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                                                                                                                                                        Résumé 
  
 
 

Ce travail a été réalisé sur 15 prélèvements environnementaux provenant de trois 

établissements hospitaliers situés dans la région de Guelma. Notre étude a porté sur l’identification 

des souches bactériennes en se basant sur leurs caractères culturaux et biochimiques, sur l’étude de 

leur résistance aux antibiotiques par méthode de diffusion en milieu gélosé et leur capacité à former 

un biofilm par la technique de microplaque. L’identification phénotypique a révélé la présence de 5 

bacilles à Gram négatif ‘BGN’ (Pasteurella pneumotropica, Citrobacter freundii, Serratia odorifera, 

Vibrio vulnificus et Chryseobacterium indologenes) et 4 cocci à Gram positif ‘CGP’ (Staphylococcus 

sciuri, Micrococcus luteus et 2 Micrococcus varians). La lecture et l’interprétation des 

antibiogrammes ont montré que 100 % des BGN sont résistantes aux béta-lactamines. Concernant 

les CGP, une résistance totale (100 %) au vancomycine, à la colistine et à la ceftazidim, suivi par une 

résistance importante au chloramphénicol et à la cefazoline (75 %) ont été révélés. La prévalence des 

bactéries multi-résistantes (BMR) est de 22,22 %. Une forte probabilité de la capacité de formation 

de biofilm par les bactéries isolées a été démontrée par une étude synthétique. Ces BMR 

probablement formatrices de biofilms constituent un problème préoccupant en milieu hospitalier 

d’où la nécessité de l’application rigoureuse des règles hygiène.  

Mots-clés : Milieu hospitalier, bactéries, résistance aux antibiotiques, biofilm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                                    Abstract 

 

This work was carried out on 15 environmental samples from three hospitals located in 

the Guelma region. This study focused on the identification of bacterial strains based on 

their cultural and biochemical characteristics, on the study of their resistance to antibiotics 

by diffusion method on agar medium and their ability to form a biofilm by Microtiter plate 

technique. Phenotypic identification revealed the presence of 5 Gram negative bacilli 'GNB' 

(Pasteurella pneumotropica, Citrobacter freundii, Serratia odorifera, Vibrio vulnificus and 

Chryseobacterium indologenes) and 4 Gram positive cocci 'GPC' (Staphylococcus sciuri, 

Micrococcus luteus and 2 Micrococcus varians). Reading and interpreting the antibiograms 

has showed that 100% of the GNBs are beta-lactam resistant. For GPC, total resistance 

(100%) to vancomycin, colistin and ceftazidim, followed by significant resistance to 

chloramphenicol and cefazoline (75%) were revealed. The prevalence of multi-resistant 

bacteria (MRB) is 22,22 %. A high probability of biofilm formation capacity by isolated 

bacteria was demonstrated by a synthetic study. These MRBs which are probably biofilm- 

forming constitute a worrying problem in hospitals, hence the need for the rigorous 

application of hygiene rules. 

Keywords: Hospital environment, bacteria, antibiotic resistance, biofilm. 

 



 ملخص

 

 من ثلاثة مستشفيات تقع في منطقة قالمة. ركزت دراستنا على تحديدمعزولة  عينة بيئية 15أجري هذا العمل على 

للمضادات الحيوية عن طريق انتشارها كيميائية ودراسة مقاومتها بيوبناءً على خصائصها الزراعية وال البكتيرية السلالات

 في وسط الزرع وقدرتها على تكوين الأغشية الحيوية باستخدام تقنية صفيحة المعايرة الدقيقة. كشف تحديد النمط الظاهري

 ، BGN"  Pasteurella pneumotropica) ، Citrobacter freundii" الجرام سالبة عصيات 5عن وجود 

Serratia odorifera ، Vibrio vulnificus،  (Chryseobacterium indologenes الجرام إيجابية مكورات 4 و 

"CGP" Staphylococcus sciuri) ، Micrococcus luteus، 2 و .(Micrococcus varians  قراءة أظهرت 

 الكلية المقاومة عن الكشف تم ، CGPبـ يتعلق فيما. لاكتام للبيتا مقاومة BGN من ٪100 أن الحيوية المضادات وتفسير

