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Résumé :

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire intestinale chronique qui touche tout
le tube digestif. Pour cela ce travail a pour but d’identifier les aspects histopathologiques de la MC sur
une piece de résection colique et sur des biopsies intestinales avec coloration topographique HE, et de
déterminer les bactéries pathogenes responsables de la MC.

Les biopsies prélevées par endoscopie basse permettent de visualiser 1’inflammation chronique
chez 15 patients Algériens ; I’observation microscopique des biopsies intestinales et de la piece de
résection colique indique la présence surtout d’ulcération fissuraire, granulome inflammatoire
polymorphe et follicule lympho-plasmocytaire.

Mycobacterium avium paratuberculosis suspecte d’€tre 1’agent causal de la maladie a été trouvé
chez deux patients, observation réalisée sur des frottis des biopsies broyées apres coloration de Ziehl
Neelsen. La culture des biopsies intestinales et des selles révele la présence des bactéries inhabituelles
comme . Salmonella spp, Proteus mirabilis, Klebsiella Spp, dont E.coli est la plus dominante.

Mots clés: maladie de Crohn, Granulome inflammatoire, Follicule lympho-plasmocytaire,
Endoscopie basse, Mycobacterium avium paratuberculosis, E.coli, Salmonella Spp.

Abstract:

Crohn’s disease is an inflammatory chronic bowel disease, which affects all digestive tract. For
this reason this work aims to identify the histopathological aspects of CD on a piece of colonic
resection and intestinal biopsies with topographic HE staining, and determine the pathogenic bacteria
responsible of CD.

Biopsies taken by lower endoscopy visualize chronic inflammation in 15 patients Algerians,
microscopic observation of intestinal biopsies and colonic resection specimen indicates the presence
especially of fissured ulceration, polymorphic inflammatory granuloma and lympho-plasmocytic
follicle.

Mycobacterium avium paratuberculosis suspected of being the causative agent of the disease
was found in two patients observation performed on smear crushed biopsies coloring with Ziehl
Neelsen. The culture of intestinal biopsies and stool reveals the presence of unusual bacteria like:
Salmonella spp, Proteus mirabilis, Klebsiella Spp, E.coli which is dominant.

Keywords: Crohn’s disease, polymorphic inflammatory granuloma, lympho-plasmocytic follicle,
lower endoscopy, Mycobacterium avium paratuberculosis, E.coli, Salmonella Spp.
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Introduction

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de l'intestin
(MICI) pouvant affecter tout le tube digestif, de la bouche a l'anus, le plus souvent 1’iléon et le
colon (Weiming et al., 2015) Son atteinte est transmurale, se définissant par une atteinte
muqueuse pouvant s'étendre a toutes les couches de la paroi. Son diagnostic repose sur un
faisceau d'arguments cliniques, biologiques, endoscopiques et histologiques. Elle évolue par
poussées, entrecoupées de rémissions, et peut se compliquer de sténoses, d'abces et de
fistules. Le but du traitement est de cicatriser les 1ésions avant la survenue de complications

irréversibles (Klotz et al., 2015).

La maladie de Crohn a une prévalence élevée dans les pays développés avec un gradient
décroissant du nord vers le sud. Elle touche 80 000 sujets en France. Son incidence est de 6 a
8 nouveaux cas pour 100 000 habitants par an. Elle atteint plus volontiers les femmes, avec un
sex-ratio de 1,2. Le pic de fréquence se situe entre 20 et 30 ans, mais elle peut survenir a tout

age « notamment chez I'enfant et le sujet agé » (Neorgard et al., 2014).

Un certain nombre des théories concernant I’étiologie de la MC ont été proposés tels
que le régime alimentaire, les infections et d’autres facteurs environnementaux non identifiés
et la dérégulation immunitaire, tous travaillant sous I’influence d’une prédisposition

génétique, ont été consideres avec suspicions (Chamberlin ez al., 2007).
Les objectifs de ce travail visent :

e A représenter les aspects histopathologiques de la MC sur une piece de résection
colique et sur des biopsies intestinales avec une coloration topographique HE.

e A mise en place des bactéries pathogénes comme agents causales
(Mycobactérium avium paratuberculosis, E.coli).

e A déterminer la présence d’une corrélation entre la maladie et I’exposition aux
infections par des bactéries inhabituelles particulicrement les pathogene

(Salmonella, Shigella, Streptococcus pyogenes, Klebsiella).
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1. Définition

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique humaine non
spécifique de I’intestin qui touche le plus souvent I’iléon distal et le colon mais qui peut se
produire aussi & n’importe quel niveau du tube digestif, de la bouche a 1’anus et a la région

périanale (Hermon-Taylor et Bull, 2002; Chacon et al, 2004).

Cette maladie doit son nom a la description en 1932 par Crohn, Ginzburg et
Oppenheimer de huit cas d’iléite régionale distinct de cas de tuberculose intestinale. La
maladie de Crohn est caractérisée par 1’alternance des phases de rémission qui peuvent étre
trés longues, et des rechutes plus ou moins séveres, nécessitant une ou plusieurs interventions
chirurgicales chez une grande proportion des patients (Rubery, 2001; Munkholm et Binder,
2004 ; Sandborn, 2004).

2. Epidémiologie
2.1. Descriptive

Cette maladie touche généralement des patients au début de leur vie, son incidence était
le plus élevé dans la tranche d’ ge del5 a 24 ans (Chacon et al., 2004 ; Grant, 2005).Un
second pic d’apparition de la maladie, moins marqué que le premier pic concerne les
personnes de 55 a 65 ans (Chacon et al., 2004).Cependant, la maladie peut se déclarer a tout
age (Grant, 2005).Selon les auteurs, I’incidence de la MC et 1égerement plus élevée chez les

femmes (Molinie et al, 2004).Plus fréquents dans les pays occidentaux(Aranda et al., 2009).
2.2. Analytique

L’épidémiologie analytique de la MC n’est pas bien connue, seule 1’intervention d’un
facteur de risque génétique a pour I’instant été¢ prouvée, ainsi la mutation du géne NOD2
(domaine d’oligomérisation des nucléotides) conféré une sensibilité¢ a la MC elle pourrait
prédisposer a I’infection humaine par Mycobactérium avium paratuberculosis« Map » (Hugot
et al., 2001). L’exposition a la fumée de cigarette pendent 1’enfance pourrait aussi augmenter

le risque de la MC (Andus et Gross, 2000).
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3.Etiologie

L’étiologie de la MC comme celle des autres maladies intestinales chronique
inflammatoire (MICI) est inconnus, méme si I’on admet généralement qu’elle est complexe et

multifactorielle.

3.1. Susceptibilité génétique a La MC
3.1.1. Mise en évidence d’une prédisposition génétique

Prés de 20% des patients atteints de MC ont un parent attient d’une forme de MICI, le
plus souvent un frére ou une sceur, parfois un parent ou un enfant (Anonyme, 2003). Le
risque de développer la MC est 30 fois plus élevé pour le frére ou la sceur d’un malade que
pour une autre personne (Van Heel ez al., 2001). Selon Russell ez Satsangi en 2004 36% des
jumeaux monozygotes et 4% des jumeaux dizygotes sont concordant vis-a-vis dela MC alors

que cette concordance est de 16% et 4% pour la colite ulcérative.

3.1.2. Recherche de loci associe a la MC

La recherche systématique dans le génome humain de tous les loci de susceptibilité est
maintenant réalisable dans les affections polygéniques, elle a été utilisée avec succes pour la
MC (Sanco/B3/R16/2000). Les régions chromosomiques 16q, 12q, 1p, 1q, 3p, 39, 5p, 6p, 79,
14q et 19p pourrait étre spécifiquement associées a la MC (Cho, 2000). Le géne de
susceptibilité localisé sur le chromosome 16 est le géne, qui code une protéine dénommée
CARDI15avec deux domaines de recrutement de la caspase et une région riche en leucine

(Chacon et al., 2004).

Le risque de développer la maladie est augmenté de 1,5 a 4,5 fois chez les sujets
possédant une copie mutée de ce gene et de 15 a plus de 42 fois chez les sujets homozygotes

ou hétérozygotes avec deux alleles mutés (Van Heel et al., 2001 ;0gura et al., 2003).
3.1.3. Autres génes impliqués

La présence d’'un geéne de susceptibilité sur le chromosome 5, en 5q31 a été établie
récemment, un haplo-type de ce chromosome associer a un certain groupe des cytokines et
conférant une susceptibilité a la MC a été identifi¢ par cartographie des déséquilibres des

liaisons (Rioux ef al., 2001), d’autres génes de régulation immunitaire ont €té associés aux
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MICI, parmi lesquels ’allele R241 de la molécule d’adhésion intercellulaire avec la recto-

colite hémorragique (RCH) et MC (Braun et al., 2001).
3.2. Intervention des facteurs environnementaux
3.2.1. Hypotheses étiologiques infectieuses

a. Agents infectieux pathogénes: Un agent infectieux chronique pourrait étre
responsable de [1’activation soutenue de I'immunité muqueuse (Klein, 2006) :
Klebsiella spp, Chlamydia spp, Eubacterium spp, Peptostreptococcus spp, Bacteroides
fragilis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Campylobacter jejuni,
Campylobacter faecalis, Listeria monocytogenes, Brucella abortus, Yersinia
pseudotuberculosis, Yersinia enterocolitica, Mycobacteria Spp, Helicobacter pylori et

Pseudomonas spp.

Du fait I’importance grandissante accordée a la transmission des maladies
infectieuses de 1’animal a ’homme et de I’évolution chronique de la MC tout comme
celle de la Iepre et de tuberculose ; la possibilité que Map joue un rdle dans 1’étiologie

de la MC a été considérée avec attention (Rubery, 2001).

b. Role de la flore intestinale normale : Chez des modéles animaux, la maladie
inflammatoire est produite par les bactéries commensales de la flore intestinale
normale, cultivable ou non, plus que par les bactéries pathogeénes, on peut donc

supposer qu’il en va de méme chez I’homme (Sartor ez al., 1996 ; Shanahan, 2002).
3.2.2. Hypotheses étiologiques non infectieuses

* Fondement : L’influence de I’environnement sur la MC est probable du fait des
changements dans 1’épidémiologie de cette maladie (Gould e al., 2004 ; Shanahan ,
2004), une explication plus probable est que les conditions environnementales

interviennent dans la régulation de I'immunité (Gould et al., 2004).

* Mode de vie et exposition aux micro-organismes : Il est possible que les genes
conférant la résistance aux maladies infectieuses dans un environnement riche en
micro-organismes deviennent des facteurs de risque d’une réponse immunitaire
excessive dans un environnement moderne et quasiment « aseptisé¢ » (Gould et al.,

2004). La MC pourrait ainsi €tre une hypersensibilit¢ immunitaire a des stimuli
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intestinaux geres normalement par la plus part des gens comme certains aliments ou
les bactéries de la flore intestinale normale (Rubery, 2001). Autres facteurs
environnementaux comme la fumée de cigarette ont une influence sur la réponse

immunitaire locale dans la MC (Andus et Gross, 2000).
3.3. Réponses immunitaires anormales

La théorie d’un mécanisme immunitaire est basée sur le concept que les manifestations
extra-intestinales accompagnant les MICI sont des phénomeénes auto-immuns (Chacon et al.,
2004), parmi lesquelles les arthrites (Hodgson ez al., 1997), les patients atteints de la MC
possédant des anticorps dirigés contre les cellules du colon, contre des antigenes bactériens
comme les lipo-polysaccharides (LPS) et contre les antigénes étrangers comme les protéines
du lait de vache (Van Den Bogaerde ef al., 2002), Les cytokines pro-inflammatoires sont a
un niveau élevé dans la MC il serait intéressant de réaliser leur mesure en pratique, il se peut

qu’elles soient corrélées a 1’activité de la maladie (Chacon et al., 2004) .

