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Introduction :

Les antibiotiques appartiennent a une classe de médicaments trés importante pour
I'ensemble de la société. Sans ces médicaments il y aurait beaucoup plus de morts et de
nombreuses chirurgies seraient impossibles a effectuer, a cause du risque d'infection

postopeératoire [9].

Malheureusement ces derniéres années on observe toujours plus de cas de résistance aux
antibiotiques. La consommation d’antibiotiques croissante a induit, dans le monde, au
développement de résistances des bactéries a ces médicaments, rendant difficile le traitement des
patients. Autrement dit, dans le passe certains antibiotiques permettaient de soigner de nombreuses
maladies infectieuses, maintenant on voit certaines personnes mourir pour de simples infections

(souvent contractées en milieu hospitalier), car I'antibiotique n'a plus d'efficacité [9].

Seulement aux Etats-Unis (environ 5% de la population mondiale), la CDC (organisme
étatique de sante) estime a 23 000 le nombre de déces de personnes infectées par des micro-
organismes résistants aux antibiotiques [9]. Parmi ces microorganismes, les germes les plus
fréquemment identifiés lors d’une infection nosocomiale qui sont Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa et Staphylococcus aureus (staphylocoque doré) [12].

En Algérie, comme dans le monde entier, les infections a P.aeruginosa occupent une place
importante au sein des infections nosocomiales avec une fréquence estimée entre 20 et 30 % et
possedent un pronostic sévéere. Ces bactéries causent des problémes préoccupants dans les
hopitaux, en raison des sources de contamination multiples et ses capacités d'adaptation a son
environnement naturel ce qui lui conferent une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques
[10].Ainsi un pourcentage élevé d’infections nosocomiales sont dues a des bactéries hautement
résistantes telles que le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) qui a aggravé le
pronostic et compliquer de maniére sérieuse la prise en charge des infections staphylococciques
[22]. E. coli est également une bactérie d’intérét médicale, c’est le germe le plus fréquemment
isolé au cours des infections urinaires. Une augmentation progressive de la résistance d’E.coli aux
antibiotiques, notamment a 1’amoxicilline et cotrimoxazole a été remarqué dans plusieurs régions

dans le monde [11].

Cette situation nous a amené a étudier 1’état actuel de ces microorganismes présentant un
probleme majeur de santé publique dans la région de Guelma (Est Algérien), précisément au sein

de I’hopital Ibn Zohr (hdpital de la commune de Guelma).



L’objectif de notre travail consiste donc a:
- D’identification des souches d’E.coli, P.aeruginosa et S. aureus collectées du milieu

hospitalier (divers préelevements pathologiques).
- I’étude de la sensibilité des souches d’E.coli, P.aeruginosa et S. aureus aux antibiotiques.

- L’évaluation et I’optimisation de la thérapeutique antibactérienne vis-a-vis de ces

microorganismes.

En effet, nous rapportons dans cette étude deux grandes parties :

- La premiere est attribuée aux donneées bibliographiques comportant deux chapitres : L’un
est consacré a 1’étude des caractéres généraux des bactéries étudiées et 1’autre aux notions
et aux mécanismes génétiques de la résistance aux antibiotiques.

- La deuxiéme relate notre travail expérimental, commengant par la présentation du mateériel
et les méthodes utilisées dans le cadre de ce travail, suivie des résultats obtenus et des
discussions engendrées par ces résultats et enfin nous terminerons cette étude par une

conclusion.
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d’importance clinique
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. Escherichia coli :

Escherichia coli est actuellement la seule espéce homologuée du genre Escherichia.
D’autres especes d’incidence exceptionnelle ont été décrites mais ne sont pas homologuées :
E.ewing, E.fergusonii, E.blattae, E.hermannii, E.vulneris, E.adecarboxylata (Le Minor et
Véron., 1984).

1. Taxonomie (Djelouat ., 2011) :

- Régne : Procaryotae

- Domaine : Bacteria

- Phylum : Proteobacteria

- Classe : Gammaproteobacteria
- Ordre : Enterobacteriales

- Famille : Enterobacteriaceae

- Genre : Escherichia

- Espéce : Escherichia coli

2. Habitat :

Les E. coli sont des hotes normaux du tube digestif. Ils constituent I’espéce dominante
de la flore aérobie (1000 fois moins importante que la flore anaérobie). Une dizaine de
sérotypes coexistent normalement chez un méme individu. Il est admis que ce sont des
bactéries commensales qui peuvent causer, en particulier lors de circonstances favorisantes
anatomiques ou humorales, les infections urinaires et les cholécystites (Le Minor et Véron.,
1984).

E. coli est un indicateur d’une contamination fécale car sa présence dans 1’eau et le sol

n’est pas considéré normale (Chouder., 2006).

3. Caracteéres bactériologiques :
3.1. Caractére morphologiques :

Escherichia coli ou colibacille est une bactérie; Gram négatif ; asporulée mesurant 2 a

4u de long sur 0,4 a 0,6 p de large.

)
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C’est un bacille fin et allongée a extrémités arrondies, mobile grace a une ciliature péritriche

(Fig. 01) (Oulymata ., 2007).

Figure 01 : Escherichia coli observée au microscope électronique (Gx10000)
(Mami ., 2013).

3.2. Caractéres culturaux :

Aéro-anaérobies facultatifs.

Culture facile sur milieux ordinaires lactoses.

Sur milieux solides apres 18-24h les colonies sont arrondies, lisses, a bords réguliers,
de 2a 3 mm de diamétre.

Pousse sur milieux sélectifs pour entérobactéries type Mac Conkey et Hectoen (Clave
., 2012).

Ce germe non exigeant, sur gélose ordinaire donne des colonies lisses, brillantes et
homogénes (Oulymata ., 2007).

E.coli est une bactérie mésophile, sa température de croissance proche de celle du
corps humain (37°C), et neutrophiles qui se développent a un pH compris entre 5,5 et
8,5 avec un optimum voisin de 7. E.coli est non halophile (elle pousse en milieu de
concentration en NaCl inférieure a 0,2 M) (Oulymata ., 2007).

3.3. Caractéres biochimiques :

E.coli posséde une catalase mais elle est dépourvue d’oxydase.

Les caracteres biochimiques les plus caractéristiques d’E.coli sont :

Fermentation du glucose avec production du gaz, en général, lactose (+), indole (+) (Le Minor
et Véron., 1984).

D’autres caractéres biochimiques d’E.coli sont représentés dans le tableau 01.
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L’¢étude d’activités enzymatiques et de la fermentation des sucres est réalisée a I’aide de

micro-méthodes validées disponibles dans le commerce sous forme de galerie.

Ces dernieres permettent I’identification de cette bactérie ainsi que le diagnostic différentiel

avec les autres bactéries de la méme famille (Oulymata ., 2007).

Tableau 01: Caractéres biochimiques d’E.coli (Oulymata ., 2007; Avril et al.,2000 ;

Lobril.,1998).
TESTS ADH | ONPG | CC [ CS | GEL | H2S |IND | MAL | PDA |LDC |ODC | TDA | URE | NIT | GLU | LAC | VP [ ESC
RESULTATS | (+)/-| (+) [ |- |- = =] - H- | ®E ()| & | |-
Légende :(+) : Caractére positif (-): Caractére negatif (+/-): caractere inconstant
ADH : Arginine déshydrogénase ; ONPG: Ortho-nitro phényl- galactopyranoside) ; CC : Citrate de

Christensen ; CS :
Malonate ; PDA : Phenyle alanine désaminase ; LDC : Lysine décarboxylase ; ODC :Ornithine
décarboxylase ; URE :Uréase ; NIT : Nitrate réductase ; VP : Réaction de VogesProskauer pour la mise en
évidence de la productiond’acétoine ;TDA : Tryptophane désaminase ; GLU : Glucose ; LAC : Lactose ;
ESC : esculine.

MAL :

4. Pouvoir pathogéne :

citrate de Simmons; Gel: Gélatinase ; H,S :

Hydrogéne sulfuré; IND :

Indole ;

Certaines souches d’Escherichia coli sont responsables des infections intestinales et

extra-intestinales :

4.1. Infections intestinales : Quatre groupes d’E.coli responsables de diarrhées (Scheftel.,

2010).

v’ Escherichia coli Entéro-pathogéne (EPEC): responsables de gastro-entérites

infantiles.

v' Escherichia coli

Entéro-toxinogéne (ETEC):

liquidiennes cholériformes (diarrhées du voyageur ou turista).

responsables de diarrhées

v' Escherichia coli Entéro- invasive (EIEC) encore appelé Escherichia coli Shigella-

like, responsable de syndromes dysentériformes (diarrhées mucopurulentes et

sanglantes) avec invasion de la muqueuse intestinale.

v’ Escherichia coli Entéro-hémorragique (EHEC) responsable de syndrome entéro-

hémorragique (diarrhées sanglantes liées a la production de toxines), Responsable

chez les enfants (1mois a 3 ans) du syndrome hémolytique et urémique (SHU).
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4.2. Infections extra-intestinales :

v Infections urinaires : la majorité des infections urinaires de la femme jeune est
due a E.coli, Les souches uro-pathogénes appartiennent plus fréquemment aux
sérotypes O 1, 2, 4, 6, 7, 16, 18, 75 et K 1, 2, 3, 12, 13 qui possedent des
adhésines.

v Bactériémies : Les pathovars incriminés dans les bactériémies sont caractérisés
par un fort pouvoir invasif. lls possedent des systemes de captation du fer, des
cytotoxines qui, occasionnant des dégats tissulaires, facilitent leur diffusion et des
facteurs de résistance a la phagocytose (par la capsule) et a I'action bactéricide du
complément (par les chaines latérales du LPS).

v' méningites néonatales: due au sérotype K1 (Ag capsulaire est un Ag
polysaccharidique proche de 1I’Ag capsulaire du méningocoque de type B)
(Scheftel ., 2010 ; Djelouat ., 2011).

5. Facteurs de virulence :

Les facteurs de virulence des souches d’E.coli responsables de certaines infections sont

représentés dans le tableau 02 :
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Tableau 02 : La physiopathologie d’Escherichia coli (Scheftel ., 2010 ; Djelouat ., 2011).

Souche Syndrome Facteur de Roéle du facteur de virulence
virulence

EPEC Gastro-entérites Entérotoxine | Adhésion étroite et destruction des

(026, 055,086, | infantiles aigués ou | Shiga-like microvillosités des entérocytes de

O111, 0119, chroniques I’intestin gréle

0125, 0126,

0127, 0128,

0142)

ETEC Diarrhées trés Entérotoxine | Adhésion aux entérocytes de

(06, 08, liquidiennes thermolabile I’intestin gréle.

015,020, 025, Entérotoxine

063, 078, 080,

085, O115, thermostable

0128, 0139)

EIEC Diarrhées Entérotoxine Invasion et multiplication dans les

(028, 0112, dysentériformes Shiga-like entérocytes du célon.

0124, 0136,

0143, 144, 0147,

0152)

EHEC Diarrhées Vérotoxine Adhésion étroite et destruction des

(0157 mais | sanglantes, microvillosités des entérocytes du

aussi 026 et | Colites colon

0111) hémorragiques

E.coli K1 -Méningite -L’antigéne k1 | -I'opposition a la phagocytose.
néonatales capsule.
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Suite du tableau 02 :

Souche Syndrome Facteur de Roéle du facteur de virulence
virulence
-E.coliO 1,2, | Infections Adhésines -conférant aux souches qui les
4,6,7,16,18, | urinaires possedent la propriété de se fixer aux
75. cellules épithéliales. L'adhérence
- E.coliK 1, 2, constitue une étape essentielle de la
3,12, 13. pathogenése des infections dues aux
bactéries entériques.
E. coli k1 Bactériémie -des systemes de | -fournissant aux bactéries le fer

captation du fer

- des cytotoxines.

-la capsule

- les chaines
latérales du
lipopolysaccharide
(LPS).

indispensable & leur multiplication
-occasionnant des dégats tissulaires,
facilitent leur diffusion

- résistance a la phagocytose

-Action bactéricide du complément

(résistance au systéme immunitaire).

6. Traitement :

6.1. Traitement curatif:

Celui des infections urinaires et biliaires repose sur I'antibiothérapie et la correction des

facteurs favorisants. Le traitement curatif des diarrhées aigués a colibacilles repose surtout sur

la réhydratation. Le traitement des infections péritonéales repose sur le drainage et

I'antibiothérapie.

6.2. Traitement préventif:

Le traitement préventif fait surtout appel aux mesures d’hygiéne génerale notamment

alimentaire et aux mesures d'hygiéne individuelle [1].
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1. Pseudomonas aeruginosa :

Pseudomonas aeruginosa est connue depuis longtemps sous le nom de bacille
pyocyanique ou agent du pus bleu des plaies surinfectées (Chaker., 2006), le mot issu du grec
pseudo (= s’imili ou imitation) et monas (= unité) désignait les (germes) du début de la
microbiologie. Le mot aeruginosa, qui signifie vert-de-gris en latin, fait référence au pigment

contenu par la bactérie, qui donne a la colonie sa couleur caractéristique (Yétérian ., 2010).
1. Taxonomie :

Pseudomonas aeruginosa est I’espéce type du genre Pseudomonas et la famille des

Pseudomonadaceae. Sa taxinomie est présentée dans le tableau suivant:

Tableau 03 : Classification de Pseudomonas aeruginosa (Chaker., 2006).

Regne Bacteria
Embranchement Prokaryota

Division Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Espése Aeruginosa

2. Habitat :

L’habitat du Pseudomonas aeruginosa est naturel ; ce sont des bactéries ubiquitaire
de I'environnement humide: sol, lacs, rivieres, eaux polluées, piscines, jacuzzis...
cette bactérie est caractérisée par une vitalité et résistance importantes dans I'eau y compris
I'eau distillée [2].

3. Caractéres bactériologiques :
3.1. Caractére morphologiques :

Pseudomonas aeruginosa, bactérie a Gram négatif, se présente sous forme de bacilles

fins droits (Khalilzadah., 2009), de 0,5 a 0,8 um de diametre et d’une longueur de 1,5 & 3 um
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(Yétérian., 2010), trés mobiles grace a un flagelle polaire (ciliature monotriche), dépourvus
despores et de capsule. lls apparaissent la plupart du temps isolés ou en diplobacilles (Fig. 2)
(Khalilzadah .,2009).

(@) (b)
Figure 02: Pseudomonas aeruginosa: (a) coloration de Gram (x100), (b) Observation au
microscope électronique a balayage d’un biofilm a Pseudomonas aeruginosa Aprés 72 heures
de formation (Khalilzadah .,2009).

3.2. Caractéres culturaux :

P.aeruginosa est une Bactérie aérobie stricte (cytochrome oxydase) a métabolisme
oxydatif (non fermentant), elle peut utiliser les nitrates comme accepteurs d’électrons en
conditions anaérobies. Sa culture est facile sur milieux ordinaires ou sur milieux sélectifs
(gélose au cétrimide) ; dégage une odeur caractéristique d'acacia par production
d’orthoamino-acétophénone [2].

La température optimale de croissance est comprise entre 30°C et 37 C°. Une
croissance a 41-42°C est possible, mais aucune culture n'est obtenue a 4°C ou a 46°C
(Khalilzadah., 2009), croissance généralement limitée a pH < 4,5, non halophile (elle pousse
en milieu de concentration en NaCl inférieure a 0,2 M) (Khalilzadah .,2009).

Comme d'autres Pseudomonas, P.aeruginosa sécréte un certain nombre de pigments,
entre autres la pyocyanine (bleu-vert), la Pyoverdine (jaune vert fluorescent) et la pyorubine
(brun-rouge) (Khalilzadah ., 2009).

3.3. Caractéres physiologique et biochimique :

-Pseudomonas aeruginosa est un germe catalase négative mais oxydase positive.

-Les caractéres biochimiques de P.aeruginosa sont resumes dans le tableau 04.

Tableau04: Caractéres biochimiques de Pseudomonas aeruginosa (Oulymata ., 2007).
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TESTS ADH (ONPG |CC | C5 |GEL |H2S |IND [MAL (FDA |1LDC | ODC | URE | NIT (GLU | LAC [ VP [ESC
BESULTATS |(&) | - = ® [® |- 1 TR - ERICHE - -
Légende : (+) : Caractére positif (-): Caractére négatif (+/-): caractére inconstant

ADH : Arginine déshydrogénase ; ONPG: Béta galacto-D pyranoside ; CC : Citrate de Christensen ;
CS : citrate de Simmons; Gel :Gélatinase ; H,S : Hydrogéne sulfuré ; IND : Indole ; MAL :Malonate ;
PDA : Phényle alanine désaminase; LDC : Lysine décarboxylase ; ODC :Ornithine décarboxylase ;
URE :Uréase ; NIT : Nitrate réductase ; VP : Réaction de VogesProskauer pour la mise en évidence de la
productiond’acétoine ; TDA : Tryptophane désaminase ; GLU : Glucose ; LAC : Lactose ; ESC : esculine.