 انتشار نسبة إن(. ٪75) وسيفازولين لكلورامفينيكول كبيرة مقاومة تليها  وسيفتازيديم، كوليستين لفانكوميسين،( 100٪)

 المعزولة البكتيريا هذه لقدرة عالية احتمالية هناك أن النظرية الدراسة أثبتت. ٪22,22 هو (BMR) المقاومة متعددة البكتيريا

 في مقلقة مشكلة حيوي غشاء تكون ربما التي و المقاومة متعددة البكتيريا هذه تشكل . الحيوية الأغشية تكوين على

 . النظافة لقواعد صارم تطبيق إلى يستدعي وهذا المستشفيات،

 .حيوي غشاء ، الحيوية المضادات مقاومة ، البكتيريا ، المستشفيات بيئة :  المفتاحية الكلمات
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1 

L’environnement hospitalier est un réservoir d’une population diversifiée de 

microorganismes qui sont dispersés dans l’air, l’eau, les dispositifs médicaux, le linge, les 

aliments, et même les sanitaires (Tortora et al., 2003 ; Jalalpoor, 2011). 

 Les surfaces inanimées sont fréquemment impliquées dans la transmission de 

plusieurs bactéries pathogènes et par conséquent le développement des infections 

nosocomiales. Ces infections constituent un problème majeur de santé publique avec 

comme impact une augmentation de la durée des hospitalisations, une majoration 

importante des coûts des soins, des taux de morbidité et de mortalité (Talon, 1999). 

Parmi les bactéries souvent impliquées dans les infections causées par les fomites, les 

entérobactéries (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Citrobacter 

freundii), Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii et Staphylococcus aureus 

(Ghernaout, 2013 ; Vasudevan et al., 2014). Ces bactéries sont généralement résistantes 

aux antibiotiques. Malheureusement, l’émergence et la progression de ce phénomène 

conduisent à une impasse, face à des germes indociles à tous types de traitement limitant 

les schémas thérapeutiques (Vasudevan et al., 2014). L’antibiorésistance peut également se 

répéter sur des populations bactériennes présentant déjà une ou plusieurs résistances à 

d’autres antibiotiques, menant à l’accumulation de résistances chez certaines bactéries qui 

sont alors nommées bactéries multirésistantes (BMR), ces dernières posent un grand 

problème de santé publique (Magiorakos et al., 2012). 

En Algérie, les bactéries multi-résistantes sont  la cause d’un taux important 

d’infections nosocomiales (fréquence estimée entre 20 et 30 %) et possèdent généralement 

un pronostic sévère (Touati et al., 2012). Selon des études récentes,  les bacilles à Gram 

négatif et les cocci à Gram positif résistantes aux antibiotiques sont responsables de 

plusieurs infections nosocomiales causées par leur transmission à partir du matériel médical, 

des surfaces proches du patient et des sanitaires (Debabza, 2015 ; Bouguenoun, 2017). 

Un autre problème se posent aussi dans le milieu hospitalier est la formation de 

biofilm qui sont des communautés de micro-organismes, adhérant entre eux et à une 

surface, grâce à la sécrétion d’une matrice adhésive offrant une protection contre la 

dessiccation, les défenses de l’hôte et un grand nombre d’agents antimicrobiens.                  



Introduction 
 

 

2 

La préoccupation principale des hôpitaux en regard des biofilms est directement liée à leur 

implication dans diverses pathologies infectieuses (Dunny et al., 2014). 

Cette situation nous a amené à fixer les objectifs suivant : 

- Caractérisation phénotypique des bactéries isolées à partir des sanitaires, de trois 

établissements hospitaliers de la wilaya de Guelma ; 

- Détermination du profil antibiotypique des souches bactériennes isolées ; 

- Évaluation de leur capacité à former des biofilms in vitro. 

En effet nous rapportons dans cette étude deux parties :  

 La première est attribuée à une synthèse bibliographique comportant une 

description de l’environnement hospitalier et son rôle dans l’apparition des 

infections nosocomiales, les caractères généraux des principales bactéries 

responsables de ces infections et leur résistance aux agents antibactériens et le 

concept de biofilm ;  

 La deuxième relate notre travail expérimental, commençant par la présentation des 

méthodes utilisées, suivie des résultats obtenues et des discussions engendrées par 

ces résultats, et enfin nous terminerons cette étude par une conclusion et les 

perspectives proposées. 