Des études sur des patients et sur des modeles murins ont montré que la MC était
associée a une réponse immunitaire de type Lymphocytes T auxiliaires (Thl) (Okazawa et
al.,2002), les cellules dendritiques pourraient jouer un réle important dans cette réponse
lymphocytaire T anormale car les patients atteints de MC ont un nombre ¢levé des cellules
dendritiques possédant un facteur d’adhésion particulier et de cellule dendritique avec
récepteur CD38 (Cluster of differentiation) (Tevelde ez al., 2003), I’implication de ce facteur
d’adhésion qui est le récepteur a la leptine peut aussi étre en faveur d’une hypothése
infectieuse, car certains agents pathogénes comme Map , se lient aux cellules dendritiques sur
ce récepteur pour fausser le processus normal de présentation d’antigene « AG »(Geijtenbeek

etal .,2003).
4. Pathogénie
4.1. Mécanisme pathologique proposé

Il est probable que la pathogénie de la MC mette en jeu une interaction entre des
facteurs génétiques et des facteurs environnementaux, mais le mécanisme responsable de
I’initiation de I’inflammation chronique de I’intestin reste inconnu, tout comme 1’étiologie
exacte de cette maladie (Sanco/B3/R16/2000). Sans préjuger de la nature de 1’agent

étiologique, trois théories concernant le mécanisme de cette maladie sont citées actuellement.
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La réaction a une infection intestinale persistante, 1’existence d’une barriére intestinale
perméable aux AG lumineux, comme les bactéries ou les aliments on ne se réparant pas assez
rapidement, et la perte de la régulation de la réponse immunitaire de 1’hdte envers des AG

ubiquistes (Sartor et al., 1996).
4.2. Role de NOD2/CARDI15

La protéine CARD15, pour laquelle code le géne NOD2, est impliquée dans la réponse
initiale de systéme immunitaire a une infection bactérienne et exprimée dans les seuls
monocytes (Hugot ef al., 2001 ; Ogura et al., 2001), sa région riche en leucine est essentielle
a ’interaction avec les polysaccharides bactériens (Ogura et al., 2001) ont suggéré que ce
processus passait par une reconnaissance du LPS par des récepteurs Toll-Like, la mutation de
CARDIS5 pourrait provoquer une susceptibilité accrue des patients la possédant envers
certains microorganismes intestinaux, ces ¢léments suggerent que la réponse immunitaire
innée a des composants bactériens joue un rdle dans le développement de la maladie (Hugot

et al., 2001 ; Ogura et al., 2001).

NOD2 pourrait également jouer un autre role dans les cellules épithéliales intestinales,
celui de permettre la destruction directe des bactéries intracellulaires (Hisamatsu et al.,
2003). II a été identifié aussi dans les cellules de paneth de I’intestin ce qui suggéré un role
dans la régulation de la réponse immunitaire de ces cellules contre les bactéries intestinales

(Ogura et al., 2003).

4.3. Immuno-pathologie

Les études immunologiques récentes ont cependant ciblés les anomalies des profils de
sécrétion des cytokines par les Lymphocytes T (LT) qui contribuent a différencier la MC des
autres MICI, ces profils sont représentés sur la « figure 01 », dans 1’intestin humain normal
les deux voies Thl et Th2 coexistent avec des cytokines régulatrices émises par les
populations Thl et Th3 (Shanahan, 2002), dans la MC, les cellules Thl stimulées par
I’interleukine12 (I’IL12) prédominent alors que normalement les voies Thl et Th2
s’équilibrent (Shanahan, 2002 ; Okazawa et al., 2002), I’IL12 est produite par les cellules
présentatrices d’antigénes (CPA)au contact des bactéries (Shanahan, 2002), ces cellules Thl
produisent des cytokines pro-inflammatoires, les IL-1,2,6, Tumor necrosis factors (TNF-a) et
I’interféron vy, des chémokines et activent ainsi I’immunité cellulaire par 1’intermédiaires des

macrophages dont les métallo-protéases créent les 1ésions (Okazawa et al., 2002 ; Shanahan,
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2002), la TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire clé dans le développement des Iésions et
I’entretien de la sécrétion d’interféron-y par les Th1 (Sanco/B3/R16/2000) les niveaux d’IL6

corrélés a la sévérité de la maladie (Louis ez al., 1997).

La production des cytokines pro-inflammatoires comme 1I’'IL-10, IL-13 et IL-4n’est pas
suffisante pour contrer la tendance pro-inflammatoire de la réponse immunitaire d’autant plus
que les cellules T activées résistent mieux a [’apoptose aprés stimulation par I’'IL-6,
I’accumulation de ces cellules T activées responsable de la chronicité de la MC (Shanahan,
2002), il faut noter que la réponse Thl est celle qui est mise en ceuvre contre les bactéries
intracellulaires « mycobactéries », cette réponse continue pourrait &tre une réponse chronique
mais inappropriée aux mycobactéries, incapable de les éradiquer mais Iésant la muqueuse

(Shanahan ,2002).
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Figure 01:Comparaison des profils des cytokines chez I’humain normale et lors de MC

d’apreés (Shanahan, 2002).
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5. Symptomes
5.1. Symptomes digestifs généraux

Les symptomes majeurs de la MC qui sont présentés chez plus de 70% des patients au
moment du diagnostic sont les diarrhées chroniques et les douleurs abdominales (Munkholm
et Binder, 2004). Les diarrhées chroniques sont intermittentes et généralement non
hémorragique lors de MC (Fridman et Bulumberg, 1999). Associée a des douleurs
abdominales, a de la fievre, de I’anorexie, de la fatigue et une sensation de malaise, une perte
de poids pouvant aller jusqu’a 10 au 20% et une masse ou une distension du quadrant
abdominale inferieur droit (Rubery, 2001). La masse correspond a des anses intestinales

enflammées et des nceuds lymphatiques hypertrophier.

Trois types de formes cliniques de MC pouvant étre distinguées: les formes
inflammatoires, les formes sténosantes et les formes fistuleuses (Gashe er al.,
2000).L’évolution de la maladie passe de la forme inflammatoire a 1’'une des deux autres
formes précédentes (Munkholm ef al., 2004). La phase inflammatoire est caractérisée par
une douleur et une sensibilité du quadrant abdominale inferieur droit, mimant une appendicite
lorsqu’elle est aiguée (Sanco/B3/R1¢/2000). L’obstruction intestinale partielle est causée par le
gonflement de la paroi et de la sténose cicatricielle de I’intestin, elle se traduit par des
douleurs postprandiales, des colites séveres lors de rétrécissement de diarrhée ou constipation
des vomissements et de distension de I’abdomen (Friedman et Blumberg, 1999). Les abces
et fistules abdominales observé a des stades avancés causent de la fiévre, des masses
abdominales, douleurs et affaiblissement généralisé (Sanco/B3/B1¢/2000). Les fistules peuvent
étre entero-entérique, entero-vésicales, entero-vaginale, entero-cutanées ou rétro-péritonéales,

formant des abces du psoas (Anonyme, 2003).

La jéjuno-iléite diffuse, avec inflammation et obstruction, cause de stéatorrhée,
d’affaiblissement chronique et mal nutrition due a mal absorption, lors des phases d’activité
sont responsable de diarrhée par le défaut de la réabsorption des acides biliaires (prolifération
bactériennes au niveau de [’obstruction ou dans les fistules) et I’inflammation intestinale
(Friedman et Blumberg, 1999). L’association de nausées de vomissements et des douleurs
épigastriques suggéré une implication gastroduodénale dans la MC (Friedman et Blumberg,

1999).
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5.2. Symptomes extra-intestinaux :

Les manifestations les plus rencontrées chez les patients de la MC sont représentées dans la

figure 2.
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Figure 2 : ’ensemble des manifestations extra-intestinales de la MC (Bayless et al., 2006).
5.2.1. Manifestations suivant I’activité de la maladie intestinale

Les manifestations articulaires les plus fréquentes elles comprennent des arthralgies et
des arthrites périphériques ; les complications cutanées comme le cas d’érythéme noueux et
de pyoderma gangrenosum (Munkholm et Binder, 2004), les troubles oculaires évoluant
comme les maladies intestinales sont les épisclérites (Friedman et Blumberg, 1999 ;
Munkholm et Binder, 2004), on peut citer des trombo-enbolies et des stomatites aphteuses

(SANCO/B3/B16/2000) comme d’autres complications.
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5.2.2. Manifestations associées aux MICI inflammations mais évoluant

indépendamment

Ces manifestations incluent les spondylites ankylosantes, les sacro-iléites, les uvéites,
les iridocylites et les cholangites sclérosantes primaire (Munkholm et Binder, 2004).des cas

d’eczéma non spécifique (Gilat et al., 1987).
5.2.3. Manifestations associées a I’atteinte de la fonction intestinale

Les conséquences de la modification de la physiologie intestinale sont majoritairement
les problémes rénaux (Dysfonctionnement du métabolisme de 1’acide urique, les infections
urinaires lors des fistules entero-vésicale) (Sanco/B3/R16/2000). Les autres complications
incluent la mal absorption et les carences nutritionnelles ce qui provoque de nombreuses
manifestations systémiques(le retard de croissance chez I’enfant, la pellagre, 1’anémie

mégaloblastique, fractures vertébrales (Rubery, 2001).
5.3. Complications

L’obstruction, la fistulisation et la formation des abcés microscopiques et
macroscopiques sont des complications communes de 1’inflammation persistent (Munkholm
et Binder, 2004).le traitement chirurgicale des abces permet la prévention avant la formation
des fistules et I’atteinte de la longueur de I’intestin (Munkholm et Binder, 2004). Des
fissures, des abces péri-anaux, des plages étendues d’hémorroides ou des fistules sont les

complications périanales (Sanco/B3/R;6/2000).

La MC augmente le risque de cancer colorectal environ 19 fois plus important selon des
¢tudes rétrospectives (Gellen et al., 1994). Ce cancer se développe toujours au niveau des
segments d’intestin enflammés, et le risque est une fonction de 1’étendu et la durée de la
maladie (Binder, 2004).Les adénocarcinomes ne se développent que dans les segments
d’intestin atteints, et sont difficiles a diagnostiquer de fagon précoce car ils ont le méme
aspect radiographique que les sténoses de la MC (Munkholm et Binder, 2004). Les

saignements intestinaux et les perforations se développent rarement (Rubery, 2001).

10
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6. Lésions

6.1. Localisation

Toutes les régions du tube digestif puissent étre touchées, plus de 90% des nouveaux
cas de lésions macroscopiques sont détectables et localisés au colon, a I’intestin gréle ou au
deux. Le segment le plus touché est 1’iléon terminal cliniquement enflammé chez deux tiers

des patients (Munkholm et Binder, 2004).

Tableau 1: localisation de la MC lors du diagnostic dans les études rétrospectives

(Munkholm et Binder, 2004).

