 

has the ability to elongate and secrete a 

polysaccharide when in contact with solid surfaces, 

making it extremely mobile on items such as medical 

equipment. It is characterized by its motility of 

swarming, its ability to ferment maltose and its 

inability to ferment lactose (Liu, 2009). 

 

Proteus mirabilis requires an environment with 

high alkalinity. A suitable medium for Proteus 

mirabilis must have a pH greater than (Frasca et al., 

2008). Nevertheless, it was found in our study, that 

this bacterium had presented a positive urease 

following the urea indole test, allowing it to develop 

a favorable environment to adapt to the acidic PH 

gastric environment. 

 

Urease is very important in the pathogenesis of 

Proteus mirabilis, this enzyme is composed of UreA, 

UreB, UreC trimers (Jones and Mobley, 1988) and a 

nickel co-enzyme, which catalyzes the formation of 

kidney stones and bladder (Coker et al., 2000; 

Armbruster et al., 2018). 

 

On the other hand, Proteus mirabilis secretes 

hemolysin which is cytotoxic for epithelial cells of the 

urinary tract (Silver and Misra, 1984). This hemolysin 

can induce by its toxicity a cellular disorder and cause 

an inflammatory state in the gastric mucosa, and this 

thanks to its adaptability due to its ability to secrete 

urease enzyme.  

 

L2.1 isolate (anaerobic) 

The detection of urease by the indole- urea test is 

favorable for the presence of the bacteria (Baumer et 

al., 1992). This enzyme, an essential characteristic of 

Helicobacter pylori hydrolyzes the urea normally 

present in the stomach in ammonia and carbon 

dioxide. The ammonia released neutralizes the 

bacterial microenvironment by protecting it from 

gastric acidity (Mégraud and Lamouliatte, 1992). 

 

The speed and intensity of the reaction depend on the 

time of the transfer and the bacterial density (Sobhani 

et al., 1991) (Mégraud and Lehours, 2007; Werme et 

al., 2015). In the case of the reaction of isolate L2,1 

with indole urea, the transfer time to the pink color is 

obtained at 20 minutes.  
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similar to our results (Mégraud and Lamouliatte, 

1992; Fennerty, 1994) obtained positive reactions in 

20 minutes in patients suffering from a 

gastroduodenal disease, thus making this speed as a 

very favorable index in the meadow identification. 

 
Nevertheless, about 80% of the cases studied 

(Delchier et al., 1996) observed a positivity of urease 

in the first half hour. 

 

In addition, the positive transfer of the coloration is a 

function of the bacterial load in the indole urea 

medium, that is to say depends on the number of 

bacteria present in the biopsy which is of the order of 

105 bacteria (Megraud et al., 1991; Lamouliatte, 1993; 

Danquechin Dorval et al., 1994; De Korwin, 2003) On 

the other hand, the presence of Helicobacter pylori 

can not be established solely by the positivity of the 

indole urea test, however, the identification must be 

coupled by other tests (Delchier et al., 1996) 

 

Following the cytological examination of a biopsy 

fragment smear, the presence of a characteristic 

morphology specific to Helicobacter pylori was found 

(Fauchère and Rosenau, 1991). Our cytological 

examination confirms the presence of gram-negative, 

curved, V, S, comma and sometimes cocoid and 

slightly spiral bacilli for isolate L2,1. The presence of 

these forms in biopsy impressions has already been 

reported by (Mégraud and Lamouliatte, 1992; 

Mégraud, 1995; Cassel-Béraud et al., 1997) 

 

This examination demonstrates the presence of a 

characteristic morphology of Helicobacter pylori and 

confirms its particular location (de Mascarel et al., 

1989; Mégraud, 1995). At the same time, this 

technique has been confirmed by (de Mascarel et al., 

1989; Megraud et al., 1991; De Korwin, 2003) 

 
This gastric localization only confirms the presence of 

Helicobacter pylori at the level of the epithelium of 

this organ, highlighting the contact relations between 

this bacterium and the gastric epithelial cells, 

preferential site of Helicobacter pylori and confirms 

its membership in mucous bacteria digestive 

(Lamouliatte, 1993; Danquechin Dorval et al., 1994; 

Mégraud and Lehours, 2007) 

 

Bacteriological culture is a key tool in the 

identification of Helicobacter pylori, as well as the 

antibiotic susceptibility test, but it requires special 

attention (De Korwin, 2003) 

 

The isolation of Helicobacter pylori requires a 

microaerobic culture (Campy-pack system) in a culture 

medium enriched with blood, serum or starch(Sobhani 

et al., 1991; Fennerty, 1994; Fabre et al., 1994). For this 

purpose, we used isolation media with added blood, 

such as Columbia agar, to which blood was added. This 

was demonstrated by the Graham team using an agar 

medium, enriched with 7% horse blood to treat gastric 

biopsies (Hachem et al., 1995) 

 

Once the bacterium was isolated, we proceeded to the 

study of the identification of the L2.1 isolate which is 

based on morphological characters (macroscopic, 

microscopic) and biochemical (Megraud et al., 1991; 

Mégraud and Lamouliatte, 1992; Lamouliatte, 1993; 

Mégraud, 1995; Mégraud and Lehours, 2007). The 

particular appearance of Helicobacter pylori 

facilitates its identification (Mégraud and 

Lamouliatte, 1992) and these traits specify the species 

of Helicobacter pylori (Megraud, 1989; Mégraud, 

1994, 1995; Mégraud and Lehours, 2007) 

 
Microscopic observation of the L2.1 isolate revealed a 

Gram-negative bacterium with characteristic 

Helicobacter pylori forms. At the same time, 

(Mégraud, 1994) confirmed the Gram-negative nature 

of this bacterium. On the other hand, the existence of 

variable cell forms (curved, comma, C-shaped, V or 

S), do strengthen this particular morphology of 

Helicobacter pylori (Fauchère and Rosenau, 1991; 

Mégraud, 1994). 