 



 

 

Chapitre I : 

Synthèse 

bibliographique 
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I. Environnement hospitalier : Facteur d’infection 

I.1. Bactéries présentes dans l’environnement hospitalier 

L’environnement hospitalier est composé de l’ensemble des éléments solides, 

liquides, ou gazeux qui environnent ou entrent en contact avec les visiteurs, les patients ou 

le personnel dans une structure hospitalière. L’air (médical ou atmosphérique), les eaux (de 

réseau, d’appareillage), les surfaces inertes (mobilier, linge, instrumentation...), les surfaces 

vivantes (les mains du personnel), les solutés et l’alimentation sont les principaux 

constituants de l’environnement hospitalier (Le Heurt  et al., 1995).  

Le milieu hospitalier constitue un immense réservoir de divers agents pathogènes 

(bactéries, levures, champignons filamenteux, virus et parasites) qui peuvent appartenir 

aussi bien aux espèces opportunistes qui ne manifestent leur virulence que sur un 

organisme dont les défenses immunitaires sont affaiblies, qu’aux espèces habituellement 

pathogènes pour l’homme (CTIN, 2002).  

 Les bactéries jouent un rôle potentiel dans les infections hospitalières dont l’origine 

peut être humaine et/ou environnementale :  

 La flore commensale de la peau et des muqueuses des porteurs sains et/ou malades 

sont la principale source humaine des bactéries parmi lesquelles des bactéries 

multirésistantes aux antibiotiques comme Staphylococcus aureus résistant à la 

méticilline (SARM) et les entérobactéries productrices de bêta-lactamases à spectre 

élargi (EBLSE) (Talon, 1999).  

 La flore saprophyte de l’environnement (air, eau, sol)  comme les bacilles à Gram 

négatif (BGN), Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, et Legionella 

pneumophila  colonise fréquemment  le milieu hospitalier (Talon, 1999; Rampling et 

al., 2001). 

I.2. Rôle du milieu hospitalier dans la survenue des infections nosocomiales 

D’après l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les infections nosocomiales sont 

des infections survenant chez un patient au sein d’un hôpital ou d’un autre établissement de 

santé et chez qui cette infection n’était ni présente ni en incubation au moment de 
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l’admission. Ce sont des infections contractées à l’hôpital mais qui se déclarent après la 

sortie (Ducel et al., 2002). 

Les éléments de l’environnement hospitalier constituent un milieu favorable pour la 

propagation de ces infections nosocomiales lorsque les conditions d’hygiène et les pratiques 

d’asepsie ne sont pas respectées (Mbutshu et al., 2013) : 

- L’eau : Joue le rôle de transmetteur de plusieurs bactéries, par exemple la présence de 

Legionella dans les réservoirs d'eau chaude ainsi que la colonisation des siphons 

d'installation sanitaire, des brise-jets des robinets et des extrémités des canalisations par 

Pseudomonas aeruginosa (Bertrou et al., 2000). 

- L’air : Les microorganismes de l’air sont véhiculés sur les poussières, les squames 

cutanées (dans les services de grands brulés), les gouttelettes ou les microgouttelettes de 

salive émises lors de la toux, des éternuements et de la parole et les noyaux de 

condensation issus de ces gouttelettes, donc l’air de l’hôpital intervient dans les 

conditions habituelles comme  un meilleur transporteur de bactéries (Barbut et Neyme, 

2006). 

- Les surfaces : Sont contaminées soit par contact (patients infectés,  personnel médical) ou 

par sédimentation des microorganismes présents dans l'air ; selon l’état de la surface les 

bactéries peuvent être adhérer et former des biofilms (Lucet et Astragneau, 1998). Ainsi, 

les surfaces proches d'un patient servent généralement à un réservoir de bactéries 

multirésistantes  (Barbut et Neyme, 2006). 