Référence Intestin gréle | Colon seul | Intestin gréle Autres
seul(%) (%) et colon (%) (%)
Nyhlim Et Danilsson, 1986 48 20 32 _
Ekbom Et Al, 1991 39 25 26 10
Munkholm Et Al, 1992 29 30 33 08
Gower-Rousseau, 1994 11 19 48 22
Moum Et Al, 1996 27 44 29 _
Lapidus Et Al, 1997 27 32 41 _
Loftus Et Al, 1998 22 32 45 01
Bjornsson Et Johansson, 2000 18 51 31 _
Witte, 2000(Ec-Ibd) 20.6 18.7 31 29.7
Molinie Et Al, 2004 20.6 18.7 60.7 -
Moyenne (plage) 27(11-48) 31(18.7-51) | 37.7 (26-60.7) {07.07 (00-29.7)

6.2. Aspect macroscopique

Une caractéristique de cette maladie est que les Iésions habituellement discontinues,
segmentaires séparées par des portions d’intestin sain sont dénommées « skip Il€sions»
ulcérations aphteuses focales de la muqueuse, avec généralement des nodules de tissu
lymphoide en dessous, l'inflammation progresse jusqu’a impliquer toutes les couches de la
paroi intestinale épaississant ainsi considérablement cette dernicre, I’alternance des ulceres
longitudinaux et des ulceres transversaux avec la muqueuse non ulceres mais cedématice crée

un aspect macroscopique en pavés caractéristique (Sanco/B3/R16/2000), le mésentére en

11
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relation avec la portion d’intestin atteinte et épaissi et présente un cedeme lymphatique et une
lymphadénite mésentérique est souvent présente (Sanco/B3/R16/2000). L’inflammation
pariétale et son épaississement, les ulcérations profondes, I’cedéme et la fibrose sont
responsables de 1’obstruction par réduction progressive du diametre de la lumicre intestinale

(Friedman et Blumberg, 1999).
6.3. Aspect microscopique

Les modifications microscopiques les plus évidentes concernent la sous-muqueuse, avec
une infiltration lymphocytaire et un cedéme lymphatique initial, puis une fibrose étendue
(Friedman et Blumberg, 1999). La présence des granulomes est utile pour différencier
histologiquement la MC a des autres formes des MICI, c’est I’inflammation chronique
impliquant toutes les couches de la paroi intestinale qui est la plus caractéristique de cette
maladie, les lymphocytes et les macrophages sont les deux populations cellulaires présentes
dans les granulomes et/ou dans l’infiltrat inflammatoire. Les macrophages activés et les
monocytes de I’infiltrat, associés a des cellules géantes et a des cellules épitheloides dans les
granulomes, semblent trés impliqués dans la pathogénie des 1ésions par la production des
cytokines pro-inflammatoires, d’enzymes lysosomales, des radicaux libres oxygénés, de

monoxyde d’azote et des composants de matrice extracellulaire (Sanco/B3/R16/2000).
7. Diagnostic
7.1. Diagnostic clinique

La présence des diarrhées et/ou des douleurs abdominales durant plus de 3 mois, et la

présence des fistules ou abces en relation avec la 1ésion intestinale (Munkholm et al., 1992).
7.2. Diagnostic différentiel

La MC est difficile a diagnostiquer car ces symptomes sont semblables a ceux d’autres
maladies intestinales comme le syndrome du colon irritable et la colite ulcérative, les
infections de colon dont la tuberculose intestinale et les colites induite par les médicaments

(Sandborn, 2004).

12
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Figure 3: les régions anatomiques du tube digestif humain affectées par les MICI (Chacon

et al., 2004).

La MC (région coloriées en rose) peut toucher tous le tube digestif, alors que colite ulcérative
(vert) concerne le colon et le rectum, les régions hachurées peuvent étre touché par ces deux maladies

proportionnellement a la couleur qui les représente.
7.3. Exploration
7.3.1. Imagerie médicale

La coloscopie, qui utilise un endoscope, permet de visualiser la muqueuse du gros
intestin, de détecter une inflammation ou un saignement, et de réaliser une biopsie
(Anonyme, 2003).La présence des I€sions segmentaires de 1’intestin avec un aspect en pavé
et/ou des sténoses est un critere de diagnostic de la MC (Munkholm ez al., 1992), La
radiographie sans produit de contraste permet lorsque le diagnostic de la MC est établi, de

déterminer 1’étendue de I’affection (Anonyme, 2003).

13
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7.3.2. Hématologie

La recherche d’une éventuelle anémie peut permettre de détecter un saignement
intestinale (Anonyme, 2003), la mise en évidence d’une leucocytose indique la présence d’un

foyer inflammatoire dans 1’organisme (Anonyme, 2003).
7.3.3. Coprologie

Des traces de sang ou des signes d’infection bactérienne sont recherchés par analyse

coprologique (Anonyme, 2003).
7.3.4. Histologie

Le critere de diagnostic de la MC est ’infiltration lymphocytaire transmurale et/ou la
présence de granulomes épithéliaux avec des cellules géantes de Langhans (Munkholm et al.,

1992).

8. Traitement

8.1. Traitement médicale

8.1.1. Traitement symptomatique de la phase clinique

Il comprend les anti-diarrhéiques et les anti-inflammatoires (Rubery, 2001).Plusieurs
principes actifs anti-diarrhéiques peuvent étre utilisés, parmi lesquels le diphénoxylate, le
lopéramide et la codéine (Anonyme, 2003).La mésalamine et les autres dérivés du 5-
aminosalicylic acid (5-ASA) sont des substances qui contrélent 1’inflammation, les effets
secondaires possibles de ces principes actifs sont des nausées, des vomissements, des
céphalées, des douleurs épigastriques et de la diarrhée dans une minorité de cas présentant une

hypersensibilité au 5-ASA (Sandborn, 2004).

Des corticoides a action locale comme le budésonide, ou a action systémique comme la
prednisolone ou la méthylperdnisolone, peuvent aussi étre dans ce but (Sandborn, 2004), ils
sont les plus efficaces lors de la MC est active (Anonyme, 2003).Les dérivés du 5-ASA et les
corticoides a action locale, administrés par voie orale, agissent a différents niveaux du tube
digestif, il est donc important de connaitre la localisation des 1ésions du patient pour les

employés de la fagon la plus efficace possible (Sandborn, 2004).

14
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8.1.2. Traitement Immunosuppresseur

Le traitement immunosuppresseur est utilis¢ pour maintenir le patient en rémission, les
principes actifs les plus utilisés sont la 6-mercaptopurine et 1’azathioprine qui est son
précurseur (Sandborn, 2004).Ces médicaments bloquent la réaction immunitaire qui
contribue a I’inflammation, ils sont efficaces pour induire la rémission, et ferme certains

fistules (Sandborn, 2004).
8.1.3. Traitements spécifiques « AC Anti-TNFa »

Le TNFa est une cytokine produite par le systéme immunitaire qui pourrait causer
I’inflammation associée a la MC (Anonyme, 2003), I’infliximab est un anticorps (AC)
monoclonal chimérique dirigé contre le TNFa, qui le fixe dans le flux sanguin avant qu’il
n’atteigne l’intestin, prévenant ainsi I’inflammation (Sandborn, 2004). Ce traitement est
autorisé pour les formes modérées a séveres de la MC réfractaires, qui ne répond pas aux

thérapies standards, et pour le traitement des fistules ouvertes (Sandborn, 2004).
8.1.4. Antibiothérapie

Les antibiotiques sont utilisés pour traiter la prolifération bactérienne dans 1’intestin
gréle causée par 1’obstruction, les fistules, ou avant une intervention chirurgicale (Rubery,
2001). Un ou plusieurs sont prescrit pour ce probléme courant : I’ampicilline, le sulfonamide,

les céphalosporines, la tétracycline ou les métronidazole (Anonyme, 2003).
8.2. Traitement chirurgicale

Le traitement chirurgicale est nécessaire pour la plus part des patients qui ne répondant
pas aux corticoides et pour traiter les complications locales de la MC comme les fistules
(Hermon-Taylor et Bull, 2002). Il consiste en la résection du segment d’intestin gréle ou de
colon enflammé et ou sténose ou une colectomie (Munkholm et Binder, 2004). Les abces et
les fistules périanales sont traités par drainage, les sténoses isolées pouvant étre traitées par
stricturo-pastie (Bayless et al., 2006). Lors d’implication d’une grande partie du gras intestin,
une colectomie ou une protocolectomie avec iléostomie peut étre nécessaire (Bayless et al,

2006).
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8.3. Traitement diététique et support nutritionnel

Aucun régime alimentaire n’a été prouvé efficace pour la prévention ou le traitement de
cette maladie, des suppléments nutritionnels peuvent étre prescrits pour controler la perte de

poids, notamment pour les enfants dans la croissance a été freinée (Rubery, 2001).
9. Evolution et pronostic
9.1. Evolution naturelle

Des études de traitement de la MC avec des lots témoins traités par placebo montrent
qu’apres trois mois, le quart a la moitié des patients dont la maladie était active sont entrés
spontanément en phase de rémission, méme si seulement 15 a 18% des patients €taient en

cours en rémission apreés une année (Summers ef al., 1979).
9.2. Evolution clinique de I’activité inflammatoire

La maladie peut suivre plusieurs schémas d’évolution, parmi lesquels une évolution
chronique intermittente, avec des périodes de rémission de plus d’un mois sans traitement par
les glucocorticoides, et une évolution symptomatique continue, sans ces phases de rémission

(Munkholm et Binder, 2004).
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Chapitre II Matériel et méthodes

Notre étude a été réalisée dans plusieurs unités :

e Service gastro-entérologie CHU Mustapha Bacha(Alger) ; Service médecine interne
CHU Kouba(Alger) ; Service médecine interne CHU Beni Messouse(Alger) pour le
recueil des biopsies intestinales (deux fragments dans le formol & 10% et deux autre
dans I’eau physiologique).

e Service d’anatomo-pathologique et cytologigue CHU Meédéa: Examen anatomo-
pathologique des biopsies intestinales.

e Service microbiologie Laboratoire des analyses medicales Ain defla « Clinique de Dr

Zibouche » : Examen bactériologique des biopsies intestinales.
1. Matériel :
1.1. Matériel biologique :

Des biopsies intestinales sont obtenus a partir des 15 patients représentant la MC iléale
et colique, (diagnostiqués) ayant subis une endoscopie basse (coloscopie de contréle), pour
la recherche des Map et I’examen bactériologique ; deux fragments sont mise dans du sérum
physiologique conserver a 4°C ; les biopsies doivent étre prélevées a partir de muqueuse
pathologique et sain pour I’examen bactériologique ; et deux fragments biopsiques prélevees a
partir de muqueuse pathologique inclus dans le formol a 10% pour I’examen anatomo-

pathologique. Les caractéristiques des patients sont représentées dans le tableau 2.

Tableau 2 : caractérisation des patients.

Nombre | Sexe Age | Durée | Diagnostic/ localisation Chirurgie
des (ans) de la
Patients maladie
01 Homme | 32 4 ans MC iléo-colique Non
01 Femme | 41 18 ans | MC diffuse, plusieurs | Colectomie partielle (partie
localisations distale de colon droit)
02 Homme | 39 6 ans MC iléale Non
02 Homme | 25 3ans MC colique Non
02 Femme | 17 8 mois MC iléale Non
02 Femme | 22 3 ans MC iléo-caecale Non
02 Femme | 53 14 ans MC iléale Non
03 Femme | 23 3 ans MC colique Non

Des selles des mémes patients (5 parmi 15 patients) ont été ramenées dans des pots en

plastiques stériles pour la comparaison des résultats bactériologiques.
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Une pi¢ce opératoire d’une femme agée 39 ans, subit une colectomie le 20/04/2015 dans
le CHU Médéa (service de médecine interne), la patiente présente un échec au traitement
depuis un mois avec une colite grave et des sténoses explorer par coloscopie, 1’examen
anatomo-pathologique sur la piéce a pour but de comparer les aspects histologiques des
biopsies coliques et de la piéce opératoire.

1.2. Milieux de culture

» Milieu Hektoen (Institut Pasteur Alger) a été utilisé pour I’isolement des Gram
négatifs entéropathogeénes (E. Coli, S.typhi).

« Milieu Brain Heart Infusion Broth « BHIB », (Institut Pasteur, Alger) a été utilisé pour

le broyage des biopsies intestinales et I’enrichissement des selles.

« Milieu Macconkey (Institut Pasteur, Alger) a été utilisé pour 1’isolement des

entérobactéries et la recherche de Salmonella et Shigella et E. Coli.

» Gélose Mueller Hinton «MH » (Institut Pasteur, Alger) pour effectuer

I’antibiogramme.

« Bouillon glucosé tamponné « BGT » (Institut Pasteur, Alger) pour la culture des

streptocoques, pneumocoques, méningocoques et autres germes exigeants.

* (G¢élose au sang a ¢été utilisé pour déterminer le type d’hémolyse des streptocoques s’ils

sont présentent.
2. Méthodologie
2.1. Endoscopie digestive basse

L'endoscopie par voie basse ou coloscopie est un examen endoscopique réalisé sous
analgésie ou non qui permet de visualiser les parois internes du célon grace a l'introduction

par I'anus d'un coloscope.