4. Pouvoir pathogéne :

P. aeruginosa est une espéce classée dans les pathogenes opportunistes. Elle provoque

de nombreuses infections parmi ceux-ci :
v Infections pulmonaires :

- Patients de réanimation souvent colonisés par P. aeruginosa au niveau bronchique ;
évolution rare mais grave vers une pneumopathie mono ou bilatérale nécrosante et une
septicémie avec choc septique (>30% de mortalité) [2].

- Patients atteints de mucoviscidose colonisés a plus de 80% par la bactérie au niveau
bronchique ; facteur d'inflammation locale et de détérioration de la fonction

pulmonaire [2].
v’ Septicémies :
-Elles représentent 10 a 20 % des septicémies a bacilles a Gram négatif.

- L'immunosuppression favorise leur survenue et elles sont décrites avec une
fréquence élevée au cours du sida. Elles ne présentent pas de caracteres cliniques
particuliers si ce n'est la presence exceptionnelle de manifestations cutanées, faites de
vesicules riches en bacilles, entourées d'un halo violacé, évoluant vers l'ulcération
nécrotique, traduisant la dissémination par voie artérielle. La leucopénie et

I'hypothermie sont inconstantes.

-Le pronostic est grave (mortalité voisine de 50 %) lié a la maladie sous-jacente, a la

localisation primitive, a I'accessibilité ou non du foyer a un geste chirurgical [3].
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Infections superficielles :

Surinfections de plaies, d'escarres, de brdlures...
Folliculites et otites externes bénignes apres baignade (jacuzzis).
Conjonctivites et kératites chez les porteurs de lentilles.

Fonte purulente de I'ceil aprés chirurgie (exceptionnelle) [2].

Infections diverses :

- Infections urinaires chez les personnes porteuses d'une sonde [2].

5. Facteurs de virulence : (figure 03)

7
L X4

*

K/
*

Exotoxine A :

La plus toxique des protéines de Pseudomonas aeruginosa possede plusieurs effets :
diminution de la production d'interleukine 1 avec inhibition de I'immunité & médiation
cellulaire (lymphocytes T), inhibition directe de la phagocytose, effet cytotoxique
induisant une augmentation de la perméabilité membranaire et libération des enzymes
lysosomiaux. Sa production dépend de la teneur en fer de I'environnement, dont

I'excés peut en inhiber la synthese [3].
Exoenzyme S :

Elle joue un grand réle dans la pathogénicité pulmonaire. Elle posséde une action
directe cytotoxique et indirecte, par formation d'anticorps et d'immuns complexes. Elle
stimule aussi I'immunité, permettant chez le sujet sain, d'aboutir a une élimination par

opsonisation [3].
Phospholipase C :

Composée de deux types d'enzymes, elle est cytotoxique et detruit les Iécithines ; ce
phénomeéne est particulierement important au niveau du surfactant pulmonaire,
favorisant la survenue d'atélectasies; elle provoque aussi une hémolyse par

destruction de la membrane du globule rouge [3].
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R/
L X4

L)

Protéases :

Il existe quatre protéases: collagenase, fibrinolysine, €élastase et protéase alcaline, les
deux derniéres étant prédominantes. La protéase alcaline active la phospholipase C et
I'élastase. Ces deux enzymes, outre leur effet sur le collagéne, compromettent la
réponse immunitaire par inhibition du systeme du complément, des lymphocytes T et
par clivage, des IgA et des 1gG. L'élastase et la protéine alcaline diminuent la réponse
des polynucléaires. Cela se traduit en clinique par une colonisation plus facile par
Pseudomonas aeruginosa, une réaction inflammatoire importante et des lésions du

tissu pulmonaire [3].

Pyoverdine et pyocyanine :

Ces pigments, essentiels a la virulence, transportent le fer indispensable a la croissance
et la prolifération bactérienne. En méme temps, le fer stimule la production par les
polynucléaires neutrophiles de radicaux oxygénes qui possedent une action bactéricide
sur les autres espéces bactériennes, favorisant I'émergence de Pseudomonas
aeruginosa. La pyocyanine, spécifique de P. aeruginosa, posséde plusieurs
propriétés : inhibition de l'interleukine 2 et immunité cellulaire, libération d'élastase,
inhibition des antagonistes des protéases et diminution de la clairance bactérienne par
action sur le battement ciliaire. En bloquant la libération de prostacyclines, a partir des
cellules endothéliales, elle rend compte de la vascularité observée lors de
pneumopathies a P.aeruginosa. Les macrolides possedent in vitro un effet d'inhibition

des exoenzymes [2].

Rhamnolipides et leucocidines :

lls interviennent surtout dans la colonisation et l'infection de I'expectoration des
malades atteints de mucoviscidose. Ces enzymes inactivent le systéme ciliaire

bronchique et augmentent la libération de mucus [3].

Adhésine :

Il s'agit d'une propriété essentielle dans les différentes étapes conduisant au processus
infectieux. On I'observe au cours des infections chroniques (mucoviscidose, dilatation

des bronches), quand les colonies de Pseudomonas aeruginosa acquiérent des
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caractéres mucoides. La bactérie produit un exopolysaccharide, I'alginate, composé
d'acides polyuroniques. La biosynthése de I'alginate est soumise a une régulation
extrémement complexe sous la dépendance de I'environnement. 1l confére a la bactérie
des propriétés d'adhésion au support (cellules bronchiques, cathéter) mais la rend aussi
tres virulente par la formation de microcolonies, inhibition de la phagocytose,

suppression de la réponse immunitaire et résistance aux antibiotiques.

A coté de l'alginate, deux éléments interviennent pour faciliter 'adhésion du bacille :
les pili (fimbriae) sont des filaments responsables de I'adhésion des souches non mucoides de
P.aeruginosa dans le tractus respiratoire ; les flagelles, en libérant une protéine de nature
encore inconnue, facilitent I'adhésion aux mucines trachéobronchiques. Expérimentalement,

le dextran inhibe I'adhésion de la bactérie aux cellules épithéliales [3].

®,

«+ Exotoxines :

De nature lipopolysaccharidique, elles proviennent de la paroi bactérienne et portent
I'antigene O (somatique) au niveau de la partie polysaccharidique. Cet antigéne est
spécifique permettant le sérotypage de la bactérie. L'exotoxine est peu toxique, mais
elle contribue a la réaction inflammatoire et a la formation d'anticorps permettant

d'envisager la fabrication de vaccins [3].
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Systéme de sécrétion de type III: Sécrétion de type I:
exoenzymes S,T.Y Protéase alcaline
exotoxine U / HasAp

4 Pili de type IV
flagelle

N\ Quorum-sensing
Sécrétion de type I1:

/ LasB élastase
:\ LasA élastase
exopolysaccharides exotoxine A
Adhésines non pili phospholipase C
pyocyanine protéase IV
sidérophores lipase
HCN
rhamnolipides

Figure 03 : Facteurs de virulence de Pseudomonas aeruginosa (Van Delden., 2006).

6. Traitement :

P.aeruginosa est une bactérie robuste, naturellement trés résistante aux antibiotiques et
s'adaptant rapidement aux attaques médicamenteuses, elle ne sera souvent sensible qu'a
quelques antibiotiques : ticarcilline avec acide clavulanique, gentamicine, ciprofloxacine,
ceftazidime, et pipéracilline seule ou avec ajout de tazobactam et acide borique. En 2008, les
fluoroquinolones, la gentamicine ou I'imipénem sont encore efficaces, mais uniquement sur

quelques souches bactériennes.

Si le patient a récemment recu plusieurs antibiotiques, la bactérie sera

vraisemblablement encore plus résistante et d'autant plus dangereuse [4].

7. Prophylaxie :

v" Collective :
-Mesures genérales d'hygiene hospitaliére (lavage des mains...).
- Désinfection des lieux humides a I'eau de javel (lavabos, douches...).
- Suppression des sources potentielles de contamination (systemes clos de sondage
urinaire, interdiction des pots de fleurs et des vases, des légumes et fruits crus,

désinfection des endoscopes...) [4].

v"Individuelle :
- Dépistage systematique des patients porteurs de P. aeruginosa a I'admission en
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réanimation.
- Vaccin a I'essai chez les patients atteints de mucoviscidose et non encore colonises

par le bacille pyocyanique [4].

I1l1.  Staphylococcus aureus :

1. Taxonomie :

Selon la neuviéme edition du Bergey 'sManual of SystematicBacteriology, les staphylocoques
sont classés parmi les bactéries a Gram positif, dans le phylum des Firmicutes ;

Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espéce : Staphylococcus aureus (Prescott et al., 2010 ; Rebiahi., 2012 ; Dolarras., 2007)

2. Habitat :

Les staphylocoques sont des bactéries commensales de la peau et des muqueuses de ’homme
et de I’animal. L’habitat préférentiel de S. aureus chez I’homme est la muqueuse nasale avec
10 a 40% d’individus porteurs de fagon permanente (environ 60% qui hébergent S. aureus de
facon intermittente) & une densité de 10° & 10* CFU/cm? (Gras., 2006).

3. Caracteéres bactériologiques :
3.1. Caractéres morphologiques :

S.aureus se présente sous 1’aspect de cocci en petits amas, en diplocoques ou en trés
courtes chainettes (3a5 éléments), mesurant de 0,8 a 1 um, et Gram positif (Fig.04) (Le Minor
et Véron., 1984). La division cellulaire peut se faire sur plusieurs plans, ce qui donne lieu a
des arrangements cellulaires variés: la division n’aboutit pas a la séparation compléte des
cellules filles (Aouati., 2009). Il est immobile, non sporulé et ne posséde pas de capsule
visible au microscope optique sauf de tres rares souches (souche Smith) ; d’autre souches
formant des colonies mucoides sont entourées d’une pseudocapsule (Le Minor et Véron.,
1984).
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Figure 04 : Aspect de Staphylococcus aureus (a) : microscope optique x100 ; (b) :
microscopie électronique X 20000) (Aouati., 2009 ; Rebiahi., 2012).

3.2. Caractéres culturaux :

S.aureus est aérobie, anaérobie facultatif et cultive facilement sur milieu ordinaire ;
certains facteurs de croissance sont indispensables (vitamineB1, acide nicotinique) ; Il pousse
en milieu synthétique contenant des sels, du glucose et quatorze amino-acides dont la
cystéine, la thiamine et 1’acide nicotinique (Le Minor et Véron., 1984). La température de
croissance optimale est de 37°C (mésophile), il peut croitre aussi a 6-12°C (psychrophile). Le
pH optimal est de 7,5 (neutrophile) mais de grandes variations sont tolérées (Rebiahi., 2012).
En bouillon ordinaire, la culture est rapide, en quelques heures un trouble homogéne puis un

dépbt sont observés, il n'y a pas de production de pigment en milieu liquide.

Sur gélose ordinaire, les colonies sont lisses, ronde, bombées et leur diamétre est de 1
mm ; la plupart des souches produisent un pigment doré non diffusible dans le milieu (Le
Minor et VVéron., 1984).

Aprés culture de 24 heures sur gélose au sang, les colonies qu'ils produisent sont de
plus grand diametre que celles produites sur gélose nutritif. Ainsi, une pigmentation peut étre
observée ou la couleur varie selon I'espece, le caractere pigmentaire n'est donc pas propre a
I'espéce (Aouati., 2009).

Le pigment non diffusible produit par cette bactérie, soluble dans les solvants des

graisses, est de nature caroténoide et comporte un mélange d’au moins sept constituants, son
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role physiologique n’est pas bien connu. Les souches productrices ont, en général, un
métabolisme tres actif et une diffusibilité épidémique grande, I'absence de production est
souvent associée a d'autres caractéres (groupes phagiques et antigéniques) (Le Minor et
Véron., 1984).

S.aureus tolére le sel et pousse dans un milieu contenant 75% de NaCl (milieu de
Chapman) qui est utilisé comme milieu sélectif (Le Minor et VVéron., 1984); Sur ce milieu, les
colonies sont souvent pigmentées et entourées d’une auréole jaune, la plupart des souches de
S. aureus fermentent le mannitol et font virer le milieu du rouge au jaune orangé (Aouati.,
2009).

Par contre, en bactériologie alimentaire pour isoler et caractériser le staphylocoque, le milieu
de Baird Parker est utilisé. Il est a base de téllurite comme agent sélecteur, enrichi en glycine,

en pyruvate et en jaune d’ceuf (Dolarras., 2007).

3.3.Caracteres physiologiques et biochimiques :

Staphylococcus aureus posseéde une catalase mais pas d’oxydase. Ils sont actifs sur
les hydrates de carbone : le glucose est utilisé en anaérobiose et aérobiose ainsi que le
mannitol. L’utilisation de ces deux sucres caractérise I’espéce S. aureus. D’autre caractére
peuvent étre recherchés : indole(-), acétoine(+), uréase(+), réduction du tellurite de potassium,

des nitrates en nitrites, production d’ammoniaque a partir de 1’arginine (Rebiahi., 2012).

4. Pouvoir pathogene :

Staphylococcus aureus comporte deux sous especes :

- S.aureus subsp.anaerobius, bactérie a catalase (-) et pathogéne pour 1’animal.

- S.aureus subsp.aureus, bactérie pathogene par virulence (elle fabrique des protéines de
surface et des enzymes dont la coagulase libre et la thermonucléase) et par
toxinogénese (elle produit diverses toxines, dont des entérotoxines de différents types
antigéniques: A a F) (Dolarras., 2007). Staphylococcus aureus, espece de
Staphylococcus a coagulase positive, est fréquemment rencontré chez I’homme. Il peut
étre responsable d’infections cutanées (impétigo, furoncles...), d’infections de la
sphere ORL (sinusites, otites...), d’infections diverses et d’infections septicémiques
redoutables, d’infections nosocomiales, et d’intoxication alimentaires individuelles ou

collectives (TIAC) (Dolarras., 2007).
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5. Facteurs de virulences :

La pathogénicité de S .aureus est surtout reliée a 1I’expression de facteurs de virulence.

En plus de facteurs structuraux, il a en effet la capacité de sécréter, aprés invasion, des

facteurs d’adhésion, des toxines ou encore des enzymes. Quelques exemples de ces facteurs

sont résumeés dans le tableau 05.

Tableau 05 : Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus (Rebiahi., 2012).

Facteurs Génes fonctions

Clumping factor A clfA Adhésion au fibrinogene
Clumping factor B cliB Adhésion au fibrinogéne

@

=

Lo

= Coagulase coa Liaison au fibrinogene

)

Q

o Protéine Fib A fibA Liaison au fibrinogéne

®

=

= : TR e L

> Fibronéctine lie a la fnbA Afttachement a la fibronéctine

= protéine A

jr2!

N

=

s Fibronéctine liée a la fnbB Attachement a la fibronéctine

b

E protéine B

8 Collagene lié a la protéine cna Adhésion au collagene




Suite de tableau 2 :
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Toxines et enzymes

extracellulaires

Elastine liée a la protéine ebps Liaison a 1’€lastine
map oueap  Liaison a la protéine de la matrice
Protéine analogue MHC extracellulaire (incluant fibronéctine,
fibrinogéne vitronectine, sialoproteine
osseuse et thrombospondine)
Adhésine intracellulaire pia adhésion intracellulaire et formation
Polysaccharidique de biofilm
spa invasion possible des défenses de
Protéine A I’héte
Polysaccharides capsulaires cap Molécule Anti-phagocytose
(types 1, Set 8)
sea-e, h Invasion des défenses de I’hote
Entérotoxines A-E, H avec des superantigénes, responsables
des diarrhées associées a la nourriture
tst Invasion des défenses de 1’hote avec
Syndrome du choc Toxique des superantigénes responsables de
toxine-1 TSS
eta, etb Invasion des défenses de 1’héte, agents
Toxine exfoliative A, B responsables du syndrome de la peau
ébouillantée
Lipase geh Invasion des défenses de I’héte

Protease V8

Leucocidine de Panton-
Valentine
Staphylokinase

Hemolysine -a

[-hemolysine

o-hemolysine
y-hemolysine

Phospholipase C

Elastase

Hyaluronidase

Sas P ou ssp

lukF, IukS

sak

hla

hib

hid
HlaA, B, C

plc
sepA

hysA

Invasion des tissus et modification des
protéines de surface

Invasion des défenses de I'hote. lyse des
phagocytes de 1'hote

Invasion des défenses de 1’hote

Invasion des Tissus, a partir des pores
dans les membranes des cellules de
I’hote

Tissue invasion, sphingomyelinase

Potentialisation de la B-hemolysine

Potentialisation de la lyse des cellules
de I’hote
Lyse cellulaire

Invasion des tissus

Invasion des tissus
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6. Traitement :

En milieu hospitalier, des mesures draconiennes d’hygiéne et d'isolement des patients
sont requises pour limiter la dissémination de ces bactéries. Aujourd’hui, 1’antibiothérapie
reste le traitement de choix, surtout dans les phases précoces de I’infection. Cependant,
I'émergence récente de souches résistantes a la vancomycine laisse entrevoir une impasse
thérapeutique, mais des approches vaccinales sont actuellement a 1’étude (Le Minor et Véron.,

1984).