I.3. Diffusion des bactéries multirésistantes dans l’environnement hospitalier  

Les bactéries sont dites multirésistantes aux antibiotiques (BMR) lorsqu'elles ne sont 

sensibles qu'à un petit nombre d'antibiotiques utilisables en thérapeutique (Veyssiere, 

2019). En effet, la multirésistance est considérée comme la résistance à au moins 3 familles 

d’antibiotiques (Anses, 2014). 

Pendant longtemps le problème de la résistance bactérienne aux antibiotiques était lié 

au milieu hospitalier, ce dernier constitue un environnement propice au développement et à 

la dissémination de plusieurs BMR à savoir  Staphylococcus aureus résistant à la méticilline 

(SARM), entérobactéries productrices de β-lactamases à spectre étendu (EBLSE), 
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entérocoque résistant à la vancomycine (ERV), Acinetobacter baumannii multirésistant 

(résistant à la ticarcilline) (ABR) et Pseudomonas aeruginosa multirésistant (PAR) (Fines et  

Leclercq, 2004).  

Parmi les facteurs contribuant non seulement à amplifier le processus de 

l’antibiorésistance mais aussi à sa diffusion dans le milieu hospitalier (Byarugaba, 2004 ; 

Sirinavin et Dowell, 2004) :  

- L’utilisation massive des antibiotiques et le traitement des patients avec des 

antibiothérapies inadéquates et parfois avec des doses sous optimales ;  

- Le manque d’infrastructure pour le diagnostic étiologique et l’évaluation de la 

résistance aux antibiotiques ; 

- L’absence de réseaux nationaux et régionaux de surveillance de la résistance ; 

- L’absence de réglementation pour l’acquisition des antibiotiques. 

 

II. Bactéries responsables des infections nosocomiales 

Dans la présente étude, nous nous limitons à décrire les principaux bacilles à Gram 

négatif et les cocci à Gram positif. 

II.1. Entérobactéries 

II.1.1. Classification  

 Les entérobactéries sont en général des hôtes normaux ou pathologiques, suivant les 

espèces bactériennes, du tube digestif de l’homme et des animaux. Ces bactéries peuvent 

proliférer en abondance dans l’environnement (sols et eaux) et participer aux grands cycles 

de dégradation des matières organiques  (Prescott et al., 2010). 

La classification actuelle des entérobactéries basée sur la génétique moléculaire est la 

suivante (Delarras, 2007 ; Denis et al., 2007) :  

 Règne : Bacteria   

 Phylum XII : Proteobacteria 

 Classe : Gammaproteobacteria 

 Ordre : Enterobacteriales 

 Famille : Enterobacteriaceae 
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 Genre : Les genres de cette famille sont regroupés en six tribus, d’après leurs 

propriétés fermentatives : Escherichiae, Klebsielleae, Salmonelleae, Proteae, 

Yersiniae, Erwiniae 

 Espèce : 130 espèces sont actuellement répertoriées. Les espèces les plus 

communément isolées en bactériologie clinique appartiennent aux genres : 

Citrobacter, Enterobacter, Proteus, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, 

Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella et Yersinia. 

II.1.2. Caractères généraux 

Les entérobactéries sont généralement des bacilles ou des coccobacilles, de taille 

variant de 2 à 3 μm de long sur 0,4 à 0,6 μm de large. Les espèces sont mobiles grâce à une 

ciliature péritriche tandis que certaines sont immobiles (Abbott, 2007). Quelques unes 

possèdent une capsule visible au microscope et la plupart des espèces pathogènes pour 

l’homme possèdent des fimbriae ou pili qui sont des facteurs d’adhésion (Bakhoum, 2004 ;  

Freney, 2007). 

Les entérobactéries se croissent facilement sur les milieux ordinaires en 24 heures à 

37°C en aérobiose et en anaérobiose, à un pH optimum entre 3,5 et 6,5 et une concentration 

en NaCl inférieure à 0,2 M. Les colonies d’entérobactéries sont habituellement lisses, 

brillantes, sur les milieux gélosés de structure homogène (forme S: smooth) qui peut évoluer 

après cultures successives pour donner des colonies à surface sèche rugueuse (type R: 

rough) (Denis et al., 2007). 