Le coloscope de taille adaptée est un tube souple d'environ 1m20 et de 7 a 13mm de
diametre. Une extrémité comporte les manettes d'orientation de l'appareil et les manettes
d'insufflation et d'aspiration, le canal a biopsie et l'optique. L'autre extrémité comporte deux
faisceaux de fibres (lumiére et image). Nécessite matériel a biopsie. Il faut bien préparer les

patients psychologiquement (explication le but de ’examen), et la préparation physique qui
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consiste & un régime sans residus pendant 3jours avant 1’examen puis le lavage intestinal
proprement dit la veille de I’examen (4 litres de polyéthyléne-glycol (PEG) : n'est pas
réabsorbé par l'intestin ou le cblon, il garde I’eau a ’intérieur de la lumiére colique et il est
évacué par I'anus avec les selles. Cette purge provoque une diarrhée pendant plusieurs heures
jusqu’a ce que toutes les matieres fécales soient éliminées et que le colon soit parfaitement

propre. L’évacuation d’un liquide clair et transparent traduit que la préparation est correcte).

La coloscopie réaliser sous anesthésie néecessite une cascades des analyses (E.C.G.,
radiographie pulmonaire, lonogramme, FNS, plaquette, Groupe sanguin, rhésus, Bilan de
coagulation « TP, TCA »).

Déroulement de I'examen : Patient en chemise d'opéré et aléze de protection. Position en
décubitus latéral gauche, jambes repliées ; Lubrifié avec du gel le coloscope et le canal anal,
le patient est changé de position lors du passage des angles coliques. Pendant I'examen, on

insuffle de I'air pour déplisser la muqueuse.

L'inspection de la muqueuse se fait au retour du coloscope et lorsque les différents

gestes d’examen sont fait (polypectomie, biopsie).L'air est aspiré avant le retrait du coloscope.
2.2. Examen anatomo-pathologique
2.2.1. Prélévement

v" Des biopsies intestinales prélevées a partir des patients par endoscopie digestive basse
(coloscopie) sont mise dans le formol a 10% pour I'examen anatomo-pathologique.
v" Une piéce opératoire inclus totalement dans 10% de formol.

2.2.2.Etude macroscopique

L’examen macroscopique détaillé est une partie essentielle de I’étude d’une piece

opératoire ; la piéce est examinée : mesurée, pesée, palpée puis disséquée.
2.2.3. Fixation

L’Intérét de la fixation c’est I’immobilisation des constituants tissulaires/cellulaires et

prévient I’autolyse cellulaire, pour assurer les bonnes colorations ultérieures.
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2.2.4. Déshydratation et éclaircissement et imprégnation

Les prélevements ayant acheve leur fixation sont déposés dans des cassettes en plastique
puis 1’on passe dans des bains d'alcool de degré croissant (55°/2h ; 70°/1h ; 80°/1h ; 90°/1h ;
95°/1h ; en fin & 98°/1h). L’intérét de la déshydratation est d’éliminer le fixateur, elle consiste
a remplacer I'eau des cellules par un liquide hydrophobe : I'alcool ou I'acétone. L'alcool
(éthanol) est ensuite remplacé par un solvant miscible a la paraffine : il s'agit soit de xylene,
soit de toluene (hydrocarbures) dans notre méthodes on utilise 2 bains de xyléne. Ces
substances éliminent 1’éthanol. Les tissus ont tendance a s'éclaircir : cette étape est donc
parfois appelée éclaircissement ou clarification. Une fois totalement imprégné, le tissu est
placé dans de la paraffine fondue (portée a 60°C) ; la chaleur provoque I'évaporation du
solvant (et sa dissolution dans la paraffine) : les espaces ainsi libérés sont remplis par la
paraffine. C’est la premiére étape d’inclusion. Ces étapes se déroulent dans un automate pour

la déshydratation et I'inclusion des tissus leica tp1020représenté dans la figure 04.

opeE B8 g
. N B0os
@E0E :

Figure 04 : automate de déshydratation et I'inclusion tissulaire leica tp1020.
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2.2.5. Confection du bloc

L’¢tape finale de I’inclusion est manuelle et consiste a réorienter convenablement le
fragment tissulaire dans le sens de la coupe s’il s’agit d’une piéce opératoire dans un moule de
paraffine.

Figure 05 : Confection du bloc.
2.2.6. Microtomie

On isole ensuite des coupes dans le bloc de paraffine. On utilise pour cela un microtome
type Leica, qui fait avancer le bloc sur un rasoir : le bloc avance d'environ 2 a 3 um a chaque
fois, L'ensemble des coupes vont former un ruban dans lequel on retrouve des coupes sériées
de prélévement biopsique. Les rubans sont déposés sur des lames contenant de I'eau distillée.
On chauffe les lames sur une plaque chauffante pendant 1h, et étuvées aprés a 60°C pendant
15min, pour la paraffine colle a la lame.

Figure 06 : microtomie et étalement.
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2.2.7. Coloration des lames
a. Coloration a hématéine/éosine HE

L'hématéine est une substance plutdt basique, qui colore les acides nucléiques. L'éosine
est une substance acide, qui colore plutot les cytoplasmes (en rose) donc colore les protéines.
Cependant, pour que l'on puisse utiliser une coloration, la paraffine doit étre éliminée. On
procede donc au déparaffinage, qui consiste a passer les lames dans des bains de toluene ou de
xyléne afin de dissoudre la paraffine. On effectue ensuite une réhydratation : I'alcool se
mélange avec l'eau et le toluéne, on passe les lames dans des bains d'alcool de degré
décroissant (de 97° a 95°). On a utilisé une méthode plus pratique (HE rapide) cette coloration
est effectué par un automate de coloration standard de type sakura cyto stain ; les étapes sont

résumer dans la figure 07.

Fixation des lames alalague

Fassage bref dans alcool

L J
Hematoxyline de Harris pdt 2min

¥

Ringage 4 I'eau courante

¥

Eosine pdt d4min

Ringage 4 I'eau courante

¥

&lcool

4
Hylene

hMontage

Figure 07 : Les étapes de la coloration HE rapide.
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Figure 08 : automate de coloration standard de type sakura-cyto-stain

b. Coloration de Ziehl Neelsen sur les coupes histologiques (a froid)

Déparaffiner et réhydrater puis recouvrir les lames par la solution de carbolfuchsine
0,3% pendant 30min. ringage délicate par 1’eau distillée, on passe a la décoloration par acide
sulfurique 25% pendant 5Smin et puis 1’alcool 3min, lavage pdt 5min et puis une contre
coloration par le bleu de méthyléne pdt 2min, rincage a 1’eau distillée puis 2min dans un bain

de xyléne et finalement monter.
2.2.8. Montage des lames

Les lames sont montées pour préserver les colorations, des lamelles de verre sont

collées par-dessus (grace a des résines synthétiques) afin de préserver les préparations.
3. Examen bactériologique des biopsies intestinales
2.3.1. Broyage des biopsies intestinales

Broyer les biopsies a 1’aide d’un mortier dans 0,5ml de bouillon BHIB (le broyage
permet la dispersion des bactéries et leurs libération des cellules & mucus), (Allem et al.,
2007).
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2.3.2. Examen a I’état frais

v" llIs doivent étre réalisés le plus rapidement possible apres le prélévement (Les 4 heures
qui suive le prélevement ou il doit étre conserve a 4°C pendant 8h).
v Etalement entre lame et lamelle d’une goutte de suspension permet de visualiser la

présence éventuelle des bactéries et leurs mobilités.
2.3.3. Frottis

A T’aide de I’anse, on dépose sur la lame une goutte de suspension étalé. Aprés fixation,
on colore le frottis au Gram et on lit a I’objectif x 1000 a huile d’immersion. L’examen direct
du frottis coloré permettre d’observer la présence ou 1’absence la diversité bactérienne dans la

suspension biopsique.
2.3.4. Bactérioscopie : Coloration de Ziehl Neelsen sur suspension biopsique

a. Coloration

Un frottis préparé et coloré suivant la coloration de Ziehl Neelsen ; Placer les lames
fixées sur le support de coloration la face d’étalement vers le haut. Les lames devraient étre
séparées par un intervalle de 1 cm et ne jamais se toucher I’une I’autre. On Recouvrir les
lames 1’une apres 1’autre au moyen de la solution de travail de fuchsine phéniquée de Ziehl a
0,3 %. En plagant une bande de papier filtre ; on retiendra la solution de coloration et on

évitera le dep6t des cristaux de fuchsine sur les frottis.

Chauffer les lames par le dessous au moyen de la flamme d’un bec Bunsen jusqu’a
I’émission de vapeur. Il ne faut jamais aller jusqu’a I’ébullition de la solution de colorant.
Laisser les lames recouvertes d’une solution chaude et fumante de fuchsine phéniquée

pendant 5 minutes en repassant la flamme si c’est nécessaire.

Rincer les lames délicatement a 1’eau distillé stérile pour écarter I’excés de fuchsine
phéniquée ; Evacuer I’excés d’eau de ringage des lames (Guide technique de diagnostic de la
tuberculose par examen microscopique direct des expectorations dans les pays a faibles

revenus ; 2000).
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b. Décoloration

Recouvrir les lames au moyen d’acide sulfurique a 25 % et laisser agir pendant 3
minutes, aprées cela la coloration rouge devrait avoir presque disparu. En cas de nécessité,

répéter cette séquence durant deux minutes supplémentaires.

Laver délicatement 1’acide sulfurique et I’excés de colorant a 1’eau. Evacuer des lames
d’eau de ringage ; les lames sont recouvert par une solution d’alcool 95° pendant Smin puis on
passe au ringage a I’aide d’eau distillé stérile (Guide technique de diagnostic de la tuberculose

par examen microscopique direct des expectorations dans les pays a faibles revenus ; 2000).
c. Contre-coloration

Recouvrir les lames ’une aprés 1’autre avec la solution de contre-coloration (bleu de
méthyléne a 0,3 %) et laisser agir pendant une a deux minutes ; Rincer les lames a 1’eau
individuellement. Evacuer I’eau des lames et les laisser sécher a I’air. On passe a
I’observation & un objectif a immersion grossissement 1000(Guide technique de diagnostic de
la tuberculose par examen microscopique direct des expectorations dans les pays a faibles

revenus ; 2000).
2.3.5. Culture

Prendre a I’aide d’une anse a platine une goutte du milieu préalablement enrichi et
ensemencer sur les milieux (Hektoen ; Macconkey) en utilisant la méthode des stries, une

autre goutte déposer sur le bouillon BGT, Incuber a 37°C pendant 24 h.
2.3.6. Examen macroscopique des colonies

Chaque bactérie présente un type de colonie caractérisé par la couleur, le contour,
I’odeur, la taille et I’aspect. Le trouble présent dans le tube de BGT indique une croissance

bactérienne des streptocoques.
2.3.7. Isolement

Les colonies suspectées sont isolés a 1’aide d’une pipette Pasteur transmit dans un tube
stérile remplis de 5ml d’eau physiologie stérile puis ensemencer sur milieu Hektoen et
incuber a 37°C/ 24h ; pour le bouillon BGT on prend une goutte a 1’aide de 1’anse et on

ensemence sur le milieu gélose au sang pour détecter le type d’hémolyse, I’ Absence d'un halo
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d'éclaircissement autour de la colonie signifier 1’absence d'hémolyse, Halo d'éclaircissement
complet, a bords nets signifié hémolyse B (lyse des hématies et digestion totale de
I’hémoglobine libérée), Le Halo verdatre, a bords flous est hémolyse o (lyse des hématies et

digestion incompléte de I’hémoglobine libérée a méthémoglobine).
2.3.8. Identification

Identification macroscopique selon le type des colonies on peut suspecter 1’espéce
bactérienne. Identification microscopique un frottis préparé et coloré suivant la technique de