7. Prophylaxie :

» Prophylaxie individuelle :
Le portage sein ne constitue pas un danger sérieux pour le sujet ; en revanche un sujet
atteint de furonculose chronique doit étre traité et le portage nasal pris en
considération. La prophylaxie de la septicémie chez un sujet porteur de lésion
staphylococcique évolutive est essentielle. L’utilisation de wvaccins cellulaires
inactivés et d’anatoxine a été préconisée, mais les résultats sont incertains (Le Minor
et Véron., 1984).

» Prophylaxie collective :
La surveillance et le contrdle de ces infections sont basés sur les mesures principales
suivantes : suppression des infections croisées, éducation du personnel, retour au
aspect absolu des régles relative a 1’asepsie et a I’antisepsie, rationalisation de

I’emploi des antibiotiques a titre curatif et préventif (Le Minor et VVéron., 1984).
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I. Généralités sur les antibiotiques :

1. Définition :
Un antibiotique est une substance antimicrobienne d’origine biologique, ¢’est-a-dire
produite par un microorganisme (champignon microscopique et bactérie) ou de synthese
chimique et qui est capable d’inhiber la multiplication ou de détruire d’autres

microorganismes.

Qu’ils soit d’origine biologique ou de synthése chimique, ces agents antimicrobiens

doivent posséder les mémes propriétés, a savoir :

avoir une activité antibactérienne,

étre de toxicité sélective (contre les cellules bactériennes et non les cellules de 1’hote).

étre actifs en milieu organique puisqu’ils doivent atteindre les microorganismes dans

les tissus de I’hote (sang, poumons, os etc....).

- étre de bonne absorption et de bonne diffusion.

- Il existe deux catégories d‘antibiotiques :

- Les antibiotiques a effet bactériostatique qui inhibent la croissance bactérienne en
ralentissant puis arrétant la multiplication,

- les antibiotiques bactéricides qui lysent les bactéries (Boulahbal., 2002).

La notion de bactériostase est actuellement remise en cause a la suite de diverses
expériences ayant démontré qu’en augmentant la dose, un antibiotique bactériostatique
peut avoir des effets bactéricides. Mais pour ces antibiotiques, in vitro, la dose efficace et
la dose toxique sont peu éloignée, leur utilisation en médecine humaine ne peut se

contenter que de leur effet bactériostatique (Boulahbal., 2002).
2. Classification :
2.1. Critere de classification :
Les antibiotiques peuvent étres classées selon leur:

¢ Origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthese (synthétique ou

semi synthétique) (Francois et al., 2003 ;Yala et al., 2001)

E
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s Mode d’action : Les antibiotiques agissent au niveau moléculaire de certaines
structures de la bactérie, en un point précis dénommé site d’action ou cible
moléculaire, propre a chaque famille d’antibiotique (Boulahbal., 2002).

Les principales structures bactériennes peuvent €tres le site d’action d’un ou de
plusieurs antibiotiques de la méme famille : la synthese de la paroi bactérienne, les
fonctions du membre cytoplasmique, la synthése protéique, la synthese des acides
nucléiques et le transfert de 1’information génétique du chromosome vers les ribosomes

(mRNA) (Boulahbal., 2002).

% Spectre d’activité : liste des especes sur lesquelles les antibiotiques sont actifs
(spectre étroit ou large)

¢+ Nature chimique : tres variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex :
cycle B lactame) sur laquelle il y a hémi synthése. Elle permet de classer les
antibiotiques en familles (B lactamines, aminosides, tétracyclines.....etc.) (Francois et

al., 2003 ;Yala et al., 2001)

2.2. Classe des antibiotiques : (Tableau 06)

Les antibiotiques sont classés par famille selon la composition chimique. On
distingue 17 familles d’antibiotiques et plusieurs sous-familles qui sont classées en fonction
des groupements chimiques. Les plus courantes sont:

a) Beta-lactames qui ont un spectre d’activité assez large.

b) Macrolides qui ont un spectre d’activité étroit.

c) Tétracyclines qui ont un spectre trés large (Boulahbal., 2002).

d) Aminoglycosides ou aminosides, antibiotiques d’action rapide et puissante et Ils ont

un large spectre (Boulahbal., 2002).

e) Quinolones, antibiotiques a large spectre.
f) Sulfamides antibactériens qui ont un large spectre (Prescott et al., 2010 ; Meziani.,
2012).
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Tableau 06 : les différentes familles des antibiotiques (Véronique., 2003).

Famille Mode d’action Principaux groupes Spectre
ou antibiotiques (général)
Acide fusidique | Inhibition de la Acide fusidique Etroit
synthése des
protéines
Aminosides Inhibition de la Amikacine, Apramycine, Large
synthese des Isépamicine, Streptomycine
protéines Nétilmicine, Tobramicine
Gentamicine
Groupe de la pénicilline G, Etroit
Penicillines anti-staphylococciques
(méthicilline, oxacilline),
Amidinopénicillines, Monobactams
Céphalosporines de 1" génération
(cephalothin)
Aminopénicillines Large
(ampicilline, amoxicilline),
Inhibition de la Carboxypeénicillines,
Béta-lactamines | synthése du Uréido-pénicillines,
peptidoglycane Penems et Carbapenems, Céphems
et oxacéphems
Céphalosporines
de 2° (cefamandole, cefuroxime,
cefoxitin)
3° (cefotaxime, ceftriaxone,
ceftazidime) et 4° (cefipime)
génération
Pénicillines-sulfones, Utilisés en
Clavams ou oxapenams association
avec une autre
béta-
lactamine
Fosfomycine Inhibition de la Fosfomycine Large
synthese du
peptidoglycane
Glycopeptides Inhibition de la Teicoplanine, Etroit
synthése du Vancomycine
peptidoglycane
Lincosamides Inhibition de la Clindamycine, Etroit
synthese des Lincomycine
protéines
Macrolides et Inhibition de la Erythromycine, Azithromycine, Etroit
kétolides synthése des Dirithromycine, Clarithromycine
protéines Telithromycine
Nitrofuranes Inhibition de la Furaltadone, Large
synthése de I’ADN Furazolidone
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Suite du tableau 06:

Phénicolés Inhibition de la Chloramphénicol Large
synthése des
protéines
Polypeptides Action sur la Polymyxine B, Colistine, Etroit
membrane externe Bacitracine, Tyrocidine
des Gram-
Quinolones et Inhibition de la Acide calidixique, Etroit
fluoroquinolones | synthese de I’ADN Acide oxolinique,
Acide piromidique
Ciprofloxacine, Enoxacine, Large
Ofloxacine, Sparfloxacine
Sulfamides Blocage de la Sulfadiazine, Sulfadoxine, Large
synthése de ’acide Sulfaméthoxydiazine
dihydrofolique Sulfaméthoxazole
Tétracyclines Inhibition de la Chlortétracycline, Doxycycline, Large
synthése des Minocycline
protéines
Fifamycines Blocage de la Rifamycine SV, Rifaximine Etroit
synthése des ARN Ripampicine Large
messagers

3. Mode d’action des antibiotiques :

Les antibiotiques bloquent de maniere spécifique les processus métaboliques vitaux
des bactéries sensibles et arrétent ainsi leur développement, le plus souvent seulement
temporairement (effet bactériostatique) mais parfois définitivement (effet bactéricide).

Il existe différents types d’antibiotiques capables d’agir sur les bactéries selon différents
mécanismes (fig. 05) :
a) Antibiotiques qui inhibent la synthese de la paroi bactérienne.
b) Antibiotiques qui altérent la perméabilité de la membrane plasmique.
c) Antibiotiques qui inhibent la synthese protéique.
d) Antibiotiques actifs sur le métabolisme des acides nucléiques et de leurs précurseurs
(Meziani., 2012 ; Mammeri.,2013).
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@ Inhibition de la synthése @ Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique

Inhibition de la
synthése de I'ADN

(3) Inhibition de Ia o
synthése protéique

@ Autres mécanismes

Figure 05 : mode d’action des antibiotiques (Francois et al., 2003).

3.1. Action sur la paroi :

Ces antibiotiques agissent sur des cibles extracellulaires et ne sont actifs que sur les
germes en croissance. Les cellules au repos ne sont pas perturbées par I’action de ces
molécules. Les antibiotiques bloquent la synthése de la paroi, la cellule s’allonge sans faire de
paroi (cloison) et elle explose sous I’effet de la pression osmotique interne. Si on ajoute un

stabilisant osmotique, on obtient un protoplaste [6].

Exemple :

- les B-lactamines, qui inhibent la transpeptidase intervenant dans la synthése de la paroi
- les glycopeptides, qui se lient a un intermédiaire de synthese du peptidoglycane.
- la fosfomycine Inhibe la synthése de précurseurs de la paroi [5].

3.2. Action sur la membrane plasmique :

L'antibiotique a des propriétés de surfactant qui lui permettent de s'insérer parmi les
phospholipides de la membrane externe. Cela perturbe la permeéabilité membranaire
(augmentation anormale) et permet la diffusion de substances hydrosolubles hors de la

bactérie ce qui entraine sa destruction [4].
Exemple :

- les polymyxines : agissent comme des détergents cationiques : gréce a leur caractere
amphipathique, elles pénetrent dans la cellule bactérienne et s'inserent parmi les

phospholipides de la paroi, perturbant ainsi la perméabilité membranaire [6].

j


http://www.techno-science.net/glossaire-definition/Interne.html
http://www.123bio.net/cours/antibio/lactames1.html
http://www.123bio.net/cours/antibio/glycopept.html
http://www.123bio.net/cours/antibio/fosfomycine.html
http://lesantibiotiques-lapenicilline.e-monsite.com/rubrique,lexique,57383.html
http://lesantibiotiques-lapenicilline.e-monsite.com/rubrique,lexique,57383.html
http://www.123bio.net/cours/antibio/colistine.html

_ Antibiotiques et mécanismes de résistance

3.3. Action sur la synthese des protéines :
De nombreux antibiotiques inhibent la synthése protéique en se fixant sur le ribosome
procaryote. Comme ces agents distinguent les ribosomes procaryotes des ribosomes
eucaryotes, leur indice thérapeutique est relativement élevé mais moins favorable que celui
des inhibiteurs de la synthese de la paroi. Certains agents se fixent sur la petite sous-unité
308, alors que d’autre s’attachent a la grande sous-unité 50S du ribosome. Plusieurs étapes
différentes du mécanisme de la synthese protéique peuvent étre affectées ; la fixation de
I’aminoacyl-ARNt, la formation de la liaison peptidique, la lecture de ’ARNm et la

translocation (Prescott et al., 2010).
Exemple :

- macrolides, lincosamides, streptogramines, phénicolés, oxazolidinones: inhibent la
sous-unité 50S.
- tétracyclines, aminoglycosides : inhibent la sous-unité 30S [5].

3.4. Action sur les acides nucléiques :

Les antibiotiques inhibiteurs de la synthese des acides nucl€iques agissent en inhibant I’ADN
polymérase et I’ADN hélicase ou I’ARN polymeérase, en bloquant de ce fait respectivement la

réplication ou la transcription (Prescott et al., 2010).
Exemple :

- ansamycines : Inhibe I'ARN polymérase.
- quinolones et fluoroquinolones : Inhibent I'ADN-gyrase et de la topoisomérases IV
[5]

Il. La résistance aux antibiotiques :

1. Définition :
La résistance aux antibiotiques est la capacité d'un microorganisme de résister aux effets des
antibiotiques. Elle se développe via sélection naturelle par une mutation aléatoire ou échanges
de genes de résistances (transfert horizontal) entre les bactéries. Si une bactérie est porteuse

de plusieurs génes de résistance pour différents antibiotiques, elle est appelée multirésistante

[6].
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2. Mode de résistance aux antibiotiques :

La résistance aux antibiotiques peut se manifester de deux manieres distinctes :

v’ Résistance naturelle : On parle de la résistance naturelle lorsque toutes les souches de
la méme espéece sont résistantes a un antibiotique donné (Meziani., 2012).

v Résistance acquise : La résistance acquise survient lorsque quelques souches d’une
méme espéce normalement sensibles deviennent résistantes. Cette résistance peut étre
acquise par mutageneése : c¢’est une résistance chromosomique [6].

Remarque:

Les bactéries ont la capacité de transférer I’information génétique. La plupart de ces cas de

résistances se rencontrent a 1’hdpital. C’est une information génétique exogéne qui est

récupérée par la bactérie [6].

3.

v

Meécanisme de I’antibiorésistance :

Inactivation enzymatique de I’antibiotique : il existe de nombreuses enzymes qui
detruisent 1’antibiotique par divers mécanismes cimiques (hydrolyse, acétilation,
phosphorylation...)

Modification de la cible : les cibles subissent des mutations entrainant 1’apparition
d’une nouvelle cible non reconnue par I’antibiotique.

Imperméabilité membranaire : par diminution quantitative ou modification des
porines (cavaux de pénétration des antibiotiques a travers la membrane externe de la
bactérie) provoquant la résistance par défaut de pénétration passive de 1’antibiotique.
Efflux actif : ce sont des protéines qui agissent comme des pompes, insérées dans la
membrane cytoplasmique et externe, elles expulsent les antibiotiques dans le milieu

extérieur en utilisant I’énergie produite par la membrane cytoplasmique (Rahal.,2013).

3.1. Resistance d’Escherichia.coli aux antibiotiques :

3.1.1. Résistances aux P lactamines :

Dans le cas d’Escherichia coli, la résistance aux [ lactamines est due a une inactivation de

I’antibiotique par 1’acquisition d’enzymes. 3 principaux types d’enzymes doivent étre

connus :

a)

Les pénicillinases qui sont plasmidiques. Elles peuvent étre de bas niveau et donc

responsables d’une résistance aux aminopénicillines ,aux carboxypénicillines et aux
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b)

uréidopénicillines, ou de haut niveau et donc responsables d’une résistance non
seulement aux 3 antibiotiques cités mais aussi aux molécules possédant des inhibiteurs
de B-lactamases ainsi qu’au céphalosporines de premiére et deuxiéme génération.

Une enzyme dite TRI (TEM Béta-lactamase, résistantes aux inhibiteur) qui hydrolyse
non seulement le cycle B-lactames mais aussi 1’inhibiteur des B-lactamases et qui sera
donc responsable d’une résistance aux aminopénicillines, aux uréidopénicillines, aux
carboxypénicillines et aux inhibiteurs de -lactamases.

Les céphalosporinases : Escherichia coli posséde une cephalosporinase
chromosomique qui contrairement aux Enterobacter est rarement déréprimée.
Toutefois comme toutes les entérobactéries Escherichia coli peut acquérir une
céphalosporinaseplamidique appelée B les (Petalactamase a spectre étendu) qui est
responsable d’une résistance a toutes les B lactamines a 1I’exception de I’imipenéme.
Toutefois concernant le céfepim et la cefpirome, une activité de ces deux antibiotiques
reste possible mais le microbiologiste dans son interprétation rendra ces deux

molécules comme inactives (Zahar et Moumile., 2013).

3.1.2. Mécanisme de résistance aux aminosides :
> Altération de la cible :

Le changement d’un seul acide aminé dans une protéine ribosomale entraine une
diminution de I’affinité du ribosome pour un antibiotique. Ces mutants résistants ne
constituent pas un probléme thérapeutique : ils sont rares en clinique et impliquent
pour la plupart des mutations multiples pour atteindre un haut niveau de résistante. Et
enfin, du fait de I’absence de chevauchement de site de fixation de divers aminosides
sur les ribosomes, ils ne présentent pas une résistance croisée envers les autres
membres de la famille (Seck., 2005).

Modification du transport de ’antibiotique :

La penétration des aminosides dans les bactéries est un phénomeéne de :

Diffusion passive a travers les porines de la membrane externe.

Transport actif requérant de I’énergie au niveau de la membrane interne.

Les CMI sont faiblement augmentés et ce type de résistance et de détection délicate.
Les mutations qui affectent le systeme actif de transport entrainent une diminution de

I’accumulation d’antibiotique dans la cellule (Seck., 2005).
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» Detoxification enzymatique des antibiotiques :
La modification enzymatique des aminosides méditée par les plasmides constitue le
mécanisme de résistance a ces antibiotiques le plus fréqguemment rencontrés en
clinique. Ce troisieme mécanisme d’origine plasmidique prédominant chez

I’entérocoque qui est responsable de 1’apparition de souches hautement résistantes aux

aminosides (Seck., 2005).