Les caractères biochimiques des entérobactéries étudient principalement le 

métabolisme protéique (présence d'uréase, production d'indole, dégradation du 

tryptophane), la fermentation des sucres (glucose, lactose, saccharose etc..), la capacité 

d'utiliser le citrate, la présence d'enzymes (décarboxylases, désaminases) et la production 

d'hydrogène sulfuré (Avril et al., 1992).  Le tableau 01 représente les principaux caractères 

biochimiques des principaux genres des entérobactéries. 
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Tableau 01 : Caractères biochimiques des principaux genres de la famille des 

Enterobacteriaceae (Avril et al., 1992). 

Escherichia Citrobacter Yersinia Klebsiella Edwardsiella Proteus Salmonella 

Glucose + + + + + + + 

Lactose + + - + - - - 

ONPG + + + + + - - 

Indole + - +/- +/- + +/- - 

VP - - +/- + - - - 

Citrate - + - + - +/- +/- 

Mobilité + + +/- - + + + 

Urée - - + + - + - 

H2S - +/- - - + +/- + 

(+): test positif, (-): test négatif, ONPG: orthonitrophenyl B-D-galactopyranoside , VP: Voges Prauskauer , 
H2S : Hydrogène sulfuré. 

 

II.1.3. Pouvoir pathogène 

Les entérobactéries pathogènes sont responsables des infections urinaires, infections 

intra-abdominales (cholicystites, appendicites), pneumopathies, bactériémies, septicémies 

et des surinfections respiratoires (Mamod, 2016). 

Elles possèdent de nombreux facteurs de virulence qui leur permettent d’exercer une 

pathogénicité, à titre d’exemple ; les espèces  Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli 

possèdent des adhésines, des sidérophores, des polysaccharides capsulaires et des 

lipopolysaccharides de surface cellulaire (LSP), qui aident ces bactéries d’attaquer et 

d’adhérer aux cellules épithéliales des voies respiratoires supérieures, aux cellules du tractus 

gastro-intestinal, aux cellules endothéliales ou aux cellules uroépithéliales, avant de 

coloniser les muqueuses, à les quels s’ajoute des toxines cytotoxiques. Les salmonelles 

disposent aussi d’un arsenal de facteurs de virulence jouant un rôle à différentes étapes du 

processus infectieux (Janda et Abbott, 2006). 
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II.1.4. Résistance des entérobactéries aux  agents antibactériens 

II.1.4.1. Résistance aux antibiotiques 

Il existe deux types de résistance aux antibiotiques, la résistance naturelle qui est 

commune à toutes les bactéries d’une même espèce ou d’un même genre bactérien (due à 

la présence de gènes chromosomiques communs et transmise à la descendance) et la 

résistance acquise qui désigne des processus permettant à des bactéries appartenant à une 

espèce originellement sensible de devenir résistante à un ou plusieurs antibiotiques (due 

soit par mutation chromosomique, soit par acquisition de matériel génétiques exogènes) 

(Freney et al., 2000 ; Chopra et al., 2003). 

Plusieurs mécanismes soient souvent impliqués simultanément dans la résistance des 

entérobactéries aux antibiotiques : 

 Résistance aux β–lactamines : La diminution de la perméabilité (par l’altération des 

porines par mutation, la modification structurale d’une porine essentielle, ou la 

diminution quantitative des porines), l’excrétion par des systèmes d’efflux (pompes 

métaboliques assurant l'expulsion active des produits toxiques), et la production de 

β-lactamases (enzymes hydrolysant les β-lactamines en ouvrant le cycle Bêtalactame 

et menant à la perte d’un groupement carboxyle, provoquant l’inactivation de 

l’antibiotique en question) sont les mécanismes les plus répandus (Livermore, 2003 ; 

Kumar et Schweizer, 2005 ; Robin et al., 2012). 