Gram pour chaque colonie.
2.3.9. ldentification des caractéres biochimiques

a. Préparation de la suspension bactérienne : Prélever une colonie suspecte bien isolée a
I’aide d’une anse a platine stérile, la déposer dans 5ml d’eau physiologique ;

Mettre dans 1’étuve a 37°C pendant 10 a 15 minutes.

b. Ensemencement d'une galerie biochimique classique : Les caracteres biochimiques
recherchés sont celles de la galerie classique (urée ; Indole; RM; ONPG ; LDC; ODC;

ADH ; catalase ; TSI ; mannitol) ; le tableau est présenté dans 1’annexe (tableau 01).

c. Galerie API20E : Les galeries Api utilisent plusieurs types des tests : étude de la
fermentation des divers glucides, auxanogramme, recherche directe d'une enzyme. Chaque
tubule contient un substrat différent sur lequel le micro-organisme considéré va réagir. lls sont
remplis d'une suspension bactérienne calibrée (de densité différente selon la galerie). Pour les
substrats dont le sigle est encadré, la cupule doit aussi étre remplie de maniére a créer un
ménisque. Pour les substrats dont le sigle est souligné, la cupule doit étre remplie d'huile de
paraffine soit pour créer l'anaérobiose, soit pour maintenir en solution les ions volatils
produits par la réaction et ainsi assurer le virage de l'indicateur coloré de pH. Les creux du
support de la galerie doivent étre remplis d'eau pour former une chambre humide, puis la
galerie est posée dans le support et le couvercle par-dessus. L'ensemble est incubé a 37°/24 a
48h.Apreés addition des réactifs nécessaires a la révélation des différents tests, la galerie est

lue conformément aux indications du fabricant et codée.
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2.3.10. Antibiogramme
a. Inoculum

A partir d’une culture pure de 24h sur milieu d’Hektoen, racler & I’aide d’une anse de
platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Décharger 1’anse dans 5 a

10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9% et bien homogénéiser la suspension bactérienne.
b. Ensemencement

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne. L’essorer en le pressant
fermement (on le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au maximum.
Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrées. Répéter I’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier
de faire pivoter D’écouvillon sur lui-méme. Finir [’ensemencement en passant

I’écouvillon sur la périphérie de la gélose (MH).
c. Application des disques d’antibiotiques

Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de
90mm de diameétre. Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24mm, centre a centre
(Standarisation de 1’antibiogramme en médecine Humain a 1’échelle nationale ; 2008) ; Les

antibiotiques a tester pour les entérobactéries sont représentés dans le tableau 03.

Tableau 03 : les antibiotiques a tester pour les entérobactéries et leur mode d’action.

Familles Mode d’action L’antibiotique

Aminosides/ Inhibition de la synthése protéique. AK (Amikacine).

aminoglycosides. CN (Gentamicine).

s- lactamine + Agissent sur la synthése de AMC (Amoxicilline+ acide

inhibiteur de la g- peptidoglycane (inhibition de la clavulanique)

lactamase. synthése de la paroi bactérienne). AX (amoxicilline)

Céphalosporine Inhibition de la synthése de la paroi | CTX (Cefotaxine)
bactérienne KZ (Cefazoline)

CFM (Cefixime).

Quinolones. Inhibiteur de la syntheése d’ADN. CIP (Ciprofloxacine).
NA (Acide Nalidixique).
Sulfamides et Agissent sur la synthese des folate, STX (Triméthoprime +
associes acide purique et acide nucléique sulfaméthoxazole).
(inhibiteur de synthése d’ADN).
Nitrofuranes. Agissent directement sur I’ADN F300 (Nitrofurantoin).

provoquant divers Iésions.

27



Chapitre II Matériel et méthodes

On utilise 2 boites de Pétri dans la 1*® (AK, KZ, AMC, CTX, CFM, AX) ; le disque d’AMC
doit étre appliqué prés d’un disque de CTX, pour montrer s’il y a une synergie, et pour la 2°™

on dépose CIP, F300, CN, NA et STX.
d. Incubation

Les boites seront incubées a 37°C pdt 18h a 24h.
e. Lecture

Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition, et classer les bactéries dans
I’une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistante ; les valeurs critique des diametres
des zones d’inhibition et des CMI pour entérobactéries sont représentés dans les tableaux 02
(Annexe).

2.3.11. Coproculture
a. Prélevement et transport

Les selles sont recueillies des émissions dans un récipient propre. Le prélevement doit
étre immédiatement acheminé au laboratoire ou conservé au maximum une nuit a + 4°C afin

d’éviter la dessiccation et la prolifération des bactéries et levures commensales.
b. Mise en culture

Toute coproculture doit systématiquement mettre en ceuvre la recherche de Salmonella
et de Shigella. Outre un milieu sélectif d’isolement (Hektoen), un milieu d’enrichissement

pour Salmonella est indispensable.
c. Enrichissement

Les selles testes doit étre diluer a I’aide d’un écouvillon on prend une petite quantité
des selles, ajoutant environ Sml d’eau distillée stérile, ensemencer a I’aide de I’anse sur milieu
Hektoen, et une autre goutte de la suspension est enrichir par 4,5ml de BHIB incuber a

37°C/24h 1’enrichissement doit étre répéter 3 fois a chaqu’une ensemencer sur le milieu

2eme

Hektoen on obtienne 3 boites cultivées (1%°enrichissement, enrichissement,

3*™enrichissement).
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d. Lecture des résultats

L’identification des bactéries pathogénes se fait suivant leur aspect macroscopique sur

la gélose, et I’identification biochimique.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

1. Résultats

1.1. Apport d’endoscopie

La muqueuse iléale et/ou colorectale est ulcérée avec typiquement des intervalles de muqueuse
saine, mais les lésions peuvent étre continues dans les formes séveres et étendues. On observe une
disparition de la trame vasculaire, un érythéme, des érosions, des ulcérations aphtoides ou linéaires et

parfois creusates. La présence des pseudo-polypes inflammatoires est un reflet d'une maladie ancienne.
1.2. Examen anatomopathologique

1.2.1. Examen anatomopathologique des biopsies intestinales

a. Aprés coloration d’hématoxyline éosine

e Aspect microscopique des biopsies intestinales
Mugqueuse saine avec des zones enflammées.

Sous muqueuse parfois cedémateuse.

Remaniement des glandes peut important.

Présence de granulome inflammatoire.

Présence des follicules lymphoides a centre claire.

AN N N N SN

Type d’ulcération : en pavés/ en galets.
Les figures des coupes histologiques des biopsies intestinales sont représentées dans la planche L.
b. Coloration de Ziehl Neelsen sur les coupes histologiques
Toutes les lames sont négatives a la coloration de Ziehl Neelsen.
1.2.2. Examen anatomopathologique de la piéce de résection colique
a. étude macroscopique

L’étude macroscopique de la piece de résection colique (colectomie), présente un segment
colique de 12cm de longueur ; rigide; montrant & son ouverture des larges zones d’ulcérations en
pavés (quadrillage par des fissures d’'une muqueuse boursouflée). La paroi est épaisse de consistance

ferme (sténosante), outre les ulcérations plus ou moins profondes, les
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Planche I:

Coupes histologiques des biopsies intestinales

A: coupe de biopsie colique coloré en HE vue au faible grossissement G 40, le fragment pré-
sente des ulcération fissuraire dans la totalité ;, remplagant toute I"épaisseur de la muqueuse par
un granulome inflammatoire polymorphe ™#® amvant au profondeur de chonon avec infiltrat
chronique réalisant des nodules hyperplasique présent le follicule lymphoide avec un centre
clare. smp

B: coupe de biopsie iléale coloré en HE wue au faible grossissement G .40, La couche des
glandes elle est épaisse de disposition vanable est parfois gngnoté par ['infiltrat inflammatoire
en phase aigue mmp au centre on note la présence de follicule lymphoide mmp

C: coupe de biopsie iléale coloré en HE G 40, le fragment présent des ulcérations de I'épithé-
lium avec infiltrat inflammatoire chronique ; les glandes sont modérément inflammatoire avec
un aspect conservé ®Ple granulome inflammatoire polymorphe et follicule lymphoide a
centre claire sont toujours présentes s (D) G.1000 au niveau de follicule représente une ri-
chesse en polynucléaires =
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mésos sont le siege d’une scléro-lipomatose et les ganglions sont hypertrophiés ; le mésentere est
généralement épaisse et rétracté, fibreux. L’aspect macroscopique de la piece et les coupes pris

représentées dans la planche II.
b. Aspect microscopique de la piéce de résection colique

La piéce de résection montre a 1’étude microscopique une muqueuse colique siege de large
ulcérations trans-pariétales accompagné d’un granulome inflammatoire dense et diffus, aigue pyogene
et subaigiie polymorphe riche en plasmocytes et en lymphocytes. Notons une congestion vasculaire

prononcée ; et des trainées, des follicules lymphoides dans la muqueuse.

Absence de follicules épitheloide dans les limites de la piece ; la séreuse est le siege d’une fibro-
lipomatose ; cet aspect Iésionnel est focal, il contient des zones de muqueuse lieu différenciée ;

cedémateuse. Les coupes histologiques de la pieéce de résection sont montrées dans la planche II1.
1.3. Résultats d’examen bactériologique des biopsies intestinales
1.3.1. Examen I’état frais

On observe des cellules épithéliales disperser avec nombreuses hématies et leucocytes méme des

macrophages sont observer ; dans certains cas on observe des germes (coccis et bacilles mobiles).
1.3.2. Coloration de Gram

On note la présence d’une diversité bactérienne, on observe des bacilles 8 Gram+ et a Gram-, et

des couques a Gram+ disposés en chainette (Planche IV).
1.3.3. Coloration de Ziehl Neelsen

Parmi les 15 biopsies, on a trouvé que 2 cas sont positifs a la coloration de Ziehl, les BAAR

présent dans le frottis comme des petits bacilles incurvés colorés en rouge ; ils sont peu nombreux

(Planche 1V).
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Planche II:

Macroscopie de la piéce de résection colique et les coupes sectionner .

A: photographie d’une piéce opératoire de 12cm de longueur ngide et représente sur son aspect
macroscopique une scléro-lipomatose .

(b) et{ ¢) coupes macroscopiques de la piéce de résection colique obtenus par la dissection des
parties sténosantes.
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Planche III :

Coupes histologiques de la piéce de résection coliques.

A: coupe coloré en HE vue au faible grossissement G .40, le granulome inflammatoire s éten-
due représente Large ulcération riche en polynucléaires,

B: Observer au G.400 de la coupe précédente représente une zone riche en polynucléaires =
accompagné d'une congestion vasculaire prononcée. =

C: la coupe coloré en HE avec G .40, représente une fibrose pénvasculaire —ple granulome
inflammatoire mep et la couche musculeuse légérement enflammé wp

D: coupe coloré en HE vue au faible grossissement G.40, représente une couche des graisses
sur la séreuse ™% et un aspect de fibrolipomatose =

Avwvec présence des gouttelates lipidique
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Planche IV :

Examen bactériologique avant culture.

-- - - ‘J ¢
~ “‘ - ‘.
= - ™ ‘-
-- - - “ - -
-
34

A et b: frottis de la suspension biopsique avant culture coloré par la méthode de Gram , vue
en ME G.1000 a émersion. Présent une diversité bacténienne on observe dans des bacilles a
Gram- = et & Gram+ == et des coques Gram+ s

C : frottis biopsique colorés par la méthode de ziehl Neelsen a chaud vue au ME G.1000 a
émersion, avec différent éclairage Map est présente a I'intérieur de macrophage ; apparaisse
comme une petite bacille incurvé coloré en rouge i
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1.3.4. Culture

* Pour le milieu Hektoen : dans tous les cas étudies on observe des colonies de couleur saumon
(acidification du milieu, utilisation d'un ou plusieurs glucides parmi le lactose, le saccharose, la
salicine), sans centre noire (absence de production de sulfure de fer par réduction du thiosulfate en
H2S) «souche H2S- » ; et des Colonies bleu-vert (absence d'acidification du milieu, souche lactose -,

saccharose -, salicine -) a centre noir (souche H2S +) ou sans centre noire (H2S-).