3.1.3. Mécanisme de résistance aux macrolides et apparentés :
a. Résistance intrinseque ou naturelle :

Une des caractéristiques des bacilles a Gram négatif est d’étre résistant spontanément
aux macrolides et aux substances apparentées (Seck.,2005). Les entérobactéries, en
particulier, sont intrinsequement résistantes aux macrolides. En effet, leur membrane
cellulaire externe est imperméable aux composés hydrophobes tel que les macrolides, en plus
elles ont un phénomene d'efflux physiologique. Toutefois, les ribosomes des germes a Gram
négatif demeurent sensibles a hautes concentrations, les macrolides pénetrent les parois
bactériennes et exercent leur effet inhibiteur.

b. Résistance acquise :
Ilexiste 3 mécanismes de résistance acquise aux macrolides : la

modification de la cible, I'inactivation et I'efflux [8].

» Résistance par modification de la cible (génes erm):

Le mécanisme le plus fréquent & ce niveau est une méthylation de I'adénine au
niveau de I'ARN 23 Se la sous-unité ribosomale 50 S. La production de lI'enzyme
responsable de cette méthylation (méthylase) se fait sous le contrdle des genes erm
(erythromycin ribosome methylation). Cette méthylation confere une résistance
croisée vis-a-vis non seulement de tous les macrolides mais aussi de 2 autres classes
d'antibiotiques qui agissent en se liant en partie a ce méme site, a savoir les
Lincosamides (clindamycine et lincomycine) et la Streptogramine de typeB, d’ou le
nom de résistance MLSB [8].

» Résistance par inactivation de I'antibiotique :
Ce mécanisme, assez rare (décrit chez les entérobactéries, P. aeruginosa et
exceptionnellement chez S. aureus), implique la production d'enzymes (estérases et

phosphotransférases) modifiant les macrolides au point de réduire fortement leur
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affinité pour le ribosome. Ce type de résistance est également transmis par des

plasmides [8].

» Résistance par efflux de I'antibiotique :
Ce mécanisme confeére la résistance aux macrolides a 14 et 15 atomes et repose
sur l'acquisition d'un gene mef(A) porté par un transposon. Les macrolides a 16
atomes et les Lincosamides restent donc actifs sur les souches possédant un

mécanisme d'efflux actif [8].

3.1.4. Mécanisme de résistance aux sulfamides et aux trimethoprimes :

Le mécanisme le plus décrit ici concerne la cible de I’antibiotique. Celle-Ci est
substituée et donc n’est plus reconnue par 1’antibiotique.
L’autre mécanisme mis en évidence aux cours de la résistance aux sulfamides et aux

trimethoprimes concerne lui, la perméabilité de la bactérie a ces molécules (Seck., 2005).

3.1.5. Mécanisme de résistances aux fluoroquinolones :

Les mécanismes de résistance d’E.coli aux fluoroquinolones sont de deux types :

a) altération de la cible des fluoroquinolones ;

b) efflux avec diminution de la concentration intracellulaire de I'antibiotique. C'est

I'expression d'une protéine acrR par mutation du gene qui entraine cet effet.

Les taux de résistance aux fluoroguinolones sont de plus en plus élevés en Europe et plus
particulierement en Espagne. Les fluoroquinolones sont largement actives in vitro sur plus de
80 % des souches d'entérobactéries, sauf pour Enterobacteraerogenes et Providenciastuartii
ou le taux de sensibilité est faible. Ces modifications de sensibilité sont paralleles a une
augmentation de 2,5 fois de l'utilisation des quinolones (ciprofloxacine, lévofloxacine,
ofloxacine) dans les traitements des pneumopathies aigués communautaires, des infections

urinaires et des tissus mous [7].

3.1. Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques:
3.2.1. Mécanismes de résistance aux p-lactamines:

Le développement de la résistance aux B-lactamines chez Pseudomonas aeruginosaa
¢été associé a la production de B-lactamases acquises, la surproduction constitutive de la
céphalosporinase AmpC ou mécanismes non enzymatiques tels que [efflux ou

I’imperméabilité de la membrane externe (Cavallo et al., 2002).
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3.2.1.1. Résistance naturelle :

P. aeruginosa posséde une membrane externe faiblement perméable, ce qui lui
confére une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques, dont la plupart des 26 béta-
lactamines hydrophiles ,la bactérie produit d’une béta-lactamase chromosomique inductible
de classe C qui n’est pas inhibée par le clavulanate et qui hydrolyse préférentiellement les
céphalosporines de premiere génération et en fin I’existence des systémes d’efflux sont
souvent des complexes protéiques ternaires avec une pompe transmembranaire, une protéine
périplasmique de jonction et une porine de la membrane externe (Cattoir, 2004).
3.2.1.2. Résistance acquise :

Les bactéries peuvent également acquérir la résistance a un antibiotique. Dans ce cas,
la résistance acquise est présente seulement dans certaines souches de 1’espéce. Cette
résistance résulte d’une modification génétique par mutation ou d’une acquisition de matériel
génétique étranger. (Liazid., 2012).

v Résistance enzymatique :

Les -lactamases sont des enzymes d'inactivation de type sérine (classes A, C et D) ou

métalloenzymes (classe B) dont les substrats sont des R-lactamines. L'inactivation

enzymatique (perte de l'activité antibiotique) survient lors de 1'ouverture du cycle -

lactame (Liazid., 2012).

e p-lactamase a spéctre étendu ou élargi :
Les béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) sont des enzymes récemment
apparues a la suite de mutations des pénicillinases. Elles sont plasmidiques donc
transférables et sensibles a I'action des inhibiteurs enzymatiques. Elles sont trés
actives contre les pénicillines et moyennement actives contre les céphalosporines
de premiére génération. Les mutations génétiques a l'origine des BLSE élargissent
le spectre de ces enzymes et touchent également les céphalosporines de troisieme
génération (ceftazidime et céfotaxime) et les monobactames (aztréonam) (Liazid.,
2012).
Cinque types de BLSE de classe A (TEM, SHV, PER, VEB et GES) ont été
détecté chez P.aeruginosa. Il existe actuellement neuf types connus de BLSE GES,
jusqu’a présent quatre de ces types de GES (GES-1, -2, -8 et -9) ont été trouvé
dans P.aeruginosa (Liazid., 2012).

e Hyperproduction de céphalosporinase chromosomique de classe C :
La p-lactamase chromosomique de type AmpC a été décrite chez une large variété

de bacilles a Gram négatifs tel que P. aeruginosa. Des mutations dans le systeme
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de régulation de la production entrainent une production stable a haut niveau
d’AmpC affectant I’activité de ’ensemble des B-lactamines a 1’exception de celle
des carbapénemes (Liazid., 2012).

Oxacillinace de classe D :

Chez P.aeruginosa des BLSE dérivées d’OXA-10 et OXA-2 ont été isolée (OXA-
10, 11, 14, 15,16, 19) ainsi que la B-lactamase OXA-18. Ces enzymes sont
localisés sur des plasmides (sauf OXA-18) (Pourriat et al., 2005).1ls hydrolysent la
plus part des P-lactamines y compris les céphalosporines, I'imipénéme et le
méropénéme. L aztréonam et la pipéracilline sont moin touchés, mais leurs activité
n’est pas inhibée par 1’acide clavulanique ou le tazobactam. L’OXA-18 est la seule
B-lactamase de classe D inhibée par [’acide clavulanique identifiée chez
P.aeruginosa, blaOXA-18 est localisé au niveau de chromosome (Liazid., 2012).
Carbapénémases de classe B :

La résistance acquise aux carbapénemes (imipéneme), initialement rapportée
comme liée a un déficit de la porine OprD2, peut étre maintenant en relation avec
la synthése de B-lactamases de type carbapénémase (classe B). Ce sont des
métallo-enzymes (MBL) qui sont dépendantes de la présence d’ions Zn+2, donc
inhibables par des chélateurs d’ions tel ’EDTA (Philippon et al., 2006).

v/ Résistance non enzymatique :

Surexpression de systéme d’éfflux :

Le systtme MexAB-OprM, produit constitutivement, cause une résistance
naturelle a la plupart des B-lactamines; par dérepression génétique, il occasionne
une résistance acquise a ces molécules. Les systemes MexCD-OprJ et MexEF-
OprN ne se manifestent pas normalement, mais, suite a des mutations, peuvent étre
responsables de résistances acquises multiples, dont le spectre est légérement
différent (Liazid., 2012).

Perte de la porine OprD2 :

Dans les bactéries a Gram négatif, les porines bactériennes sont une des voies
principales d’entrée pour les antibiotiques usuels comme les p-lactamines et les
fluoroquinolones. Cette protéine canalaire de la membrane externe posséde un site

spécifique de liaison aux carbapénemes, et permet la pénétration sélective de
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I’imipénéme. Des modifications de la quantité absolue ou de I'état fonctionnel de
ces porines ont pour conséquence une diminution de la diffusion des antibiotiques
empruntant cette voie de pénétration. Ce mécanisme par  diminution de
perméabilité peut entrainer une résistance croisée a plusieurs familles
d'antibiotiques. Chez P. aeruginosa, la modification de la protéine de membrane
externe OprD reste le mécanisme le plus fréquent de résistance a I’imipéneme

(Liazid., 2012).

3.2.2. Résistance aux fluroquinolones :

Chez P. aeruginosa, la résistance de haut niveau est principalement liée a des
mutations au niveau de gyrA. Cependant, chez cette espéce, les systemes d’efflux actif
MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ et MexEF-OprN jouent un réle important dans
la résistance intrinseque aux fluoroquinolones (Mérens et al., 2010).

3.2.3. Résistance aux aminosides :

Pseudomonas aeruginosacontient des enzymes de modification des aminoglycosides
AAC (6”), APH (2 °’), APH (3°)-VI et AAC (3°)-1l (Kettner et al., 1995). Considérant que,
chez P. aeruginosa la pompe d'efflux MexXY est décrite comme la principale manifestation
de la résistance aux aminosides, la modification de la cible (ARNr 16S) a également
représenté plusieurs cas de résistance aux aminosides (Sohidul., 2008).

3.3. La résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques :
3.3.1. Résistance a la pénicilline :

La pénicilline était le premier antibiotique découvert en 1929 par Alexander Fleming.
Introduit dans le début des années 1940, pratiquement toutes les souches de S.aureus étaient
sensibles a la pénicilline G, mais en 1944, la premiére preuve de résistance de S.aureus a la
pénicilline avait déja paru. Aujourd’hui presque toutes les souches de S.aureus sont
résistantes aux pénicillines naturelles, celle-ci implique aussi une résistante a 1’ampicilline,

I’amoxicilline, la ticracilline, la pipéracilline, et & I’aminopénicilline.

Le mécanisme de résistance a la pénicilline repose sur la synthese par la bactérie
d’une enzyme appellée B-lactamase ou pénicillinase. Cette enzyme plasmidique inductible
hydrolyse le cycle B-lactame des pénicillines A et G les rend inactive. La production de cette
enzyme est inactivée par les inhibiteurs de pénicillinase (acide clavulanique, sulbactam,
tazobactam) (Chaalal., 2013).
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3.3.2. Résistance a la méticilline :

La méthicilline, I’oxacilline et d’autres pénicillines résistantes a 1’action de la
pénicillase sont introduites des les débuts des années 1960 pour le traitement des infections
causées par les Staphylococcus aureus réesistants a la pénicilline. Cependant, au fil du temps
des souches de S.aureus résistant a la méthicilline (SARM) commencent a apparaitre et a se
répandre au sein du milieu hospitalier et plus récemment au sein de la communauté. La
résistance a la méthicilline est croisée vis-a-vis des autres béta-lactamines, ce qui implique
que les souches méthicillino-résistantes doivent toujours étre considérées comme resistantes a
toutes les B-lactamines y compris aux céphalosporines de 3°™ génération. La résistance des
S.aureus a la méthicilline est principalement due a la modification de la cible des B-
lactamines, enzymes appelées aussi protéines liant la pénicilline (PLP). Les PLP interviennent
dans la synthése de la paroi bactérienne en catalysant la formation des ponts peptidiques entre
les chaines glycaniques. Les p-lactamines se fixent a ces enzymes et bloquent la
polymérisation de la paroi bactérienne, altérant ainsi sa structure et provoquent la lyse de la
bactérie.

S.aureus produit naturellement 4 PLP, les B-lactamines doivent en inhiber plus d’une

pour obtenir une activité anti bactérienne efficace Les SARM synthétisent une 5éme PLP

modifiée appelée PLP2a, qui a une faible affinité pour les -lactamines (Chaalal., 2013).

3.3.3. Résistance aux aminosides :

La résistance aux aminosides est rarement due a des mutations affectant les cibles
ribosomales des antibiotiques. Le principal mécanisme de résistance aux aminosides
(kanamycine, amikacine, tobramycine, gentamicine, nétilmicine) est surtout di a la
production par les staphylocoques d’enzymes modifiant la cible ribosomale. Il existe trois
enzymes de résistance, chacune d’entre elles conférant un phénotype de résistance spécifique
aux aminosides. Ces enzymes (acétyltransférases, nucléotidyl-transférases et
phosphotransférases) sont codées par des genes plasmidiques ou transposables. Les trois
phénotypes de résistance sont:

e Aminoglycoside phosphotransférase (3”)-111 : cette enzyme confere la résistance a la
anamycine et I’amikacine (phénotype K). Cette enzyme est présente chez moins de
10% des souches méticillino- sensibles.

e Aminoglycoside nucléotidylt ransférase (4’-4°’) : cette enzyme confere la résistance a
la kanamycine, a I’amikacine et a la tobramycine (phénotype KT).

Cette résistance est présente chez environ 1/3 des souches résistantes a la méticilline.
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e Aminoglycosideacétyltransférase (6) - aminoglycosidephosphotransférase (2°’) : cette
enzyme bifonctionnelle confére la résistance a la kanamycine, L’amikacine, la
tobramycine, la nétilmicine et a la gentamicine (phénotype KTG). Cette enzyme est
détectée chez 2/3 ou plus des souches méticillino-résistantes (Chaalal., 2013).

3.3.4. Résistance aux glycopeptides :

Les glycopeptides (teicoplanine et vancomycine), sont utilisés en alternative aux
béta-lactamines dans le traitement des infections a staphylocogues dorés meéticillino-
résistants.

Le mécanisme de résistance a la vancomycine est lié a un épaississement de la paroi
bactérienne qui piege les glycopeptides dans les couches superficielles en les empéchant
d’atteindre la membrane cytoplasmique ou le peptidoglycane est synthétisé. Cette résistance
est due a des mutations de S. aureus, obtenues apres transfert conjucatif de 1’opéron de gene
vanA codant pour la résistance a la vancomycine chez les entérocoques résistants aux
glycopeptides (Chaalal., 2013).

3.3.5. Résistance aux Macrolides, Lincosamides, Streptogramine (MLS) :

Les MLS sont des inhibiteurs de la synthése protéique en stimulant la dissociation entre
ribosome et ARN de transfert. Les macrolides (érythromicine, josamycine, sipramycine) et les
lincosamides (clindamycine) exercent une activité bactériostatique vis-vis des staphylocoques
et ont de ce fait un usage thérapeutique limité aux infections peu séveres, dues a ces germes.

La résistance aux MLS est due a trois mécanismes :

e La modification de la cible des antibiotiques qui est le mécanisme le plus répandu et
confere un spectre de résistance croisé entre macrolides, lincosamides et
streptogramines B. d’ou son nom de MLSB, car ces antibiotiques ont des sites de
fixation communs.

e Les mécanismes d’efflux actif ne touchent que les antibiotiques de structure
apparentée. Les macrolides a noyau de 14 et 15 atomes (érythromycine,
roxithromycine, clarithromycine, dirithromycine, azithromycine) codés par le msr et
les streptogramines A codés par le géne vga, peuvent subir un efflux actif par
mécanismes ATP dépendant alors que les macrolides a noyau de 16 atomes

(Josamycine et spiramycine), les lincosamides (clindamycine etlincomycine) et les
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streptogramines B (pristinamycine | et quinupristine) restent actifs car sont non
inducteurs (Rebiahi., 2012).

e L’inactivation enzymatique est due a diverses enzymes spécifiques. Les
lincosamides peuvent étre inactivée par une acétylase codée par un gene plasmidique
linA.

e Les streptogramines sont touchées par une hydrolase codée par le gene vgb.

Le gene vat est responsable d’acétylation des streptogramines A. Ce géne est trés souvent

associe au gene vgb sur le méme plasmide (Rebiahi., 2012).