 Résistance aux aminosides : Les trois mécanismes de résistance aux aminosides  

employés par les entérobactéries sont l'altération de la cible ribosomale ou la 

méthylation de l'ARNr 16S au sein de la sous-unité 30S, le système de transport actif 

de l’antibiotique et l'inactivation enzymatique qui est le mécanisme le plus fréquent 

en impliquant les phospho-transférases (catalysent la phosphorylation des 

groupements hydroxyls), les adényl-transférases (catalysent l’adénylation des 

groupements hydroxyls) et les acétyl-transférases (catalysent l’acétylation des 

groupements aminés) (Doi et Arakawa, 2007 ; Durante-Mangoni et al., 2009 ; Baba 

Ahmed et al., 2014). 
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 Résistance aux quinolones : La résistance aux quinolones est principalement 

chromosomique, généralement due à une diminution d'affinité de l'antibiotique pour 

sa cible. Ceci est dû à une modification de l'ADN gyrase et/ou de la topoisomérase IV 

par mutations ponctuelles. Des gènes de support plasmidique transférable 

horizontalement ont été également décrits chez des souches d’entérobactéries 

d’origine hospitalière produisant des BLSE (Belbel et al., 2014 ; Batah et al., 2015). 

 

 Résistance aux phénicoles : Certaines entérobactéries résistent au chloramphénicol 

grâce à une résistance plasmidique due à la production d’enzyme CAT 

"chloramphénicol acétyltransférase" (Freney et al., 2000). 

II.1.4.2. Résistance à autres agents antibactériens 

La membrane externe des bactéries à Gram négatif joue le rôle d’une barrière qui 

inhibe l’entrée des molécules désinfectantes hydrophobes par le biais du 

lipopolysaccharides. Ce phénomène a été démontré par l’étude de souches d’Escherichia coli 

et Salmonella typhimurium mutées au niveau d’un facteur surfacique (McDonnell et al., 

1999). 

Les entérobactéries peuvent résister aussi  aux métaux qui sont utilisés depuis 

longtemps comme des agents antibactériens. E.coli possède  de nombreux gènes impliqués 

dans la résistance au cadmium tel que: zntA et capB. Ainsi, la surexpression de knock-out et 

la mutation des gènes htpX (qui code pour une protéine de choc thermique membranaire 

intégrale) et gor (qui code pour la glutathion réductase) contribuent positivement à la 

résistance aux métaux chez E. coli (Qin et al., 2019). 

II.2. Acinetobacter baumannii   

                II.2.1. Classification  

Acinetobacter baumannii est une bactérie ubiquitaire dans l’environnement (Zahoun et 

al., 2010). Elle fait partie de la flore cutanée normale de l'homme et de l’animal, 

l’oropharynx et le tube digestif de l’homme (Lambert, 2007). Dans les hôpitaux, ces 

bactéries sont dispersées  chez le patient et son environnement (lit, matelas, tables…) et 
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dans l’environnement humide (siphons de lavabo, linge humide...) ainsi que sur les mains 

des soignants (Wendt  et al., 1997). 

Sa taxonomie est la suivante (Kim et al., 2014) : 

 Embranchement : Proteobacteria  

 Classe : Gammaproteobacteria  

 Ordre : Pseudomonadales  

 Famille : Moraxellaceae  

 Genre : Acinetobacter 

 Espèce : Acinetobacter baumannii. 

II.2.2.  Caractères  généraux  

Les Acinetobaceter sont des coccobacilles courts (les cultures âgées sont très 

polymorphes),  à Gram négatif, non sporulés, parfois capsulés, immobiles (mais pouvant 

présenter une mobilité par saccade résultant de la présence de fimbriae polaires dans les 

milieux semi-solides) (Peleg et al., 2008). 

Leur culture s’effectue à une température comprise entre 30 et 37 °C sur des milieux 

conventionnels (gélose au sang, gélose chocolat, gélose trypticase soja, etc.) et sur des 

milieux sélectifs des bacilles à Gram négatif comme la gélose de Mac Conkey (Denis  et al., 

2007).  

A. baumanii est aérobie stricte, possèdent une catalase positifs et dépourvues d’oxydase 

(Vaneechoutte et al., 2011), nitrates réductase et indole négative (Doughari et al., 2011). 

II.2.3.  Pouvoir pathogène 

A.baumanii est un pathogène nosocomial opportuniste qui infecte majoritairement 

des patients dont l’état de santé est critique, notamment ceux en soins intensifs (Agodi et 

al., 2013). Cette espèce est principalement à l’origine d’infections nosocomiales du système 

respiratoire, de bactériémies, d’infections de plaies ou des infections du système urinaires. 