* Pour le milieu Macconkey : la fermentation de lactose change la couleur de milieu en rouge ;
les souches sont Lac+ ; les colonies sont d’aspect muqueux, de consistance gélatineuse, de taille plus

importante, présentant une tendance a la confluence (Klebsiella ou E.coli).

* Parmi les biopsies prélevées, 5 cas sur 15 ont donné un résultat positif dans le bouillon BGT

(voir Planche V).
1.3.5. Isolement et identification microscopique

Apres 24h d’incubation a 37°C, on observe sur gélose Hektoen des colonies pures de couleur
saumon similaire dans toute la surface de la gélose. La coloration de Gram d’une colonie révele des

bacilles a Gram- . Ces colonies suspectent d’étre E.coli ou Klebsiella Spp.

Des colonies bleu-vert a centre noir sont isolées sur la gélose Hektoen, des bacilles 8 Gram- ont

¢été observés, ces bacilles peuvent étre Sa/monella Spp ou Proteus Spp.

Sur milieu gélose au sang on observe des petites colonies, translucides avec une hémolyse totale.

Ces colonies sont des coques a Gram+ disposé€s en chainette (streptocoques) (voir planche VI).
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Planche V:

Résultats de la culture obtenus apres incubation a 37°C/ 24h

A et b: culture de la suspension biopsique sur gélose Hektoen ; on observe des souches
Lac+ (saumon) et des souches H2S- (verte), d’autres sont H25+ (centre noire).

C: la culture obtenus & partir le milieu Macconkey .

D: croissance bactérienne sur le bouillon BGT.
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Planche VI :

Isolement et identification microscopique par coloration de Gram.

A: isolement de E. Coli sur milieu
Hektoen, colonies saumons et
d’aspect muqueux.

B: frottis coloré (coloration de
Gram) vue en ME, G 100 repré-
sente des coccobacilles a Gram -.

C: 1solement de colonie H25+
(vert & centre noire).

D: frottis représente aprés co-
loration de Gram des BGIN,
vue en ME avec G.100.

E: coloniesisolées surmilieu
Macconkey.

F: frottis représente des BGIN
aprés coloration de gram vue
en objectif & émersion

G: colonie 1solée surle mi-
lieu gélose au sang.

H: frotti montre des coques a
Gram + en chainette apres
coloration de Gram, vue en
ME avec G.100.
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1.3.6. Identification

a. Galerie API20

Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au logiciel de lecteur
apiweb' ™. On note sur la fiche des résultats de toutes les réactions spontanées puis révéler les tests

nécessitant 1'addition de réactifs :

-Test Tryptophan deaminase (TDA) : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-

rougeatre indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

-Test Indole (IND) : ajouter 1 goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans toute la

cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

-Test Voges-Proskauer (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 a noter sur la fiche de résultats.
Une faible coloration rose apparaissant apres 10 minutes doit étre considérée négative. Les résultats
obtenue par les galeries AP120 ont montré dans la figure 08 ; aprés lecteur des résultats par le logiciel

. ™ . . P \
apiweb " ; on arrive a identifié¢ les deux especes.
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Figure 09 : résultats de ’identification par la Galerie Api20E. (a) :Galerie d’identification Api20
apres incubation de 24h/37°C, suivie de la fiche de code qui présent les caractéres biochimiques de
Salmonella Spp, (b) : Galerie d’identification Api20, lecteur apres incubation a 37°C/24h montrant les

caracteres biochimique de E.coli.
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b. Galerie biochimique

Les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux 04 et 05.

Tableau 04 : illustration des résultats obtenus de la galerie biochimique classique, photographie des

résultats positif et négatif de chaque teste.

test Résultats positif Résultats Négatif
URE

IND

ONPG

Catalase

40



Chapitre 11T

Résultats et discussion

ODC

LDC

ADH

Mannitol

Mobilité

GLU

GLU/H,S

TSI

GLU/LAC/
SAC

41
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Tableau 05 : résultats de I’identification des souches testés par la galerie biochimique classique.

Toonlbr souches 05 10 15 05 04 10
URE - + - - - -
IND - +/- + + - n
RM + + + + -
VP - - - - - +

ONPG i i T m - —
ODC T T _ _ _
LDC + - + - - +
ADH _ - ; ; + _
CATA + + + + - +
MAN + + + + - +
MOB + + + + - -
GLU + + + + + +
LAC - - + - + +
TSI SAC _ _ + - + +
Has n n - _ ; -
Salmonella | Proteus . Shigella | Streptococcus | Klebsiella
Souche e E.coli
Spp mirabilis Spp pyogene Spp

L’utilisation de la galerie biochimique classique a permet d’identifier les espéces suivantes :

Salmonella Spp, Proteus mirabilis, E.coli, Shigella Spp, Streptococcus pyogene, Klebsiella Spp.

1.3.7. Antibiogramme

E.coli présente une sensibilité pour les céphalosporines de la 3™ génération (CTX ; CFM), les

aminosides (AK ; CN) et aussi pour les quinolones (CIP ; NA); et une résistance pour les

céphalosporines de la 1® génération (KZ), les B-lactamines (AMC ; AX) signifie la présence de la B-

lactamases, pour les sulfamides (STX) et intermédiaire pour les Nitrofuranes (F300).
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Figurel0 : antibiogramme d’E. Coli apr sincubation  7°C pendant 24h sur lose MH.

(a) Représente 6 disques d’antibiotiques AMC ; CTX ; CFM ; AX ; AK ; KZ et (b) repr sente 5
disques d’antibiotiques STX ; CN; CIP ; F 00 ; NA.

1.3.8. Coproculture

Dans I’analyse des selles on a trouvé des résultats similaires a celles des biopsies intestinales
sauf que la coloration de Ziehl Neelsen a été négative. Nous avons identifi¢ les méme especes
bactériennes déterminer par culture des biopsies intestinales, ces espeéces sont : E.coli ; Salmonella
Spp, Proteus Spp, Klebsiella Spp. Le dénombrement des bactéries isolées montre une diminution de
celles-ci dans les selles pour Salmonella Spp, Proteus Spp, Klebsiella Spp. Par contre E.coli est non
dénombrable, sa charge est toujours ¢levée dans les biopsies intestinales et dans les selles ceci indique

que cette souche est dominante dans MC.
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2. Discussion

La MC est une maladie inflammatoire chronique, qui touche le tube digestif; cette
maladie est diagnostiquée par 1’association des symptdmes cliniques, suivie par I’exploration
sérologique qui exprime des signes d’inflammation (VS et CRP élevés) ; on note aussi
I’exploration radiologique, qu’elle est trés importante, lors de I’endoscopie le médecin préleve
des biopsies intestinales pour 1’analyse anatomopathologique, qui aide & 1’orientation de

diagnostic.

Dans notre étude, les biopsies sont analysées pour bien comprendre la physiopathologie
de la MC, en association de microbiote intestinal. L’aspect de la MC ou I’histopathologie de

cette maladie et I’analyse bactériologique ont été vérifics.

La MC est souvent reconnue par 1’aspect macroscopique, des I€sions intestinales qui
révele que le mésentere est souvent épaissi et rigide avec un blanc tissu adipeux (WAT),
considéré comme une caractéristique de la MC, par une étude rétrospective de 225 résections
intestinales (Sheehan et al., 1992), la graisse mésentérique est présente lorsque plus de 50%
de circonférence intestinale est affectée, elle est défini comme étant une extension de mWAT
qui couvre une petite et grande circonférence intestinale (Laurent ef al., 2007), le mésentére
est généralement rétracté, fibreux et I’intestin avec son environnant sont épaissie et
hypertrophie par des lobules graisseux et ganglions mésentérique sont enflammées
(Geboes,2003), I’ensemble de ces caracteéres est présent dans notre piece d’étude ; c’est
I’aspect de scléro-lipomatose, la graisse d’emballage a été corrélée avec une inflammation
transmurale et d’autre changement de tissu conjonctif compris la fibrose, muscularisation et la

formation des sténoses (Laurent, 2007).

La comparaison de nos résultats des aspects histologiques des biopsies intestinales et
celles de la piece de résection, a montré que les biopsies muqueuses ne contiennent qu’une
seule tunique d’intestin, contrairement a la piéce opératoire qui représente les différentes
tuniques de muqueuse jusqu’a la séreuse ; ces biopsies permettent de définir 1’évaluation de la
maladie (activité et identification des lésions précancéreuses), mais pas un diagnostic exact,
elles doivent étre associées a 1’exploration radiologique, sérologique et clinique (Geboes,
2003 ; Klotz, 2015), car les lésions de la MC se produite fréquemment dans un fond de la

normale muqueuse « reconnaissance de la dysplasie » (Laurent et al., 2007), lorsque les
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¢chantillons chirurgicaux sont disponibles, la maladie peut étre beaucoup plus identifié

(Laurent ez al. ; 2007).

Les criteres histologiques permettent de confirmer le diagnostic de la MC sont connues,
parmi lesquels la présence d’infiltrat diffus trans-muqueux lympho-plasmocytaire associé¢ a
des ulcérations larges et fissuraires (Klotz, 2015 ; Geboes, 2003). Des cryptites et des abces
cryptiques (Vilotte et Sobhani, 1996), des lymphangiectasies (Vignes ez Bellanger, 2008) et
une inflammation périvasculaire (Klotz, 2015) due a des anomalies dans mWAT des patients
de la MC et qui compris aussi les macrophages marqués dans ’infiltrat et la fibrose aussi
I’épaississement des vaisseaux (Laurent, 2007), les adipocytes viscéraux sont nettement plus
petits, ce qui entraine une augmentation de quatre fois de nombre d’adipocytes a travers le
mésentere chez les patients de MC par rapport aux témoin (Yamamoto et al., 2005),
I’hypothese de I’association de 1’emballage de graisse et la MC ; c’est que la production
locale des médiateurs par mWAT pourrait améliorer la libération des médiateurs de
I’inflammation et d’initier ou favoriser les dommages a la muqueuse intestinale (Laurent,

2007 ; Ryan 2004), larelation entre la graisse mésentérique et la MC doit étre étudié.

Bien que la MC est considérée comme étant & ’origine auto-immune, il existe des
preuves croissantes que cela peut avoir une cause infectieuse (Greenstein, 2003), nombreuse
études ont été menées dans le but d’identifier la différence dans la diversité microbienne
entre individus sains et patients atteints de MC, globalement ces études sont trouvés des
preuves pour un déclin de la diversité bactérienne (Hampe, Franke ef al, 2007 ; Franke et

al.; 2008).

La MC est due chez des sujets génétiquement prédisposés a une activation d systéme
immunitaire muqueux intestinal inappropriée et que son stimulus est le contenu bactérienne
intestinal « microbiote » (Seksik, 2010). Le microbiote intestinal contient environ 10'*
bactéries de divers especes, la coloration de Gram qu’on a utilisé€ sur les frottis des biopsies
frais montre une grande diversité bactérienne ; un intérét grandissant centré sur I’étude des
communautés bactériennes comme source antigénique alimentant I’inflammation chronique

dans la MC (Seksik, 2010).

Le microbiote intestinal était étudié¢ en utilisant des techniques basées sur la culture
bactérienne; 70% de ce microbiote était non cultivable, il resterait inexploré (Suauetal.,1999),
I’étude de plusieurs bactéries associées a des biopsies intestinaux prélevées des patients de

MC, montre que la MC est une maladie distincte bactériologiquement (Seksik, 2010), la
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membrane de microbiote intestinal favorise les sources d’AG avec lesquels le systéme
immunitaire est dysfonctionné(Schultz, 2004). A cause de cette grande diversité bactérienne,
dans notre travail on a sélectionné un groupe d’étude gr ce a des milieux ordinaires qui sont
les entérobactéries (bactéries a Gram négatif), et pour enrichir ce travail on a mis en présence

des bactéries pathogeénes a Gram positif (streptocoque) aussi les BAAR le cas étudié est Map.