3.3.6. Résistance aux fluoroquinolones :

Les fluoroguinolones (ofloxacine, pefloxacine, ciprofloxacine) inhibent la croissance
Bactérienne par arrét de la synthése de I’ADN. La résistance aux fluoroquinolones est due a
une modification de la cible, soit la topo-isomérase IV par mutation des genes
chromosomiques grlA ou grIB soit les sous-unités de la gyrase par une mutation au sein des
génes gyrA ou gyrB. Cette résistance touche essentiellement les staphylocoques hospitaliers,

en particulier le staphylocoque doré résistant a la méthicilline (Chaalal., 2013).

Autres résistances :

e La résistance aux sulfamides est de nature chromosomique, liée a une hyperproduction
d’acide paraaminobenzoique.

e La résistance aux tétracyclines est due soit @ un mécanisme d’efflux par une protéine
membranaire codée par les genes tetK ou tetL d’origine plasmidique soit une
protection de la cible par une protéine codée par le géne transposable tetM (Chaalal.,
2013).

e La résistance a la rifampicine est liée a la sélection de mutants résistants au niveau de
la sous-unitéf de I’ARN polymérase ADN dépendant (Rebiahi., 2012). .

e La résistance a la fosfomycine est due a la sélection de mutants au niveau du systéeme
de transport de la molécule dans la bactérie (genes glgT et uhp) (Rebiahi., 2012). .

e Larésistance a I’acide fusidique est secondaire soit a la sélection de mutants résistants
au niveau du facteur d’¢longation intervenant dans la synthése protidique soit & une

modification de la perméabilité d’origine plasmidique (Chaalal., 2013).
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I. Matériel :

Le matériel utilisé dans la partie expérimentale est cité au fur et & mesure lors de notre

manipulation.

1. Méthodes :

1. Cadre d’étude :

Notre travail dont I’objectif a porté sur 1’é¢tude de la sensibilité aux antibiotiques des

bactéries d’importance clinique a été effectué au niveau de laboratoire de Microbiologie de

département de Biologie a I’Université 08 Mai 1945de Guelma.

2. Collecte des bactéries d’intérét clinique :

Du 02 Février a06 Mars 2014, nous avons collecté 12 souches bactériennes de

laboratoire de microbiologie de 1’hdpital Ibn Zohr (wilaya de Guelma): 07souches d’E. coli
(E1,E2,E3,E4,E5,E6,E7 ), 04 Pseudomonas aeruginosa (P1,P2,P3,P4), et 01 Staphylococcus

aureus (S1).

Le choix de ces bactéries a été basé sur leur importance dans le domaine médical :

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogene opportuniste fréquemment
impliquée dans les infections nosocomiales (Singleton., 2008).

Escherichia coli est une bactérie communément trouvée dans les intestins de
Mammiferes, humains compris. Il en existe différentes formes dont certaines sont
pathogenes, provoquant des infections intestinales, infections urinaires ou génitales
(Singleton., 2008).

S. aureus est une bactérie pyogene et toxinogéne, responsable de nombreuses
infections nosocomiales et communautaires qui représentent un probléme de santé
publique. Elle provoque de nombreuses infections suppuratives dues a la
multiplication de la bactérie et des infections toxiniques liées a la diffusion de toxines
spécifiques (Singleton., 2008).

L’origine des bactéries étudiées est représentée dans le tableau suivant :

x|


http://www.futura-sciences.com/magazines/nature/infos/dico/d/zoologie-mammifere-2142/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/medecine-pathogene-5179/
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Tableau 07 : Informations sur ’origine des bactéries collectées.

Souches Date Nature de Sexe age Méthode de
d’isolement | Prélévement conservation
E. coli E1 | 31-05-2011 | Matiére fécale | Masculin | 40 ans | milieu de
conservation en Petit
tube
E2 | 19-02-2014 | Crachat Masculin | 82 ans | MH en boite de Pétri
E3 | 19-02-2014 | Matiere fécale | Masculin | 42 ans | GN en boite de Pétri
E4 | 03-03-2014 | Matiere fécale | Féminin | 70 ans | MH en boite de Pétri
E5 | 02-03-2014 | Matiére fécale | Féminin | 28 ans | MH en boite de Pétri
E6 | 03-03-2014 | Matiére fécale | Féminin | 03 ans | MH en boite de Pétri
E7 | 03-03-2014 | Matiere fécale | Féminin | 35ans | MH en boite de Pétri
Pseudomonas | P1 | 17-02-2014 | Crachat Masculin | 32 ans | GN en boite de Pétri
aeruginosa —— - .
P2 | 12-02-2014 | Crachat Féminin | 41 ans | MH en boite de Pétri
P3 | 11-03-2014 | Matiere fécale | Masculin | 71 ans | GN en boite de Pétri
P4 | 13-03-2014 | Matiére fécale | Féminin | 37 ans | GN en boite de Pétri
Staphylococcus | S1 | 24-02-2014 | Pus Féminin | 81 ans | MH en boite de Pétri
Aureus

MH : Mueller Hinton, GN : gélose nutritive

3. Méthode d’analyse :

Le protocole expérimental suivi pour étudier la résistance aux antibiotiques des bactéries qui

ont été collectées est représenté dans le schéma 01 :

=
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[ I. Collecte des bactéries 1

I1. Purification des
souches collectées

!

1-revivification :
bouillon nutritif

Incubation a 37°C pendant 24 -48 heures

- Hectoen: Escherichia.coli

— | - GN: Pseudomonasaeruginosa

l -Chapman : Staphylococcus
aureus

Incubation a 37°C pendant 24 a 48heures

des souches +glycérol)
-A température ambiante (sur GN /

@ Chapman inclinée)

I11-Etude de la résistance
aux antibiotiques

] -Par congélation : (bouillonnutritif
4-Conservation < g (

Schéma 01 : Le protocole expérimental de 1’étude de la résistance aux antibiotiques des
bactéries d’importance clinique.

|
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3.1. Purification des souches collectées :

L’¢étape de purification est trés importante puisqu’elle conduira a la souche pure ce qui

facilitera I’étude de la sensibilité aux antibiotiques (Meziani.,2012).

Afin d’obtenir des souches pures (et/ou de vérifier la pureté des souches collectées) nous

avons suivi les étapes suivantes :
3.1.1. Revivification :

Pour chaque bactérie, des colonies suspectées ont été introduites dans un tube
contenant 5 ml de bouillon nutritif a ’aide d’une anse de platine stérile. Les tubes sont ensuite

incubés a 37 C° pendant 24 a 48 heures (Boudraa et al., 2011).

Cette étape permet la croissance (multiplication en abondance) des bactéries soumises

a un stress ou endommagées, ce qui facilitera leurs cultures dans les milieux d’isolement

(Boudraa et al., 2011).

3.1.2. Isolement des bactéries:

A partir des milieux d’enrichissements présentant une croissance bactérienne, Nous
avons ensemencé la gélose Hektoen pour cultiver les souches d’Escherichia coli, la gélose
nutritive pour Pseudomonas aeruginosa, et Chapman pour Staphylococcus aureus. Tous les
milieux ensemencés sont incubés a 37°C pendant 24 a 48 heures (Boudraa., 2011).

+ La gélose Hectoen :
Est un milieu sélectif permettant I’isolement et la différenciation des entérobactéries
pathogene, utilisée dans les analyses d’hygiéne alimentaire et analyses médicales [09],
(Dolarras., 2007).

+ La gélose nutritive :
Ou gélose nutritive ordinaire (GNO) ou encore gélose ordinaire est un milieu
d'isolement non-sélectif. Elle constitue un excellent milieu de culture, utilisée en
bactériologie médicale, elle permet le développement de la plupart des
microorganismes. parmi ces microorganismes : Pseudomonas aeruginosa(bactérie non
exigeante) qui conduit a un virage de couleur du milieu vers le bleu-vert (Dolarras.,
2007).



http://fr.wikipedia.org/wiki/Milieu_de_culture
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+ Chapman:
Est un milieu de culture destiné a 1’isolement et a la différentiation des staphylocoques
a
partir de prélevement biologique en bactériologie médicale. La croissance sur ce
milieu permet d'étudier la fermentation du mannitol par virage de I’indicateur coloré

(Dolarras., 2007).

% Technique d’ensemencement des milieux d’isolement:
La technique d’ensemencement pratiquée sur les différents milicux de culture est celle des

stries transversales :

- Diviser le fond des boites de Pétri en quatre cadrant et les numéroter de 1 a IV.

- Couler les différents milieux de culture utilisés dans ces boites (milieu en surfusion :
fondue et refroidie a 45°C) et laisser solidifier sur paillasse.

- Préparer des cultures bactériennes denses (suspension de chaque espéce).

- Déposer une goutte de la suspension bactérienne a étudier sur le milieu de culture
approprié, prés du bord de la boite dans le cadrant I.

- Effectuer a I’aide d’une anse de platine des stries serrées sur les quadrants I et II.
Recommencer des stries perpendiculairement aux précédentes sur les quadrants Il et
I1l, puis encore perpendiculairement aux derniére sur les quadrants Il et IV
(Dolarras., 2007).

3.1.3. Identification morphologique:

» Examen macroscopique :

L’identification des germes est basée sur I’observation de I’aspect macroscopique des
colonies obtenues a partir des différents milieux d’isolement (la taille, la forme, la
couleur, la consistance, I’opacité, 1’allure du contour) (Dolarras., 2007).

- E.coli donne des colonies saumonées, arrondies, lisses, bombées, a bords réguliers,
trés solubles dans le liquide, de 2 a 3 mm de diametre sur Hektoen [9], (Clave., 2012).
- Pseudomonas aeruginosa donne des colonies transparentes arrondies, lisses, avec
virage du couleur du milieu GN vers le bleu-vert (Khalilzadah.,2009).

- Staphylococcus aureus donne des colonies petites, lisses, légerement bombeées a
contours réguliers, souvent pigmentées et entourées d’une auréole jaune sur
Chapman ; la plupart des souches de S. aureus fermentent le mannitol et font virer le

milieu du rouge au jaune orangé (Dolarras., 2007).

ﬁ
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X/

» Examen microscopique :
Il est basé sur I’observation microscopique qui permet de faire une étude
morphologique des cellules d’une espeéce microbienne.

A partir des colonies suspectes sur les différents milieux gélosés on réalise :

Examen a létat frais :

Intérét :

-1l permet I’observation des bactéries vivantes et la détermination de leur
morphologie, de leur mode de regroupement, et de leur mobilité (Aouissi., 2010).
Technique :

Déposer aseptiquement sur une lame porte objet propre une goutte d’eau
physiologique.

Prélever a I’aide d’une anse de platine stérile une colonie a partir du milieu gélosé, la
dissocier dans la goutte d’eau, puis recouvrir d’une lamelle en évitant la formation des
bulles d’air.

Observer a I’objectif x10 puis x40 (Aouissi.,2010) .

Coloration de Gram :

Intérét :

Cette technique permet non seulement d’observer la forme des cellules mais aussi de
différencier entre deux grands groupes taxonomiques différents : les bactéries Gram
positives qui retient le colorant basique utilisé (cristal-violet) apres lavage a 1’alcool
(la paroi constitue une barriere imperméable a ’alcool et le cytoplasme demeure
coloré en violet) et les bactéries Gram négatives qui ne le retiennent pas (la paroi riche

en lipides laisse passer I’alcool qui décolore le cytoplasme) (Amira., 2008).

Technique :

Préparation du frottis bactérien :

Préparer la lame et 1’échantillon comme pour un état frais.

Etaler la suspension bactérienne en un film mince et régulier sur la lame avec une anse
da platine par un mouvement circulaire (étalement de 2 a 3 cm de diametre).

Laisser évaporer a sec soit a ’air libre, soit en tenant la lame bien au-dessus de la

flamme, le frottis doit devenir terne mais ne doit ni brunir, ni bruler.
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v Coloration simple : Recouvrir le frottis par le violet de Gentiane ; laisser agir une
minute.

v Fixation et mordancage : Verser le lugol et le laisser agir pendant une minute.

v Décoloration : Laver la lame avec ’alcool éthylique jusqu’a ce que le colorant cesse
de s’échapper librement du frottis puis rincer a I’eau distillée.

v Recoloration : verser quelques gouttes de Fuchsine basique et laisser agir pendant 30
secondes, Rincer a 1’eau distillée.

v' Séchage : laisser la lame sécher puis ajouter une petite goutte d’huile de cédre et
examiner avec un microscope optique a I’objectif a immersion ( grossissement x 100)
(Amira., 2008).

3.1.4.Etude des caractéres biochimiques :

a. Escherichia coli :

» Les enzymes respiratoires : (Tableau 8)
% Test Oxydase :

Ce test est la base de I’identification des bactéries Gram (—) et permet de mettre en
évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase. Cette enzyme est capable
d’oxyder un réactif : le N diméthyle paraphénylenediamine [13].

>

R/
*

Test nitrate réductase :

)

En DI’absence d’oxygene, certaines bactéries peuvent obtenir leur énergie par
respiration anaérobie. Cette respiration anaérobie est liée a ’activité d’enzymes

localisées dans la membrane plasmique bactérienne [13].
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Tableau 08: Recherche des enzymes respiratoire.

Tests Caracteres Techniques Résultats et aspect | Références
recherchées des tests
Test Enzyme : -déposer  le  disque | Résultat positif: [13],
Oxydase -La d’oxydase sur une lame | colonie prend une | (Boudraa et
phényléne propre, I’humidifier avec | couleur violette. al., 2011).
diamine deux  gouttes  d’cau | Résultat négatif : la
oxydase distilléestérile et écraser | colonie reste
la colonie testée sur le | incolore, donc
disque. absence  d’enzyme
recherché.
Test Enzyme : - La recherche wva|Le milieu devient [13],
nitrate nitrate s’effectuer : soit & partir | rouge : présence de | (Boudraa et
réductase | réductase de bouillon nitraté, soit a | nitrites. Donc la | al., 2011).

partir de la cupule Glu
(galerie API 20E).

- Aprés culture des

milieux, ajouter a la

surface du milieu 3
gouttes

d’acidesulfanilique puis
3 gouttes d’alpha

naphtylamine.

-Mélanger et observer.

bactérie posséde un
nitrate réductase ;

Résultat : NR(+)

Pas de coloration :

La bactérie ne
posséde pas cette
enzyme ; Résultat :
NR(-).

> Etudes des caractéres biochimiques :
Certaines souches d’E.coli (E1, E2, E3) ont ete identifiées par la réalisation des tests

biochimiques classiques ; ces tests sont représentés dans le tableau suivant :

ﬂ



Matériel et Méthodes

Tableau 09 : Tests biochimiques utilisés pour I’identification d’Escherichia coli

Tests Caractéres Techniques Lecture/Résultats Réferences
recherchés
Fermentation | -Utilisation | -Ensemencer -Virage de la couleur | (Guiraud.,
des  sucres | du glucose, | abondamment la | vers le jaune: pente: | 2005),
avec ou sans | du surface de la gélose | glucose et saccharose | [14]
gaz saccharose, | TSI par des stries | positif ; culot :
+ et du | serrées, puis le culot | lactose(+)
Producti-on lactose. par simple piqure. -Formation des taches
d’H,S. -Mettre a 1’étuve a | noires: production d’
-Production | 37°C pendant 24h H,S.
d’H,S. -La présence des bulles
de gaz dans le culot,
- Production parfois méme  une
du gaz. surélévation de la
gélose  signifie la
production de gaz.
[14], (Arlet
-Utilisation | -L’ensemencement | -Virage de la couleur du
Citrate  de|de citrate | de la pente du milieu | milieu vers le bley | &t CMaMPS.
Simmons comme Citrate de Simmons | (alcalinisation de 20009;
unique se fait par une strie | milieu) ; résultat Boud
source  de | longitudinal au fil | positive: la bactérie Oudraa et
carbone droit, a partir d’une | utilise le citrate. al., 2011).
suspension

bactérienne.

-Incuber a 37°C
pendant 24h voire 3
adj.

m



Suite de tableau 09 :

Matériel et Méthodes

Tests Caractéres Techniques Lecture/Résultats | Références
rechercheés
VP - la production de | -Ensemencer -Milieu rouge : VP(+) [13, 15],
l'acétoine = largement le milieu | -Milieu jaune : VP(-) | (Boudraa et
(Voges- acetylméthylcarbi | Clark et Lubs. al., 2011 :
Proskawer ) nol : _estun -Incuber & 37°C negative positive (Meziani.,
produit pendant24h. 2012)
intermédiaire  de | Apres culture : UL ’
la Ajouter 2 a 3 -1@!
fermentationbutan | gouttes de VPl | g
ediolique (Alpha-naphtol) et
synthétisé par | attendre 10 min puis
décarboxylation ajouter2 a 3 gouttes
de l'acétoacétate | de VPII(Hydroxyde
puis réduit grace | de potassium).
au NADH en 2,3-
butanediol.
RM (rouge | - Mise en | -Ensemencer -Milieu rouge :RM(+) | [13]
, évidence de la | largement le milieu | -Milieu jaune :RM(-)
de methyle) | yoje de | Clark et Lubs.
fermentation des | -Incuber a 37°C i
acides mixtes. pendant 24h.
Apreés culture :
-Ajouter 2 a 3
gouttes de rouge de
méthyle. La lecture
est immédiate.
Mannitol -fermentation du | -Ensemencer le | -Caractere mannitol : | (Boudraa et
- Mannitol. milieu Mannitol- | Apparition de couleur | al., 2011)
mobilité -Mobilité. Mobilité par piqure | jaune : fermentation du
centrale a 1’aide d’un | mannitol
fil droit. - La mobilité :
-Incuber a 37°C Les bactéries tres
24h. mobiles peuvent se
déplacer dans la gélose
molle (formation d’un
voile autour de la
piqure).