 
It has been found in biochemical tests that the L2.1 

isolate has a positive oxidase, catalase and urease. The 

positivity of these three biochemical characters 

directed us towards a pre-identification of Helicobacter 

pylori (Megraud, 1989; Fauchère and Rosenau, 1991; 
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Sobhani et al., 1991; Mégraud, 1994) (Perry et al., 

2006; Medouakh and Bensoltane a, 2011) 

 

According to (Samuels et al., 2000) the irregular 

distribution of bacteria in the gastric mucosa may 

adversely affect the appearance of colonies in culture 

media and may therefore contribute to false negative 

results. Helicobacter pylori (isolate, L2,1) was found 

to be resistant to the antibiotic disk Amoxicillin + 

clavulanic acid (AMC) with a diameter of the 

inhibition zone equal to 07 millimeters (mm). 

 

Resistance to metronidazole and sometimes to 

clarithromycin poses many problems in contrast to 

amoxicillin and tetracycline, antibiotics which only 

exceptionally give resistance (De Korwin, 2003). 

 

L3 = L3, 1 isolate (anaerobic) 

This bacterium has been recognized as 

Staphylococcus aureus presenting as a hull in 

clusters, Gram positive and catalase positive. Its 

carotenoid content gives it a golden color at the origin 

of its name (George Y et al., 2005). The species 

Staphylococcus aureus is commensal of the man, it is 

present in 15 to 30% of the so-called healthy carriers 

in whom it has a role of ecological protection, and 

turns out opportunistic pathogen in certain places or 

in certain circumstances. Staphylococcus aureus has 

pathogenic powers, including an invasive ability, 

ability to multiply and spread in the body, and a toxic 

power, ability to develop a toxin by the bacterium that 

has both toxic and antigenic in the host (Joël, 2017). 

 
Staphylococcus aureus is found in about 27% of 

healthy individuals in the nasal cavity, in the 

gastrointestinal tract, and in lesser amounts on the 

skin and other mucous membranes. It is also found in 

small amounts in the digestive tract and often in the 

perineum (Leyden et al., 1974) 

 
Conclusions 

The aim of this current work is to make a state of 

gastric environment concerning the bacteria isolated 

from gastric biopsies, co-existing with Helicobacter 

pylori in the case of Gastrite B. 

The identification of pathogenic bacteria, including 

Helicobacter pylori, was carried out by methods 

requiring the performance of human gastric biopsies, 

among which we mention the rapid urease test, the 

cytological examination, the histological examination, 

culture, and the use of API Galleries. 

 

The culture remains the reference diagnostic method 

because it allows on the one hand an isolation of 

Helicobacter pylori and identification of bacteria such 

as Staphylococcus aureus, Proteus-mirabilis. And on 

the other hand the study of antibiotic sensitivity for 

an effective treatment allowing the eradication of 

Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, and 

Proteus-mirabilis. 

 

In parallel, the identification of these bacteria isolated 

from gastric biopsies was made on the basis of their 

morphological, biochemical characters, and API 

galleries. Phenotypic criteria are still important today 

for the classification of these isolated bacteria in 

research study. 

 

Lactobacilli are known for their antibacterial effect 

and therefore they have the ability to protect humans 

against pathogenic bacteria. 

 

In the case of our research study, lactobacilli could 

therefore be exploited and used as a therapeutic 

adjunctive agent to eradicate infection with 

l’Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, and 

Proteus-mirabilis identified from biopsies of patients 

with gastritis type B. 
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RESUME

La présente étude repose surtout sur les prélèvements biopsiques et les cultures, et a porté sur

l’isolement et l’identification de l’écosystème bactérien gastrique et intestinal impliqué d’une part dans

la pathologie de la gastrite de type B et d’autre part dans la maladie de Crohn et la Rectocolite

Hémorragique. Au cours de l’observation microscopique à la coloration de Gram, dans le cas de la

Gastrite B, on avait observé, et suite aux tests biochimiques et la réaction de polymérisation en chaîne

(PCR) que les bacilles à Gram négatifs étaient surtout considérés par les genres et espèces,

Hélicobactere pylori et Proteus mirabilis, secondairement par les bacilles à Gram positifs représentés

par Bacillus cereus, et Lactobacille sp et en dernière position par les coccis à gram positifs identifiés

comme étant Streptococus entericus, et puis Staphylococus aureus. En parallèle dans le cas de la

maladie de Crohn et de la Rectocolite Hémorragique, l’identification par la coloration de Gram est

majoritairement représentée par les bacilles à Gram positifs identifiés comme étant Clostridium

difficile et Bacillus subtilus, et par les bacilles à Gram négatifs considérés par les Enterobacter cloacae.

Mots clés :

Biopsies; Culture; Isolement; Tests biochimiques; Bacilles; PCR; Identification; Gastrite; Crohn;

Rectocolite Hémorragique.
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