Dans notre étude on a comparé entre les populations obtenues par le broyage des
biopsies intestinales et celles par la coproculture, la différence s’était dans la composition
(diversité) et aussi la concentration des especes similaires ; plusieurs études arrivants aux
méme résultat que notre ; c’est maintenant reconnue que les populations microbiennes fécales
différentes sensiblement de microbiote associés de muqueuse (MAM), et que chaque individu
abrite une flore unique motif (Zoetendal, 2002; Eckburg, 2005 ) ; I’analyse du microbiote
fécale reste informative ; le plus souvent, les biopsies coliques et iléales sont nécessaires pour

I’analyse de la composition de MAM (Seksik, 2010).

Les biopsies intestinales utilisées a partir de muqueuse saine et pathologique ne
montrent pas des différences dans notre étude et ¢a était confirmer par Rodriy ez al en 2006 :
la différence dans la composition bactérienne n’est pas due a 1’état du tissu enflammé ce
pourrait avoir modifié¢ I’écologie microbienne du site, par ce que les collections bactériennes
associes au biopsies enflammées ou non enflammées ne différent pas en composition. Les
travaux de vasquez et al en 2007 ont révélé qu’il n y’a pas de différence entre MAM

(dominant) en zones lésées et saines.

Le microbiote intestinal pourrait porter une pathogénicité¢ de deux fagons: par
I’expansion d’espece « pro-inflammatoires » ou par la diminution des bactéries protectrices
« anti-inflammatoires » ; deux stratégies complémentaires ont été pour suivies : la recherche
d’un  micro-organisme pathogéne et 1’analyse de microbiote intestinal «recherche de
dysbiose » (Seksik , 2010), plusieurs études ont montré que la concentration des bactéries
associés a la muqueuse sont significativement plus €levés chez les sujets atteints de la MC que
chez les sujets témoins, surtout I’iléon distale et le colon précisément les concentrations des
entérobactéries (Martinezetal., 2006 ; Kotlowski ef al., 2007), une étude a montré que les
patients avec la MC améliorant cliniquement lorsque les concentrations bactériennes liminales
sont diminuées, les patients atteints de la MC affichent une augmentation de nombre des
coliformes dans leurs excréments, en particulier pendant les périodes ou la maladie est active

(Darfeuille ez al., 2004), une augmentation des entérobactéries fécales dans les MAM
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(Martinez et al., 2006 ; Kotlowski ez al.; 2007), tels que E.coli (Kotlowski et al. ;
2007),dans notre étude ’espece le prédomine est E.coli, ’analyse de la flore bactérienne
associée a la muqueuse iléale des patients atteints de MC a montré que les souches E.coli
¢taient anormalement répandues, représentant entre 50% et 100% de nombre totale des
bactéries adrobies anaérobies (Darfeuille ez al., 1998), ’augmentation de nombre de E.coli
associés a la muqueuse intestinale a été observé chez les patients atteints par rapport aux
symptomatiques de controle (Swidsinski ez al. ; 2002) ; la plus part de ces souches de E.coli
sont capables d’adhérer aux cellules épithéliales intestinales, une propriété qui leur permettrait
de coloniser la muqueuse intestinale ,I’'immunocytochimie a démontré la présence d’AG de

E.coli dans la plus part des résections intestinales des patients (Darfeuille ez al., 2004).

La présence d’AG anti-OMP (protéine de membrane externe d’E.coli) a un taux élevé
semble associée a des formes particulierement séveres de la MC « sténosante, perforante ou
nécessitant une chirurgie de gréle » (Seksik, 2010), certaines souches de E.coli ayant des
propriétés particulieres d’adhésion ont été isolées a partir des échantillons muqueuses iléales
provenant des patients de MC (Darfeuille ef al., 1998). Cette souche d’E.coli isolé ne possede
pas les facteurs de virulence des autres E.coli pathogenes, c’est la souche AIEC (souche de
référence LF82), ce sont généralement capables de survivre et de se multiplier fortement a
I’intérieur des macrophages infectées sécrétant un taux élevés de TNF-a (Darfeuille ef
al.,2004), les AIEC (LF82) sont capables d’adhérer a la bordure en brosse d’entérocytes
iléaux isolées des patients de MC (Barnich ez al., 2007) et colonisé la muqueuse iléale puis
franchir la barriére intestinale, et étre phagocytées puis se multiplient dans les macrophages
résidents de la lamina propria induisent une forte sécrétion des cytokines pro-inflammatoires
TNF-a (Seksik, 2010). La plus grande richesse en AIEC chez les patients avec la MC suggéré
que ce pathovar pourrait étre plus stable dans la muqueuse de MC, France (Schwartz et al.,
2000), I’Espagne (Hulten et al., 2001), USA (Naser et al.; 2004), les AIEC capables
d’induire la formation des granulome in vitro (Darfeuille ez al., 2004 ; Barnich et al., 2007)
les chercheurs suggerent que ce sont des pathogenes facultatifs qui cause la maladie chez les

personnes sensibles ( Barnich et al., 2013).

De plus de la concentration élevé, on note la présence des bactéries inhabituelles
(Seksik et al., 2003 ; Sokol ., Seksik et al., 2006), comme celles trouvées dans notre étude
parmi lesquels Salmonella Spp, Shigella Spp, Streptocoque pyogenes, Proteus mirabilis,
Klebsiella Spp, Mycobactérium avium paratuberculosis. L’autophagie qui est un processus
par lequel les cellules eucaryotes maintient 1’homéostasie en séquestrant le cytoplasme et
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dégradants les endommages organites par voie lysosomale (Mizushima, 2007), I’autophagie
protege les cellules en supprimant ou limitant la croissance des bactéries intracellulaires
(Birmingham ez al., 2006 ; Gutierrez et al., 2004), le dysfonctionnement dans I’autophagie
conduit a une infection persistante comme Salmonella typhimirium, Streptococcus pyogenes
et Mycobactérienne (Birmingham ef al., 2006 ;Nakagawa et al., 2004 aussi par Kuballa ez
al., 2008), les 1ésions observées dans cette maladie sont surtout présentes au niveaux des
plaques de Peyer. Pour lesquelles de nombreuse bactéries présentent un tropisme particulier
comme Salmonella, Shigella, Vibrio, Campylobacter, Yersina, Lesteria, Klebsiella(Hugot et
al., 2003), les ulcérations aphteuses résultant de la nécrose de cellules M de follicules
lymphoides de Peyer, qui sont les lésions les plus précoce de la MC, ces ulcérations se
produisent dans les shigellose, salmonelloses et 1’entérocolite de yersinia, dans lesquelles

I’envahissement est un élément essentiel de virulence de la bactérie (Darfeuille ez al.,2004).

La cause infectieuse la plus possible est Mycobactérium avium paratuberculosis
(Greenstein, 2003), il a été¢ suggere que pendant des années. Il peut y avoir une association
entre la maladie de Johne et la MC (Kuenstner et al., 2005). Des ¢tudes montrent une
augmentation de la détection et I’isolement des Map chez les adultes atteints de MC (Sechi ef
al., 2005) et les enfants nouvellement diagnostiquées (Kirkwood et al ., 2009), la théorie
mycobactérienne et la théorie auto-immun dans la MC sont complémentaire, la premiere porte

sur ’étiologie de la maladie et la seconde porte sur sa pathogénie (Chamberlin ez al., 2007).

La présence du Map a été étudié en utilisant les méthodes de diagnostic dans différents
¢chantillons de tissus provenant des patients atteints de MC, contrairement a d’autre
mycobactéries d’environnement, les MAP ont les capacités spécifiques a provoquer une

inflammation chronique de I’intestin (Liverani et al., 2014).

En opposition des résultats obtenus par les chercheurs dans notre étude, on a
obtenu deux cas positifs parmi 15 cas lorsque de la coloration de ZN, Les MAP sont difficiles
a diagnostiquées par la coloration de Ziehl Neelsen, 1’identification de MAP des étres

humains exige parfois la culture ou la détection d’ADN ou d’ARM (Greenstein, 2003)

des biopsies muqueuses ont été obtenus a partir des personnes atteintes de la MC utilisés
pour faire un frottis et examiner par ZN, les frottis obtenus a partir des biopsies fraiches de
tous les patients étaient négatifs par ZN, apres 14 semaines d’incubation des cultures MGIT
montrés en ZN des cellules caractéristiques et des BAAR (Leonardo e al., 2005), si la forme

de la paroi cellulaire déficiente chez les Map, la coloration de Ziehl-Neelsen sera négatif, sous
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des conditions appropri¢ de culture et une période prolongée (semaines a plusieurs années)
ces bactéries peuvent produire une paroi cellulaire protoplasmique (Wall ef al., 1993,
Greenstein, 2003), et deviendra alors ZN positif (Greenstein, 2003), donc on peut suggérer
que la période de latence ou d’incubation corporelle joue un role important, de plus I’hygiéne
de vie et le régime alimentaire des personnes atteints peu apparais des modifications dans la
paroi cellulaire des Map qui on a obtenu positif. Alors que les conditions géographiques et
environnementales peu donne une résistance de cette souche, donc on propose que les souches

Map peuvent se différenciés selon les conditions environnementales.

L’utilisation de coloration ZN sur des coupes histologiques donne des résultats négatifs,
alors que leurs utilisation sur des frottis biopsiques dans les méme patients apparaitre positifs
chez deux cas, on conclut que cette méthode est plus efficace sur des frottis que sur des
coupes histologiques ; chez 1’animale les tissus colorés en ZN pour la visualisation directe des
mycobactéries dans 1’étude de Wells ez al en 2006, qui a identifié¢ des BAAR dans 9% et 5,6%
respectivement dans la muqueuse iléale et les nceuds lymphatiques, c’est une méthode qui
requiert beaucoup de manipulations spécifiques et une expertise en anatomo-pathologie ; pour
I’étude de weber efal en 2009, qui a été basé sue la technique de ZN sur un étalement de la
matrice sur une lame de verre « frottis », cette étude a établi une sensibilité de 48% et une

spécificité de 98% pour les animaux dans la phase clinique.

NOD?2 est un senseur intracellulaire du peptidoglycane bactérienne (Seksik, 2010),
I’identification des mutations dans le gene NOD2/CARDI1S5 chez les patients atteints de la MC
ont montrés un lieu entre la réponse immunitaire inné a des bactéries invasifs et le
développement de la maladie (Ogura et al., 2001 ; Hugot et al., 2001), NOD2 a été trouvé
pour étre impliqués dans la clairance bactérienne de salmonella et streptocoques (Hisamatsu
et al., 2003 ;Opitz et al., 2004), Enterococcus (D’Inca et al., 2006), I’expression de NOD2 a
¢été trouvé dans les monocytes et les cellules épithéliales (Inohara ez al., 2005) qui est un
récepteur intracellulaire pour muramyl dipeptide, composant de peptidoglycane bactérienne
(Inohara et al., 2005) dans la muqueuse intestinale, NOD2 est exprimé¢ de manicre
prédominante dans les cellules de paneth(Lala ez al., 2003) synthétiser et sécréter plusieurs
peptides antimicrobiens, y compris les lysosomes, phospholipases, defensines, mais la
fonction de NOD2 dans ces cellules ne sont pas claire, les defensines (peptides) sont tres
sensible aux défis administré par voie orale « bactéries pathogeéne », de méme assure une
protection contre salmonella (Wehkamp et al., 2005), des études ont montré que ce peptides
a un effet biologique significatif sur microbiote pathogéne dans la lumiere intestinale
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(Salzman et al., 2003), le defensine peut jouer un rdle centrale dans la physiopathologie de
MC ( Fellermann et al., 2003), une carence de défense immunitaire innée fournies par

defensines pourrait permettre aux bactéries d’adhérer a la muqueuse de la MC et déclenchent

une réponse inflammatoire ( Wehkamp etz al., 2004).
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Conclusion et perspectives

L’aspect histopathologique de la MC peut étre mieux visualisé et identifie sur des piéces
opératoires que sur des biopsies endoscopiques qui aide a la suivie de 1’évolution de la
maladie et doit étre accompagné a I’exploration clinique,sérologique et radiologique ; I’aspect
histopathologique courant de la MC est la présence de granulome inflammatoire avec follicule

lymphoides a centre claire (riche en lympho-plasmocytes).