ﬂ



http://www.aquaportail.com/definition-2228-fermentation.html
http://www.aquaportail.com/definition-3985-decarboxylation.html

Suite tableau 09:

Matériel et Méthodes

Tests Caractéres Techniques Lecture/Résultats | Références
recherches
Dégradation | - Urease: -Ensemencer -Uréase(+) : [13],
de ’urée | -Enzyme largement le | Apparition de
hydrolysant 1’urée, | milieu Urée- | couleur rose. (Meziani.,
activite indole. -Indole(+) : 2012 ;
directementdétecta | -Incuber a 37°C | Apparition  d’un | Boudraa et
ble par le suivi de | pendant24h. anneau rouge a la | al., 2011).
1’alcalinisation. surface(le
Formation | -Indole: est le | -Aprées incubation | diméthyle amino-4-
d’Indole | métabolite terminal | on ajoute a la | benzaldéhyde
de la dégradation du | culture le réactif | contenu dans le
tryptophane - présent | de Kowacspour la | réactif de Kowacs
dans le milieu grace | Jecture du test | réagit avec I’indole
a  lactivit¢  de | jndole. produit par
Iatryptgp_hanasede lactivit¢ de la
la bacterie tryptophanase et
forme un composé
coloré en rouge) .
TDA(+) :
TDA IDA: -Ajouter 2 ou 3 | Obtention d’un
(désaminat- | -Le tryptophase | gouttes du réactif | précipité brun
ion) desaminase. de TDA pour la | foncé (production

recherche de
TDA.

de I’acide indole —
3 pyruviquequi
donne une couleur
brune en présence
de perchlorure de
fer)

TDA (-) :
Absence de
précipité.

ﬂ




Matériel et Méthodes

Suite du tableau 09 :

Tests Caractéres Techniques Lecture/Reésultats | Références
recherches
ONPG B -galactosidase : | -réaliser une -ONPG () : [13],
(orthonitroph | une Hydrolase | suspension Milieu de couleur
-énylgalacto- | capable épaisse des | jaune (Meziani.,
pyranoside) | d’hydrolyser la | bactéries testées | - ONPG (-): 2012).
liaison osidique en | en eau distillée. Milieu sans
donnant le | - Ajouter avec | couleur
galactose et le | une pince flambée
glucose. et refroidie un
disque d’ONPG.
- incuber a37°C
Pendant 30 min.

0,

% Les souches : E4, E5, E6, E7 ont été identifiée par la galerie API 20 E.

» Lagalerie miniaturisée APl 20 E :
La galerie AP 20E (Fig.06) est une version miniaturisée des tests biochimiques classiques

destinée a I’identification des Enterobacteriaceae, comprenant 20 tests biochimiques

“§5° Uizl
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miniaturisés [16].

Microtube contenant le milieu déshydraté
Figure 06 : La plaque de la galerie API 20 E [16].

Cupule

% Principe :
La galerie API 20E comporte 20 micro- tubes contenant des substrats sous forme déshydratée.
Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne. Les réactions produites pendant la
période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition
de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a I’aide du tableau de lecture, et ’identification

est obtenue a I’aide du catalogue analytique ou d’un logiciel d’identification.




_ Matériel et Méthodes

% Mode opératoire :

L’opération s’effectuée selon les étapes suivantes :

v" Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau
distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.

v Remplir tubes et cupules des tests : CIT, VP, GEL, avec la suspension bactérienne.

<

Remplir uniquement les tubes et non les cupules des autres tests.

v' Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H,S en remplissant
leurs cupules avec I’huile de paraffine.

v Refermer la boite d’incubation, coder et placer a 37°C pendant 18-24 h (Djebbari et

al., 2009).

% Lecture :
Noter sur la fiche de résultat toutes réactions spontanées. Si le glucose est positif et/ou si trois

tests ou plus sont positifs, révéler les tests nécessitant 1’addition de réactif :

v' Test VP : ajouter une goutte de réactif VP1 et VP2. Attendre au minimum 10 min.
une couleur rose franche ou rouge indique une réaction positive.

v' Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron foncée indique
une réaction positive.

v' Test IND : ajouter une goutte de réactif de Kowacs. Un anneau rouge obtenue en 2
min indigue une réaction positive (Dolarras., 2007).

Comparer les réactions obtenues avec celle du tableau de lecture (Annexe 02)

% Identification :

v Sur la fiche de résultats, les tests sont en groupe de 3, et une valeur (1,2 ou 4) est
indiquée pour chacun. Additionner a I’intérieur de chaque groupe les nombres
correspondants aux tests positifs. On obtient un nombre de 7 chiffres qui sert de code
d’identification.

v" Chercher le code numérique obtenu dans le catalogue analytique de I’API 20 E ou
avec le logiciel d’identification afin de connaitre le nom de D’espéce identifi¢e

(Djebbari et al., 2009).

m
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b. Pseudomonas aeruginosa :

L’identification biochimique des Pseudomonas aeruginosa a été réalisée par la galerie

classique dont les tests d’identifications sont réalisés comme ceux déja effectués pour E.coli.

D’autres tests ont été effectués dans le but d’identifier précisément les souches de

P.aeruginosa :

+ Recherche des pigments spécifiques (pyocyanine et pyoverdine):

Principe :

la production de la pyocanine, due spécifiguement a Pseudomonas aeruginosa, est
favorisée par la présence d'ions inorganiques. La recherche de la production de la
pyocyanine est effectuée sur le milieu King A.

la production de pyoverdine, est favorisée par une teneur élevée en phosphate. La

recherche de la production de ce pigment est effectuée sur le milieu King B [17].

Technique :

A T’aide d’une anse de platine, ensemencer les deux milieux King A et King B avec
une suspension bactérienne, en faisant une strie médiane a la surface de la gélose.
Fermer les tubes sans sérer et incuber a 37°C pendant 24 a 48h (Benslim et
Mouhoub., 2007).

Lecture :
Couleur bleue sur le milieu King A : présence de pyocyanine.

Couleur jaune-vert fluorescent sur le milieu King B sous UV : présence de pyoverdine
(Dolarras., 2007 ; Benslim et Mouhoub., 2007), [13].

Remarque : En cas de doute pour la production de la pyocyanine, verser 0.5 ml de

chloroforme a la surface de la culture sur le King A et laisser les tubes inclinés pendant 10 a

15 minutes. La pyocyanine est soluble dans le chloroforme coloré celui-ci en bleu (Guiraud.,

2005).

+ L'étude du type respiratoire :

Technique :
Ensemencer le milieu viande-foie par piqure centrale a 1’aide d’un fil droit, puis
incuber a 30°C pendant 24h [13].

ﬂ
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® [ecture:

Présence d’une culture se forme d’anneau a la surface du milieu indique que la

bactérie est aérobie stricte [17].

+ Test d’halophilie :

Technique :

Ensemencer une gélose nutritive a 10% NaCl par piqure centrale a 1’aide d’un fil droit,
puis incuber a 30°C pendant 24h (Guiraud., 2005).

Lecture :

La présence d’une culture sur le long de la piqure indique que la bactérie est halophile

(Guiraud., 2005).

+ Culture a différentes température (4°C et a 41°C):

Technique :

Ensemencer des tubes contenant 5 ml de bouillon nutritif par la suspension
bactérienne de la souche étudiee.

Les tubes sont ensuite incubés a 4 C° et a 41 C° pendant 24 heures a 48h (Guiraud,
2005).

Lecture :

Pseudomonas aeruginosa est capable de se développer a 41°C et incapable a 4°C (Le

Minor et VVéron.,1984).

c. Staphylococcus aureus :
% Test Catalase :

La catalase est une enzyme qui dégrade I’eau oxygénée en eau et oxygene libre qui
se dégage sous forme gazeux selon la réaction suivante : 2 H,0, — 2 H,0 + O,

Ce test est a la base de ’identification des bactéries Gram (+) [13].

» Technique :
Sur une lame propre et seche déposer une goutte d’eau oxygénée, a I’aide

d’une pipette Pasteur ; ajouter I’inoculum, observer immédiatement.

s
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> Lecture :
Résultat positive : apparition des bulles, dégagement gazeux d’Os,.
Résultat négatif : absence des bulles de gaz [13].

+ La recherche de la Staphylocoagulase :

e Principe :

La coagulase libre est une enzyme libérée dans le milieu au cours de la culture
par Staphylococcus aureus. Cette enzyme est capable in vitro de coaguler le
plasma de lapin. Sa mise en évidence permet seule, d’affirmer la présence de S.
aureus [13].

e Technique :

Dans un tube & hémolyse stérile, introduire 0,5 ml de plasma oxalaté + 0,5 ml
d’une culture de 18 heures de la souche a étudier. Placer le mélange a 37°C.
Des lectures doivent étre effectuées toutes les heures au moins pendant les cing
premiéres heures [13].

e Lecture:

La lecture de ce test est représentée dans le tableau suivant :

Tableau 10 : Résultats du test Staphylocoagulase [13].

I W
e
"

—

Coagulation du plasma —Coagulase (+) | Pas de coagul'fltion du plasma —Coagulase (-)
— Staphylococcus aureus — autres espéces de Staphylocoques.

4 FEtude des caractéres biochimiques :
Afin d’étudier les caractéres biochimiques de la souche S1, nous avons utilisé la
galerie miniaturisé APl Staph.
% Utilisation de I’API Staph :
v La préparation de la galerie est identique a celle de I’API 20E.

v La préparation de ’inoculum :

ey
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Prélever a I’aide d’une anse de platine une seule colonie bion isolée sur milieu gélosé
(Chapman).

Faire une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries dans
une ampoule API Staph Medium (Djebbari et al., 2009).

Inoculation de la galerie :

Introduire la suspension dans les tubes de la galerie en éviter la formation des bulles.
Pour les caractéres ADH, URE, remplir les cupules d’huile de paraffine.

Refermer la boite et incuber a 37°C pendant 24 heures (Djebbari et al., 2009).

Lecture de la galerie API Staph :

- Aprés incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de
Lecture (Annexe 02) aprés addition de réactifs aux tests suivants :

Test VP : ajouter une goutte de réactif VP1 et VP2. Attendre au minimum 10 min.
Une couleur violette ou rose indique une réaction positive.

Test NIT : ajouter une goutte de réactif NIT1 et NIT2. Attendre au minimum 10 min.
une couleur rouge indique une réaction positive.

Test PAL (phosphatase alcaline) : ajouter une goutte de réactif ZIM A et ZIM B.
Attendre au minimum 10 min. Une couleur violet indique une réaction positive
(Dolarras., 2007).

% ldentification :

La détermination du code numérique sur la fiche de résultats est obtenue par la méme
méthode décrite pour I’API 20 E.

Chercher le code numérique obtenu dans le catalogue analytique de 1’ API Staph ou

avec le logiciel d’identification afin de connaitre le nom de 1’espece identifiée.

3.2. Conservation des souches:

Apreés identification précise des souches, elles ont été conservées en utilisant deux
méthodes (Guiraud, 2005) :

A la température ambiante, par ensemencement par stries sur la gélose nutritive (pour
E.coli et Pseudomonas aeruginosa) et la gélose Chapman (pour S.aureus) inclinées en
tubes ; en faisant des repiquages chaque mois.

Au congelateur, aprés culture dans un bouillon nutritif contenant 10 %de glycérol.

=
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3.3. Etude de la sensibilité aux Antibiotiques :

L’¢tude de la sensibilit¢ aux antibiotiques (Antibiogramme) a été réalisée par la
méthode classique de diffusion des disques d’antibiotiques en milieu Mueller-Hinton selon les
recommandations du comité de 1’antibiogramme de la Société Francgaise de Microbiologie

(CA-SFM, 2013).
3.3.1. Technique de I’antibiogramme:

e Préparation de ’'inoculum

- A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprié, racler a
I’aide d’un écouvillon quelques colonies bien isolées et parfaitement identique.

- Bien décharger I’écouvillon dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
Mc Ferland (Meziani., 2012),

o Ensemencement de la gélose de I’antibiogramme:

La gélose utilisée est la gélose Mueller Hinton (MH), son ensemencement a été
effectué dans les 15 minutes qui ont suivi la préparation de 1’inoculum selon les étapes
suivantes :

- Couler la gélose MH en boites de Pétri ; Laisser sécher et solidifier avant utilisation.

- Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum préparé.

- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube,
afin de le décharger au maximum.

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la gélose de haut en bas, en stries serrées.

- Répéter I’opération 2 fois en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir ’ensemencement en passant I’écouvillon

par la périphérie de la gélose (Courvalin et Leclerqq., 2012), (Meziani., 2012).

e Les antibiotiques testés :
Les antibiotiques qui ont été testés pour chagque souche bactérienne étudiee sont
représentes, dans les tableaux 11,12, 13.

o Application des disques d’antibiotiques
les disques sont déposés sur la gélose a 1’aide d’une pince flambée, en appuyant

doucement sur chaque disque pour assurer un contact uniforme avec le milieu.

=
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Les boites sont ensuite laissées a la température ambiante pendant 30 minutes sur la
paillasse pour permettre la diffusion de I’antibiotique dans la gélose (Courvalin et
Leclerqq., 2012 ; Meziani., 2012).

Incubation :

L’incubation s’est faite a 1I’é¢tuve a 37°C pendant 18 a 24 heures (Courvalin et
Leclerqq., 2012 ; Meziani., 2012).

Lecture interprétative :

Les diametres d’inhibition autour des disques sont mesurés puis ils sont comparés aux
diametres critiques conformément aux normes CASFM (Comité de 1’ Antibiogramme
de la Société frangaise de Microbiologie). Il convient de noter toutefois, qu’une
souche dont la sensibilité aux antibiotiques est ainsi évaluée peut étre déclarée
sensible, intermédiaire ou résistante (Courvalin et Leclerqq., 2012 ; Meziani., 2012).

Remarque : afin de vérifier la qualité de la gélose MH et des disques d’antibiotiques, des

souches de références ont été utilisées (CA-SFM, 2013):

Pour les souches d’E.coli : la souche de référence utilisée est E.coli ATCC 25922 ;
Pour Pseudomonas aeruginosa : la souche de référence utilisée est P.aeruginosa
ATCC 27853,

Pour Staphylococcus aureus : la souche de référence utilisée est S.aureus ATCC
25923 (Annexe 02).

Tableau 11: Concentrations, diamétres critiques pour 1’appréciation de la

sensibilité/Résistance des antibiotiques a tester pour Escherichia coli (CA-SFM, 2013).

Antibiotique Classe Famille Code | Charge Diameétres

Du critiques

disque (mm)
S R

Ticarcilline Penicilline B-lactamine TI 75 ng >24 | <22
Imipeneme Carbapenemes IPM 10 pug >24 | <17
Tétracycline Tétracycline Tétracycline TE 30Ul |[>19 |<17
Chloramphénicol | Phénicoles Phénicoles C 30pg [>23 | <23
Nitrofurane Nitrofuranes Nitrofurane NIT 300pg | >15 | <15
Ciprofloxacine Fluoroquinolone | Quinolones CIP S5pug =25 | <22

m
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Tableau 12: Concentrations, diamétres critiques pour 1’appréciation de la

sensibilité/Résistance des antibiotiques a tester pour Pseudomonas aeruginosa (CA-SFM,

2013).
Antibiotique Classe Famille Code Charge | Diameétres
Du disque | critiques
(mm)
S R
Ticarcilline Penicilline TI 75ug | =22 | <22
B-lactamine
Imipénéme Carbapenemes IPM 10pg | 222 | <17
Ciprofloxacine | Fluoroquinolone | Quinolones CIpP S5pug | 225 | <22
Rifampicine Divers Divers Rif 30pug | 219 | <14

Tableaul3: Concentrations, diamétres critiques pour 1’appréciation de la

sensibilité/Résistance des antibiotiques a tester pour Staphylococcus aureus (CA-SFM, 2013).