La coloration de Ziehl Neelsen pour mise en évidence des Map est efficace sur des
frottis que sur des coupes histologiques,on a suggéré que les Map peut étre influencé par
plusieurs facteurs : 1’incubation corporelle, le régime alimentaire, les facteurs

environnementaux.

Le microbiote intestinal chez les patients atteints de la MC est différents, d’un coté
d’augmentation des concentrations de certaines bactéries comme E.coli; et d’un autre cotés
I’apparition de certaines bactéries inhabituelles pathogénes c’est le cas des Salmonella Spp,

Shigella Spp, Klebsiella Spp, streptococcus pyogene, Proteus mirabilis.

Au-dela des dernicres années les MICI deviennent trés fréquentes en Algérie, nous
souhaitons de fournir des groupes de recherche pour I’étude de la physiopathologie et surtout

1’étiologie de la maladie qui est différents selon les zones géographiques :

e des recherches sur les MAP qui on suppose qui étre plus résistant et différents
aux souches de référence. Les études doit étre accoupler par la culture, la méta-
analyse et la PCR pour des résultats conformes.

e On espere d’introduire des nouveaux vaccins pour les animaux et les humain
contre les MAP.

e [’étude de la régulation immunitaire provoquée par la mutation de geéne

NOD2/CARDIS.
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Tableau 1 : Caracteres biochimiques recherchés dans notre étude pour identifier les
entéropathogénes.

Tests

Réaction/
enzyme

Méthodologie

Résultats

Positif

Négatif

Intérét

Urée

Activité d’une
uréase sur
milieu urée-
indole

Faire
suspension
urée-
tryptophane,
incuber a
37°C/24h.
Lecteur.

Rouge

Jaune

L’hydrolyse de
I’urée suivie par
I’alcalinisation

Indole

Tryptophanase

Ajouter le
réactif de
kovacs dans un
aliquote du
milieu urée-
indole
ensemence et
incubé

Formation
d’anneau
rouge

Absence
de
coloratio
n rouge

L’hydrolyse de
tryptophane

RM

Réaction
colorimétrique
par RM

Mettre une
suspension
bactérien dans
le milieu CL
apres incubation
37°C/24h.
Ajouter 2/3
gouttes de RM,
lecteur.

rouge

Jaune

Voie de
fermentation de
glucose
(fermentation des
acides mixtes).

ONPG

B_
galactosidase

Réaliser une
suspension
bactérien testées
en eau distillée,
ajouter avec une
flamber un
disque
imprégné
d’ONPG,
incuber a
37°C/24h.

Jaune

Incolore

Métabolisme de
lactose

Catalase

Catalase

Sur une lame
propre déposé
une goutte de
H202, ajouté a
I’aide d’une
pipette pasteur
I’inoculum
bactérien,
observation.

Apparition
de bulles
(dégageme
nt de gaz)

Pas de
bulles

Métabolisme
respiratoire
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Tests Réaction/ Méthodologie Résultats Intérét
enzyme Positif Négatif
OoDC Ornithine Ensemencer sur Production du
décarboxylase | milieu Folkow dioxyde de
LDC Lysine une goutte de carbone et des
décarboxylase suspension, Violet Jaune amines.
ADH Arginine agiter et
dihydrolase recouvrir de
vasline sterile
(anaérobiose
relative),
incubation
37°C/24h.
TSI Fermentation Ensemencer a -pente alcaline et un | Différenciation des
de lactose et I’aide d’une culot acide (rouge/ entérobactéries.
glucose et pipette pasteur | jaune) : fermentation
saccharose et la pente de la du D-GLU
production de | gélose en strie uniquement.
H2S centrale puis -pente acide et culot
piquer en acide (jaune/ jaune) :
profondeur fermentation de
jusqu’a 3-5mm glucose, lactose et
du fond du tube saccharose.
par la -pente alcaline et culot
suspension alcalin (rouge/
bactérien. rouge) : pas de
Retiré la pipette fermentation.
pasteur et strier | -les fissures dans le
la surface de la milieu indiquent la
pente, incuber a | production des gaz.
37°C/24h. -précipité noire dans
le culot : production
de H2S.
Mannitol Ensemencer par | -virage au | -absence | Fermentation de
piqure centrale jaune de mannitol et
a I’'aide d’une (orange). virage. mobilité.
pipette pasteur -culture -culture
chargé de dans toute | le long
suspension, la gélose de la
incubation. (trouble). piqure.
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Tableau 2 : valeurs critique des diametres des zones d’inhibition et des CMI pour

entérobacteéries.
Antibiotiques Charge des Diamétre critique (mm) CMI critique
testés disques (ng/ml)
Sensible | Intermédiaire | Sensible | Résistant | Sensible
g-lactamine 10ug <13 14-16 >17 >32 <8
Ampicilline
Amoxciline+ AC. 20/10pg <13 14-17 >18 >32/16 <8/4
clavulanique
cefazoline 30ug <14 15-17 >18 >32 <8
cefalotine 30ug <14 15-17 >18 >32 <8
Cefoxitine 30ug <14 15-17 >18 >32 <8
Cefotaxime 30ug <14 15-22 >23 >64 <8
Ceftriaxone 30ug <13 14-20 >21 >64 <8
Imipenem 10ug <13 14-15 >16 >16 <4
Aminosides : 30ug <14 15-16 >17 >32 <16
amikacine
Gentamicine 10ug <12 13-14 >15 >8 <4
Quinolones : 30ug <13 14-18 >19 >32 <16
Acide nalidixique
Ciprofloxacine 5ug <15 16-20 >21 >8 <4
Antibiotiques Charge des Diamétre critique (mm) CMI critique
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testés disques (ng/ml)
Sensible Reésistant | Sensible | Résistant | Sensible
30ug
Autres : <12 13-17 >18 >32 <8
Chloramphénicol
Furanes 300ug <14 15-16 >17 >128 <32
Fosfomycine 200ng <12 13-15 >16 >256 <64
Triméthoprime+ | 1,25/23,75ug | <10 11-15 >16 >8/152 <2/38
sulfaméthoxazole.
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FICHE TECHNIQUE N° 01

FIXATION AU FORMOL 10% AU PBS ]

Composition

D =] 111101 I 10ml

Composition de PBS

P NACL .o e s 080
P KL 0,29
P NAZHPOA. ... 1,159
P KH2POA ..o 0,29
P BaUIStHIBE .occvv e 1000ml

Ajuster le PH de solution a 7,4 et conservée a température de 4 °C.

FICHE TECHNIQUE N°02
COLORATION DE HEMATOXYLINE EOSINE ]

Reactifs
» Hématoxyline de harris.
» Eosine.

Mode opératoire

> Deéparaffinagedans bains de toluéne ou de xylene.............cccooevieiiennns 15min.

» Réhydratationdans des bains d’alcools a concentration décroissante.

P AICO0I Q70 et 02 min.
P PUIS AICO0T 95%0... ... e 02 min.
» ColorerHématoxyline de harris...........c.coo et 02 min.
» Puis laver a I’eau courante.

3 COlOrer Par E0SINE ... ..iv it e e et et e e e e e 04min.
> Laver al’eau courante.

» Déshydrater par alcool.

» Eclaircir puis monter.

Résultats : Le cytoplasme colore en rose et les noyaux sont colore en noir.
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FICHE TECHNIQUE N° 03
COLORATION DE ZIEHL NEELSEN ]

Réactifs

» Carbolfuchsine
» Acide sulfurique a 25%
» L’alcool95°
> Bleu de méthyléne
Mode opératoire

e Déparaffiner et hydrater.
o  CarbolfuchSiNg 0,3%0 ....cuuienieie it e e e 30min
e Puisrincage délicate par I’eau distillée.
o ACIHe SUITUNIQUE 25%0 ... .enie e e 5min
@ L7AlC00N. . 3min
e Coloration par le bleu de méthylene............coooiiiiii i e, 2min
e Ringage a I’eau distillée.
o Unbainde XYIENe. .. ....ovii i e e e e e e 2MIN
e Montage.

Résultats

La présence des bacilles colorés en rouge dans un fond bleu.

Préparation des réactifs
ACIDE SULFURIQUE A 25% :

> Acide SUlfUriQUE PUIE ... e e 25ml

» Eaudistillé ... e e e 1 D0
ALCOOL 95°:

P AICOO ... e e e M

P O EAU IS ..o .95 M

FICHE TECHNIQUE N° 04

MILIEUX DES CULTURES ]

GELOSE AU HEKTOEN
Composition en grammes par litre d'eau distillée :

P PEPIONE. ... 12 g/l
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VVVVVVYVYVYVYYVYVYVYYVY

EXEFait de IOVUIE....c.oeiieceie e e 39/

NACL . e e e 59/
SIS DIHAIIES. ..o s 99/

Thiosulfate de SOTIUM.......c.coiiiii e 59/

Citrate de fer ammoniacal............coccovviiiiiiin i 1,59/l

[ (ot (01T TP UR TR 12 g/l

SAHCINE. ..ttt e 29/l
SACCNAIOSE. ... ettt ettt ettt b bbbt n b er e nae s 29/l
BB T et e 0,002 g/l
FUCKSING CIAE.......eeeieieeice e s 0,19/

Agr=14pH

final=75

% GELOSE MAC CONKEY

Compositionen grammes par litre d'eau distillée :

VVVVVVYVYY

PEPLONE A CASEINE......cuiiiieiriicieee ettt et st eaae s 17 g/l
Peptone de VIANGE.........ccviiiiiiie ettt 39/
SeIS DIHAITES. ....c.vveiie e 1,59/l
Cristal VIOIEL.......coeiie s 0,001 g/l
I Lot (01T SRS PRP 10 g/l
ROUQJE NEULTE. ...ttt sttt sb e nbe e 0,03 g/l
NAC L ot 59/
AN T | PSPPSR 13,59/

» pHfinal=7,1

s GELOSE AU SANG FRAIS

Composition :

>
>

Poudre de gélose nutritive............ccociiiiiiiii i 500mg
Eau distillée stérile............coo i, 500ml

2 Tube héparine remplie de sang humain

s BOUILLON BGT

Compositionen grammes :

YVVVVYY

[O=] 010 1= PP 20,09
EXLrait de VIANGE:.......cocieiiis e 2,0g
GIUCOSE: .ttt 4,0¢g
chlorure de SOIUM:.......ooiieiec 2,5¢
dihydrogénophosphate de potassium:..........ccccceeveeieeieiieveevec e 0,7¢g
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» pH =7, 4 Préparation 37,5 ¢

Stérilisation classique.

% BOUILLON BHIB :

Composition
> ProtéoSe-peptone .......covuiiiriie e 10,09
> Infusion de cervelle de veau ............cccooiiiiiiiiiiiiiiiinans 1259
> Infusionde ceeur de boeuf...... ..o 5090
» Glucose 2,0 g chlorure de sodium...........cocooiiiiiiiinneenn, 5049
» Hydrogénophosphate de sodium .............cooeiiiiiiiiiiiiinn. 2590
> pH=74

Préparation 37 g par litre. Stérilisation classique.

FICHE TECHNIQUE N° 05

COLORATION DE GRAM ]

Mode opératoire
La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante :
» Sur une lame, fixer a la chaleur une culture bactérienne.
Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une minute.
Ajouter du lugol pendant 30 secondes.
Décolorer avec de I’alcool 95°, puis rincer a I’eau.
Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 a 30 secondes.

Laver a I’eau.

YV V V V V V

Apres séchage, soumettre la lame a une observation microscopigque a immersion
(x100).

Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet et les bactéries a Gram négatif en
rose.