Antibiotique Classe Famille Code Charge Diameétres
Du disque critiques
(mm)
S R
Pénicilline G Pénicilline B-lactame P 6ug(l0UI) | 229 | <29
Chloramphénicol | Phénicoles Phénicoles C 30 pg >23 | <23
Tétracycline Tétracycline | Tétracycline TE 30 Ul >23 | <21
Rifampicine Rif 30 ug >29 | <24
Divers Divers
Acide fusidique FC 10 pg >24 | <24
Vancomycine Glycopeptide | Glycopeptides Va 30 g >17 -

s



9

9)

Chapitre IV
Résultats et discussion

_J




_ Résultats et discussion

. Résultats de vérification de la pureté des souches collectées:
1. Résultats de la revivification :
Aprés une durée d’incubation de 48 heures a une température de 37°C, nous avons
remarqué 1’apparition de trouble au niveau de tous les tubes contenant les milieux de
revivification ensemences par les différentes souches collectées, ce qui signifie la présence

d’une croissance bactérienne (fig. 07)

Pseudomonas aeruginosa  Staphylococcus aureus E.coli

Figure 07: Résultats de la revivification des souches bactériennes étudiées.

2. Résultats d’isolement :
2.1. Aspect macroscopique des colonies :
Aprés un temps d’incubation de 24 a 48 heures a 37°C, I’aspect macroscopique des
colonies poussées sur les milieux gélosés utilisés (gélose nutritive, Hektoen et Chapman) est

résumé dans le tableau 14.

E
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Tableau 14 : Résultats de 1’aspect macroscopique des colonies des différentes souches
bactériennes étudiées.

Milieu Souches L’aspect des colonies
Hektoen | EL, E2, Colonies moyennes, saumonées, arrondie, bombées a contours
E3, E4, A~ .
E5. E6. régulier (Fig. 08).
E7
GN P1, P2, Colonies moyennes, transparentes, arrondies, aplaties et lisses a
P3, P4 - . -
contours réguliers avec virage de couleur du milieu vers le vert
(Fig.09).
Chapman | S1 Petites colonies de couleur jaune (doré), rondes, bombées et lisses

a contour régulier, filantes sous 1’anse avec un virage de couleur

du milieu vers le jaune (Fig.10).

Figure 08 : Aspect macroscopique des colonies d’Escherichia coli sur la gélose Hektoen.

3
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Figure 09 : Aspect macroscopique des colonies de Pseudomonas aeruginosa sur GN.

Figure 10 : Aspect macroscopique des colonies de Staphylococcus aureus sur le milieu

Chapman.

2.2.Aspect microscopique des colonies :(Fig. 11).

L’examen microscopique (état frais et coloration de Gram) a été fait pour toutes les

cultures, les résultats sont représentés dans le tableau 15 :

Tableau 15 : Résultats de 1’état frais et la coloration de Gram

Milieu Souches Aspect microscopique
I’état frais coloration de Gram
Hektoen | E1, E2, Bacilles fins et allongés, Bacilles de couleur rose (Gram
E3, E4, mobiles négatif)
ES, E6, gati.
E7
GN P1, P2, Bacilles fins, trés mobiles Bacilles de couleur rose (Gram
P3, P4 Anati
négatif).
Chapman | S1 Cocci en petits amas, en | Cocci de couleur violette
diplocoques ou en trés courtes | (Gram+) regroupées en amas en
chainettes, immobile. grappes de raisin.

E
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P.aeruginosa S.aureus

Figure 11: Observation microscopique aprés coloration de Gram des souches bactériennes
étudiées (X100).

3. Résultats de I’identification :
3.1. Résultats de la recherche des enzymes respiratoires :(Fig.12).
Les résultats des tests des enzymes respiratoires sont mentionnés dans le tableau 16.

Tableau 16: les résultats obtenus a partir des tests des enzymes respiratoires.

Souche Catalase Oxydase Nitrate
réductase

El
E2
E3 - = -
E4
E5
E6
E7
P1
P2 - + +
P3
P4

S1 + - +

(+) : Résultat positive () : Résultat négative
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E.coli P.aeruginosa S.aureus
— _/
—~
Oxydase (+) Catalase (+)
P.aeruginosa S.aureus E.coli
— _/
—~
Nitrate réductase(+) Nitrate réductase(-)

Figure 12: Résultat de la recherche des enzymes respiratoires.

3.2.Résultats de I’identification biochimique :
3.2.1. Résultats des tests biochimiques des souches d’Escherichia coli:
+«+ Nous avons identifiés trois souches d’E.coli (E1, E2 et E3) par la galerie biochimique

classique, les résultats sont regroupés dans le tableau 17:

E
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Tableau 17: Résultats des tests biochimiques classiques.

TSI Citrate Mannitol | Urée indole Clark
de mobilité et Lubs
Simmons 0]
2EAERE AL IEEEREHE
El - + + | + | + - + + - + - -]+ |+
(Fig.13).
E2 - + + |+ | + - + + - + - -+ |+
(Fig.14).
E3 - + + |+ | + - + + - + - -]+ |+
(Fig.15).
(+) : Résultat positive (-) : Résultat négative

Figure 13: Résultats des tests biochimiques classiques de la souche E1.

Figure 14 : Résultats des tests biochimiques classiques de la souche E2

E
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Figure 15:Résultats des tests biochimiques classiques de la souche E3

% Les souches E4, E5, E6etE7 ont été identifiés par I’API 20E.

Figure 16 : Profil biochimique de la souche E4.

Figure 18 : Profil biochimique de la souche E6.

E
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Figure 19 : Profil biochimique de la souche E7.

3.2.2. Résultats des tests d’identification des souches de Pseudomonas aeruginosa :
Les résultats des différents tests effectués sur les P.aeruginosa (Fig.20) sont représentés

dans le tableau ci-dessous.

Tableau 18 : Résultats des tests d’identification des Pseudomonas aeruginosa.

test Pigments Type Halophilie | Mannitol | Mobilité T
respiratoire
S King A King B Viande-Foie GNa Mannitol 4°C | 41°C
10%NacCl Mobilité
P1 | Culture avec | Culture avec aérobie - + + - +
diffusion diffusion stricte
d’une d’une
couleur couleur verte
bleue (pyoverdine)
(pyocyanine)
P2 | Culture avec | Culture avec aérobie - + + - +
diffusion diffusion stricte
d’une d’une
couleur couleur verte
bleue (pyoverdine)
(pyocyanine)
P3 | Culture avec | Culture avec aérobie - + + - +
diffusion diffusion stricte
d’une d’une
couleur couleur verte
bleue(pyocy | (pyoverdine)
anine)
P4 | Culture avec | Culture avec aérobie - + + - +
diffusion diffusion stricte
d’une d’une
couleur couleur verte
bleue (pyoverdine)
(pyocyanine)
S : souche T° : température (+) : Résultat positive () : Résultat négative

E
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King A(+) KingB (+) VF (aerobie strict) Mannitol-Mobilité (+)

Croissance a 4°C (-) Croissance a 41°C (+)
Figure 20 : Résultat des tests d’identification des Pseudomonas aeruginosa
3.2.3. Résultats des tests d’identification de Staphylococcus aureus :
> Résultat du test staphylocoagulase :

Apres un temps d’incubation de 05 heures a 37°C de la souche S.aureus nous avons

remarqués 1’apparition d’un caillot qui est observée en inclinant le tube & 90°C (fig. 21).

Figure 21 : Résultat du test staphylocoagulase.

E
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> Résultat de I’API Staph :
La souche de S.aureus a été identifiée par 1I’API Staph, le résultat est illustré dans la figure ci-

dessous :

4
et | | et ¥ b o e o S
! ) ) ) J s
LU A MAN xLT A MEL NIT PA A VP Af A AL MOG NAG 4 ADM UR J

yopi siar

@)
=
>
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Figure 22 : Profil biochimique de Staphylococcus aureus.

4.  Résultats de I’antibiogramme :
Les résultats de 1’antibiogramme (Fig.23) réalisé pour les especes étudiées sont représentés

dans le tableau suivant :

Tableau 19 : Résultats de I’antibiogramme.

L ) 3
ATB 0] S £ o v
) o = po o Q e S =
= £ c S p— @ X o %) >
© = = > = = =) a = S
GC) ol © O o © 2 o 5 g’ ) o
S) o S8 oE = g8 S Sl S » & w3 32 g
S gl 2 I|wo Sl @ Wl < | =2 B2 2 2 Ol @ «©
E =2 Hla Al O 0ol 2 20 0Ol |<< WLl > >
El S R - I S S - - -
E2 S R - R S S - - -
E3 S R - R S S S - - -
E4 S R - - - S S - - -
ES5 S S - S R S R - - -
E6 S R - R R S R - - -
E7 S R - R R S S - - -
P1 I R - - - - R R - -
P2 S S - - - - S R - -
P3 S S - - - - S R - -
P4 S S - - - - S R - -
S1 I - R R R - - S S S
(S) : souche  ATB : antibiotique R : résistant S : sensible | : intermédiaire (-) : non
effectué
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Figure 23 : Résultat de I’antibiogramme des différentes souches d’Escherichia coli.
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Figure 24 : Résultat de 1’antibiogramme des différentes souches de Pseudomonas

aeruginosa.

Figure 25: Résultat de 1’antibiogramme de Staphylococcus aureus.
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I1. Discussion :

L’étude de I’antibiorésistance des souches d’E.coli, P.aeruginosa et S.aureus
provenant de I’Hopital Ibn Zohr (Guelma) a ét¢ commencée par une revivification suivi d’une
identification afin de vérifier la pureté des bactéries collectées et d’obtenir des cultures jeunes

nécessaires pour la réalisation de I’antibiogramme.

Les résultats des examens macroscopiques obtenus ont montré que toutes les colonies
qui appartiennent au méme type d’espéce ont le méme aspect sur ses milieux de cultures

spécifiques.

La coloration de Gram montre que toute les souches d’E.coli ont la méme forme
(bacille) et le méme type de Gram (-), ainsi que toute les P.aeruginosa sont des bacilles a
Gram (-) par contre la souche de S.aureus est en forme de coques regroupés en grappe de

raisin a Gram (+).

L’identification biochimique des souches étudiées a montré que toutes les souches
d’E.coli sont mobiles, capable de former I’indole, de dégrader le mannitol et les sucres avec
production de gaz. Cette identification nous a permet aussi de remarquer la symétrie des
caractéres biochimiques de toute les souches de P.aeruginosa qui sont tres mobiles, capable
de pousser en aérobiose et a 41°C et incapable de croitre a 4°C et ils ont leur caractere
spécifiques de produire les pigments (pyocyanine et pioverdine). En ce qui concerne la souche
de S.aureus: elle a deux enzymes principales: I’enzyme qui dégrade 1’eau oxygénée
(catalase) et le coagulase qui est capable de coaguler le plasma de lapin. Sa mise en évidence
permet seule, d’affirmer la présence de S. aureus [13].

L’étude de I’antibiorésistance d’E.coli a montré que 85.71% des souches sont
résistantes a la Ticarcilline, cette résistance est due a une inactivation de cet antibiotique par
I’acquisition d’enzyme de béta-lactamase (Zahar et Moumile., 2013), nous avons remarqué
aussi que 80 % des souches sont résistantes a la tétracycline, ces résultats sont similaire a ceux
obtenus par Diallo en France (2013) qui a trouvé75% des souches d’E.coli résistantes a la
tétracycline (Diallo., 2013). La résistance des souches testées d’E.coli a la tétracycline est
expliquée par le mécanisme d’efflux, cette résistance est due au gene tet qui genere la
résistance de la tetracycline (Rahal., 2013).

Notre étude a permet d’observer 50% des souches résistantes au chloramphénicol, ce
pourcentage est tres inquiétant parce que le Chloramphénicol est un antibiotique qui peut

provoquer une aplasie médullaire irréversible (Rahal., 2013). Et il est interdit d’utilisation et

3
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nos résultats signifient que cet antibiotique est encore utilisé. Selon le troisiéme rapport du
réseau Algérien de la surveillance de la résistance aux antibiotiques : 10,24% des Escherichia
coli sont résistantes au Chloramphénicol (Rahal., 2013).

Un faible pourcentage a été observé pour le Ciprofloxacine (28.57%), cette résistance
est presque toujours de valeur chromosomique, il s’agit d’une mutation dont la traduction sera
soit une diminution de la perméabilité a 1’antibiotique, soit une modification de la cible par
altération d’une sous unité de la gyrase (Seck., 2005).

Toutes les souches d’E.coli que nous avons étudié sont sensibles au Nitrofurane et
I’imipenéme.Le nitrofurane agisse directement sur I’ADN provoquant diverses lésions
(coupure et substitution de bases) (Rahal., 2013). et ’imipenéme responsable de 1’inhibition
de la synthese du peptidoglycane de la paroi (Véronique., 2003). Cette sensibilité peut étre
expliquée par la faible utilisation de ces antibiotiques.

Les souches de Pseudomonas aeruginosa sont révélées moins multirésistantes aux f3-
lactamines que les souches d’E.coli. Elle présentent les taux de résistance suivantes :
Ticarcilline (25%), Imipenéme (25%) ; ces résultats sont similaires a ceux trouvées par Liazid
(2012) qui a trouvée un faible taux (estimé par 3.75%) des souches qui ont résistées
I’imipenéme (Liazid., 2012), cette résistance a été associé a la production de P-lactamases
acquises, la surproduction constitutive de la céphalosporinase AmpC ou mécanismes non
enzymatiques tels que I’efflux ou I’imperméabilité de la membrane externe (Cavallo et al.,
2002).

Nos résultats ont montré que toutes les souches de P.aeruginosa sont résistantes a la
Rifampicine ceci peut étre expliquee par sa forte consommation dans I'népital. Le taux de
résistance a la ciprofloxacine (25%) a été un peu élevé a celui observé dans une étude réalisée
dans le laboratoire « Antibiotiques, Antifongiques » de I’Université Abou Bekr Belkaid a
Tlemcen durant la période 2005-2006 qui était 4,7% (Drissi et al., 2011). Ainsi que les
résultats de 1’étude de RAHAL en 2013 en Algérie ont montré qu’il ya une augmentation de
taux de souches de P.aeruginosa résistantes a Cip, ces taux passent de 2002 a 2011 de [1,1%
a 10,86%]. Ceci s’explique sans doute par I’utilisation croissante ces derniéres annees de
Ciprofloxacine (Rahal., 2013).

Dans le cas de S.aureus, a partir de nos résultats, on a trouvé que cette souche est
sensible a la vancomycine cette sensibilité est corroboré par (Pesavento et al., 2007),
(Normanno et al., 2007) en Italie et (Vasquez-Sanchez.,2012) en Espagne de ce fait, elle

constitue la molécule de choix dans le traitement des infections grave causées par S.aureus.
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Cette sensibilité due a I’inhibition de la paroi bactérienne en bloquant la polymérisation du
peptidoglycane (arrét de la synthése de la paroi) (Rahal., 2013). En outre, I’émergence des
souches résistantes a la vancomycine a eté déja décrite en milieu hospitalier dans plusieurs
pays, particulierement en Algérie par Rebiahi et al. (2011). Notre résultat nous a permet aussi
d’observer la sensibilité de S.aureus a la rifampicine qui est expliquée par I’inhibition de la
transcription de ’ADN en ARN messager (ARNm) par inhibition de I’ARN polymérase
(Rahal., 2013). Une sensibilité a I’acide fusidique a été également mise en évidence, cet
antibiotique est un inhibiteur de la synthese protéique (Rahal., 2013).

Notre résultat nous a permet de remarquer la capacité de S.aureus de résister la
Tétracycline, la pénicilline G et le Chloramphénicol. La résistance a la tétracycline due au
mécanisme d’efflux et la modification de ribosome ; la résistance a la pénicilline G se fait par
I’enzyme Pénicillinase plasmidique et La résistance au Chloramphénicol est due a
I’intervention d’acétil-transférase plasmidique (Rahal., 2013).

La présence de différentes souches antibiorésistantes dans 1’hdpital « Ibn Zohr » doit
conduire a renforcer les mesures d’hygiéne puisque le contrdle de ce type de souche n’est pas
toujours facile a appliquer. Le renforcement du lavage des mains, le dépistage de la
colonisation par les bactéries multi-résistantes, ainsi qu’une meilleure utilisation des
antibiotiques sont également des mesures efficaces qui doivent étres entreprises en urgence
(Hammai et al., 2009). Des mesures d’isolement géographique si la structure le permet, sinon

des mesures d’isolement technique doivent étre immédiatement mises en place (Abahar et al.,
2010).
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Conclusion :

Au cours de notre étude, nous avons évalué la résistance aux antibiotiques de 12
souches bactériennes: (E.coli, P.aeruginosa, S.aureus) qui sont bien désignées comme des
agents cliniques et épidémiologiques. L’identification de ces bactéries par les méthodes
conventionnelles a permet de confirmer la pureté de ces souches et d’étudier leurs sensibilités
aux antibiotiques par la méthode de diffusion sur la gélose MH.

La mise en évidence de I’antibiorésistance des souches étudiées a permet de révéler
I’importance de la fréquence des souches multirésistantes a divers antibiotiques allons de -
lactamines, Tétracyclines, Phénicoles jusqu’au Quinolones. Un taux important (85.71%) des
souches d’E.coli qui ont été résistantes a la Ticarcilline et 80 % de ces souches sont résistantes
a la tétracycline ainsi que 100% des souches de P.aeruginosa ont été résistantes a la
rifampicine, et la seule souche de staphylocoque étudiée était une souche multirésistante ce
qui représente un résultat non négligeable

Il est donc primordial, de connaitre les mécanismes et étudier le ou les moyens de
propagation de ces résistances afin de mettre en place les moyens de lutte contre ces bacteéries.

Actuellement, le respect des conditions d’hygiénes et la surveillance de la propagation
des souches mutirésistantes surtout dans les services a forte prévalence ainsi que le contréle
régulier et la révision de toutes les prescriptions d’antibiotiques «tout en réduisant celles a
large spectre», sont utiles et constituent un des facteurs qui va contribuer a I’amélioration de
la qualité de la prise en charge des patients.

Ainsi, notre travail ouvre de nombreuses perspectives:

- étudier une population bactérienne plus importante, pendant une période plus longue;

Surveiller les différentes pathologies survenues surtout chez les patients a risque dans
les services a haute prévalence par une étude épidémiologique ;

- Effectuée le génotypage des souches a résistance acquise pour avoir une image plus
exacte de la situation épidémiologique;

- mettre en place un réseau de surveillance des bactéries antibiorésistantes.



Résumé :

Du 02 Février a 06 Mars, douze souches bactériennes d’importance clinique ont été
collectées (a partir des préléevements pathologiques cliniques) du laboratoire de bactériologie
de I’hépital« Ibn Zohr » a Guelma: sept souches d’Escherichia coli, quatre souches de
Pseudomonas aeruginosa et une souche de Staphylococcus aureus, afin d’étudier leurs
résistances a certains antibiotiques utilisés en médecine humaine.

Une vérification de la pureté des souches collectées a été effectuée grace ades méthodes
microbiologiques standardisees (caractéres culturaux et biochimiques).

L’¢tude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée selon les recommandations du
Comité de I’ Antibiogramme de la Société francgaise de Microbiologie, 2013.

Les résultats obtenus montre que 85.71% des souches d’E.coli sont résistantes a la
Ticarcilline, 80 % des souches sont résistantes a la Tétracycline, 50% sont résistantes au
Chloramphénicol et un faible pourcentage a été observé pour le Ciprofloxacine (28.57%).Les
P.aeruginosa sont résistantes a la Ticarcilline, Ciprofloxacine et 1I’Imipenéme avec un taux
estimé par 25% mais 100% des souches de P.aeruginosa sont résistantes a la Rifampicine.

La souche S.aureus est resistante a la tétracycline, la pénicilline G et le
Chloramphénicol. Ces bactéries résistantes a plusieurs antibiotiques sont considérées comme
I'un des problémes d’aujourd’hui dans le domaine de la médecine et elles doivent étre
contr6lées continuellement par une détection rapide et une application stricte des regles

d’hygiéne.

Mots clés :

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, résistance aux

antibiotiques, milieu hospitalier.



Summary:

From February 2 to March 6, twelve bacterial strains of clinical importance were
collected (samples from clinical pathology) of the bacteriology laboratory of the "lbn Zohr"
hospital -Guelma- : seven strains of Escherichia coli, four strains Pseudomonas aeruginosa
and one strain of Staphylococcus aureus, to study their resistance to some antibiotics used in
human medicine.

Verification of the purity of the collected strains was carried out using standardized

microbiological methods (cultural and biochemical characters).

The study of antibiotic susceptibility was performed according to the
recommendations of the Committee on Antimicrobial Susceptibility of the French Society for
Microbiology, 2013.

The results showed that 85.71% of the strains of E. coli are resistant to ticarcillin, 80%
of strains were resistant to tetracycline, 50% were resistant to chloramphenicol and a weak
percentage was observed for ciprofloxacin (28.57%). the P. aeruginosa are resistant to
ticarcillin, ciprofloxacin and imipenem with an estimated 25%; 100% of the strains of P.

aeruginosa are resistant to rifampicin.

The S.aureus strain is resistant to tetracycline, penicillin G and Chloramphenicol.
These resistant to several antibiotics bacteria are considered one of today's problems in the
field of medicine and must becontinuously controlled by early detection and a strict

application of the rules of hygiene.

Keywords:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, antibiotic resistance,

hospital setting.
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Annexe 01 :

» Les milieux de culture :
% Milieu de Chapman :

v' Composition :

Peptone trypsique de Caséine............ovvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieieaaan 10g
Extrait viande..........coooiiiiiii e lg
Chlorure de sodium..........coeiiiiiiiiii i 75¢g
Mannitol. ... ..ot 10g
Rougede phénol...........cooiiiiiii 0.025¢g
A AT 15¢
Eau distillée. ... ..o 1000g

v Préparation :
Apres dissolution de tous les ingrédients dans 1’eau distillée ajuster le pH a7.5 et stériliser

a 121C° pendant 20mn.

% Gélose nutritive :

v' Composition :

Extrait de viande de I’ceuf....... ... lg
A T 15¢g
Peptone. .. conii S¢g
Chlorure de sodium..........oouiiiiiii i, 15¢
Extraitde levure...... ..o 2g

v' Préparation :
Verser 28g dans un litre d’eau distillée .Ajuster le pH a 7.4. Porter a ébullition jusqu’ a

dissolution complete. Stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

«» Gélose Hectoen :

v' Composition :

Protaese peptone. ......oonueiiii i 2g
EXtrait de 1evure. ... ...o.ovnie i 3g
Chlorure de sodium...........cooiuiiiiiiiii e, 5¢g
Thiosulfate de sodium............ooiiiiiiiiii e, S5g
SelS DIHAITES. ...ttt e e 9¢g
Citrate de ferammoniacale................ccooiiiiiiiiiiiiii 1.5¢

SaAlICING. . .oeeie e 2g



SACCNATOSE. .. .ot 12g

52 T 10 1] 2g
Fuchsine acide..........oouviiiiiii i 0.1g
N . l.4g
Eau distillée. ... ..ooeoeii 1000ml

Préparation :
Verser 75g dans un litre d’eau distillée .Ajuster le pH a 7.5. Porter a ébullition jusqu’ a

dissolution compléte, ne pas autoclaver.

«»» Gélose Mueller-Hinton
Composition :

Hydrolysat acide de caséine.............cocoiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieen, 17,5¢
Infusion de viande........ ..o, 2,0g
AmIdon soluble..... ..o, 1,5g
Agar agar bactériologique...........oovviiiiiiiii e, 17,0g
EaU diStille.uuenininiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiircncc e 1000 ml

Préparation :

Mettre en suspension 38,0g de milieu déshydraté (BK048) dans 1 litre d’eau distillée.
Porter lentement le milieu a I’¢ébullition sous agitation constante et I’y maintenir durant le
temps nécessaire a sa dissolution.

Stériliser a I’autoclave a 115°C pendant 15 minutes

pH du milieu prét a ’emploi a 25°C : 7,3+ 0,2

s Milieu King A:

Composition :

BaCLO —PePLONe ....veitii et 20g
N . | P 15¢g
Glycerol C.P... i, 10g
Ko HSOzanhydre. ... ..o 15¢

MgCI2 anhydre........ccoviiiiiiiii e LAE

Eau distillée.........oooviiiiiiiiiiiiieieee s 100

Préparation :

Verser 45 g de poudre dans 1 litre d’eau distillée, Stérilisation classique, Ajouter 10 cm?3 de
glycérol aprés autoclavage.

pH du milieu prét a ’emploi : 7.2


http://fr.wikipedia.org/wiki/St%C3%A9rilisation_%28microbiologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Autoclavage

< Milieu King B:
v' Composition :

Protéose peptone (DifCo).......covvviiiiiiiii it e, 20g
N . 15g
Glycerol C.P. ... 10g
Ko HSOganhydre.........ooooviiiiiiiiii e, 15¢
MgCI2 anhydre........ccovviiiiiiiiiii e LA
Eaudistillée...... .o, 1000ml

v' Préparation :
Mettre en suspension 37 g de poudre dans 1 litre d’eau distillée. Stérilisation classique.
Ajouter 10 mL de glycérol apres autoclavage.

pH du milieu prét a ’emploi : 7.2

« Milieu TSI :
v' Composition :

AGAT. . 12g/L
Extraitde Poeuf .. ..o 3g/L
Extrait de levure..........oooiiiiiiiii i 3g/L
01 011021 1T 20g/L
LacCtOSe. ..t 10g/L
Saccharose.........cooviiiiiiiiii e 10/
NaCL .o e Sg/L
GIUCOSE. .ottt s lg/L
Citrate ferrique. ... ....ooueveiiti i 3g/L
Thiosulfate de sodium. ..., 3g/L
Rouge dephénol............oooiiiiii 0,025g/L
Eau distillée. ... ...oooeii 1000ml

v' Préparation :
Mettre en suspension 60,1 g de milieu déshydraté (BK059) dans 1 litre d’eau distillée ou
démineralisée.
Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir durant le
temps nécessaire a sa dissolution. Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

pH du milieu prét a I’emploi : 7.4



% Milieu citrate de Simmons :
v' Composition :
Chlorure de sodium..........o.ovuiiiiiii i S5g
Sulfate de magnésium.............ooiviiiiiiiiiiiii e 0,2g

Phosphate d’ammonium POH......................oooiiiii g

Phosphate di potassique POHK...................oooiiiii, 2g
Citrate triSodiqUe .......ooviniiniit i, 2¢g
Solution de bleu bromothymol 1%..........cccoocviveiiiniiinineieece e 8ml
N 15¢
Eau distillée........ooviiii 1000g

v' Préparation :
Verser 23 g dans 1 litre d’eau distillée. Stérilisation classique par autoclavage.
Conditionnement en tubes inclinés.
Ajuster le pH a 7-7.2

< Milieu mannitol-mobilité :

v' Composition :

Peptone pancréatique de viande.................coooviiiiiiiinn.. 20g/L
AQAr — AT, .. e 4g/L
Mannitol. ... ..o 2g/L
Nitrate € PotasSIUML. ....ouuiiitt it e e e e 1g/L
Rouge de phénol solution @ 1%..........cccccevevieieiic i 4ml
Bau distillée..... ..o 1000ml

v Préparation :
Mettre en suspension 22 g dans 1 litre d’eau distillée. Stérilisation classique.

Ajuster lepHa 7.2

++ Mileu Clark et Lubs :

v' Composition :

Peptone trypsique de casein...........ooevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiaene. 5¢g/L
Phosphate bi potassSiQUE..........ccveivieiiiiiieiic e 5¢/L
GlUCOSE. .ttt et e e e S5g/L


http://fr.wikipedia.org/wiki/Autoclave

v" Préparation :
Mettre en susponsion 15 g dans 1 litre d’eau distillée. Stérilisation classique ou par
filtration.

pH du milieu prét a ’emploi : 7.4

< Milieu urée indole :

v' Composition :

L-tryptophane...........oooeiiiiii e 3g
Phosphate monopotassique..........cvvveeiniieiiiiiieiiieaiieennnannn, g
Phosphate di potassiqUe...........o.ovviiiiiiiieieeieeeaea, lg
Chlorure € SOdium.........viriii i, 5¢g
UT€e. .ot 20g
Solution rouge de phénol @ 1%.........cccevviveiiereciie e, 2,5ml
Alcool A 05 10ml
Eau distillée. ... ....oovuiiiiiii 1000ml

v' Préparation :
Stériliser par filtration (utiliser de I'eau stérile pour limiter la contamination initiale).

pH du milieu prét a I’emploi : 6,7

» Reéactifs :

+ Reéactif TDA :pour la recherche de tryptophane désaminase :
Perchlorurede fer............oooiiiiii i, 3.4g
Eaudistillée..........ooooii 100ml

% Réactif de VogesProskauer (VP) : pour la recherche de L’acétone :
e VP1:

Hydroxyde de potassium............ccooevviiiiiiiiiiiiiiiiiieii i, 40g

Eaudistillée...... ..o 100ml
o VP2:

Alphanaphtol............ooo 6g

Bthanol ..o 100ml



% Reéactif Kowacks : pour la recherche de I’indole :

Paradeethyl-amino-benzaldéhyde.......................oeinnnnin. 5g
Alcoolamylique........ccoviiiii i 75ml
HCL pUL. .. e 25ml

% Rouge de méthyle :
Rouge de méthyle...........cooiiiiiiiii e, 0,5g
Alcool éthylique 2 60°..........cooiiiiiiiiiiiieea 100ml

» Colorants:

% Lugol : Elle est utilisée sur la coloration de Gram pour fixer le colorant

00 4 T P lg
Loure de potassium.........ueueveientiiietane e, 2g
Bau distillée. ... ..o 3g

“ Violet de Gentiane : Elle est utilisée pour colorer les bactéries :

Violet de Gentiane. ...........oovviiiiiiiiiiiiii e, lg
Ethanol @90°. ... ..o Iml
Phénol.... ..o 2g

Eau distillée. . ..oooeeee e 100ml



Annexe 02 :

Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API 20 E (Dolarras., 2007)

Tests Substrats Réactions/Enzymes Résultats
ONPG Ortho-Nitro-Phényl- | Beta galactosidase Négative Positive
Galactoside Incolore Jaune
ADH Arginine Arginine Dihydrolase Jaune Rouge/ orangé
LCD Lysine Lysine Décarboxylase Jaune Rouge/ orangé
oDC Ornithine Ornithine Décarboxylase Jaune Rouge/ orangé
CIT Citrate Utilisation du citrate Vert Bleu-vert/bleu
H,S Thiosulfate de Production d’H,S Incolore/grisatre Deépot noire
o sodium
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
TDA Tryptophane Tryptophane désaminase TDA/immédiat
Jaune Marron-
rougeatre
IND Tryptophane Production d’indole kowacs /immédiat
Incolore Rose
VP ;| Pyruvate de sodium | Production d’acétoine VP1+VP2/10min
Incolore Rose /rouge
IGEL, Gelatine Gelatinase Pas du diffusion | Diffusion du
pigment noire
GLU Glucose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune/vert-
jaune
MAN Mannitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SOR Sorbitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
RHA Rhamnose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SAC Saccharose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
MEL Melibiose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
ARA Arabinose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
NO3;/NO, Tube GLU Production de NO, NIT1+NIT2, 2-3 min

Réduction au stade N,

Nitrate réductase.

Jaune

Rouge




Tableau de lecture de la galerie miniaturisée APl Staph (Dolarras., 2007)

Tests Substrats Réactions/Enzymes Résultats
0 Aucun Témoin négative Négative Positive
GLU D-glucose Rouge -
FRU D-fructose Rouge Jaune
MNE D-mannose
MAL Maltose
LAC Lactose
TRE D-tréhalose
MAN D-mannitol
XLT Xylitol
MEL D-melibiose
NIT Nitrate de potassium | Réduction du nitrates NIT1+NIT2/10min
en nitrites Incolore/rose Rouge
PAL B- Phosphatase alcaline ZymA+ZymB /10min
naphtylac.phosphate Jaune Violet
VP Pyruvate de sodium Production d’acétyl VP1+ VP2 /10min
méthyl-carbonyl Incolore/rose | Violet/rose
RAF Raffinose Acidification a partir Rouge Jaune
XYL Xylose du carbohydrate
SAC Saccaharose
MDG a- méthyle-D-
glucosamine
NAG N-acétyl-glucosamine
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orangeé/rouge
URE Urée Uréase Jaune Rouge/violet




Tableau 11 : Limites acceptables des diamétres d’inhibition (mm) des souches de
référence utilisées (CA-SFM, 2013).

Antibiotiques Charge E.coli P.aeruginosa S.aureus
du (ATCC 25922) | (ATCC 27853) | (ATCC 25923)

disque

Pénicilline G 6 ug - - 31,0-38,5
(1o U

Ticarcilline 75 ug - 25,0 - 30,5 -

Imipéneme 10 pg - 24,5—-29,5 -

Amikacine 30 ug 21,5-26,0 20,0 — 26,0 -

Ciprofloxacine 5ug 31,0-38,0 29,0-36,5 -

Triméthoprime/sulfaméth- | 1,25/23 255-30,5 - 28,0 - 32,5

oxazole (cotrimoxazole) ,75 ug

Erythromycine 15 Ul — - 26,5315

Lincomycine 15 pg — - 24,5-29,5

Rifampicine 30 ug — - 34,0-39,0

Acide fusidique 10 pg — - 28,5345

Vancomycine 30 ug — - 17,5-20,5