De manière moins fréquente, elle est également associée à des cas de méningites (Chopra et 

al., 2014 ; Freire et al., 2016). 
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Les principaux facteurs de virulence décelés chez A. baumanii sont: 

- La protéine OmpA (Outer membrane protéine A): joue un rôle dans l'adhésion 

aux cellules épithéliales des voies respiratoires, induit l’apoptose, la résistance à 

certains antibiotiques (par la diminution de la perméabilité membranaire) 

comme elle participe dans la formation du biofilm (Gaddy et al., 2009 ; Smani et 

al., 2014 ; Asif et al., 2018) ; 

- L’antigène O constitué les lipopolysaccharides (LPS) qui recrute des cellules 

inflammatoires (Asif et al., 2018). 

II.2.4. Résistance d’Acinetobacter baumannii  aux  agents antibactériens 

II.2.4.1. Résistance aux antibiotiques 

 Résistance aux β–lactamines : Cette espèce produit une β-lactamase de type 

céphalosporinase qui hydrolyse les aminopénicillines et les céphalosporines de 1ére et 

2éme génération. La résistance naturelle d’A. baumannii à certaines β-lactamines se 

fait par la combinaison de plusieurs mécanismes incluant la taille réduite des 

protéines de membrane externe et la production limitée des porines (Figueiredo, 

2011).   

 

 Résistance aux aminosides : Elle est liée à l’inactivation de l’antibiotique par 

quelques enzymes de modification de type aminoside et à la présence des pompes 

d’efflux (Cho et al., 2009 ; Moniri et al., 2010 ; Decré, 2012). 

 

 Résistance aux quinolones : Elle est due aux mutations dans les gènes gyrA et parC 

(Bakour et al., 2014). Toutefois, la résistance aux quinolones pourrait également être 

due à une diminution et / ou augmentation de l'efflux de quinolones (Jain et 

Danziger, 2004). 

II.2. 4.2. Résistance à autres agents antibactériens 

A. baumannii résiste généralement à plusieurs antiseptiques grâce à des pompes 

d'efflux codées par les gènes qac situés sur des éléments mobiles tels qu’intégrons et 

transposons (Babaei et al., 2015 ; Wassenaar et al., 2015) ; 
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Cette espèce s'est révélé aussi résistantes à divers métaux tels que le mercure,  

l’argent et l'arsenic (Lima de Silva et al., 2012 ;  El-Sayed, 2016). 

II.3. Pseudomonas aeruginosa   

II.3.1. Classification  

Pseudomonas  aeruginosa est une bactérie ubiquiste et qui peut être commensal du tube 

digestif. Elle se multiplie dans des solutions antiseptiques conservées trop longtemps ou 

dans le matériel hospitalier, tel que les endoscopes (Sorin et al., 2001 ; Lie, 2002). 

La classification de cette bactérie est la suivante (Delarras, 2014): 

 Règne : Bacteria      

 Phylum XII : Proteobacteia 

 Classe : Gammaproteobacteria  

 Ordre : Pseudomonadales 

 Famille : Pseudomonadaceae  

 Genre : Pseudomonas  

 Espèce : Pseudomonas aeruginosa. 

II.3.2. caractères généraux  

Les Pseudomonas sont des bâtonnets à Gram négatif,  ils ont une langueur de 1,5 à       

3 µm et un diamètre de 0,5 à 0,8 µm, dépourvus de spores et de capsule, mobiles grâce à un 

flagelle monotriche polaire (Floret et al., 2009).  

Les Pseudomonas aeruginosa se développent très facilement sur un milieu ordinaire 

parce-quelles sont oligotrophes, ou sur milieux sélectifs par addition d’inhibiteur (tel que 

cétrimide),  l’incubation se fait  à 37°C pendant 24h (Wolfgang et al., 2000). Elles supportent 

des moindres variations de pH (6,5 à 7,5) avec un pH optimal de 7,2 (Delarras, 2014). 

Les P. aeruginosa réduisent  les nitrates en nitrites, possèdent une oxydase et une 

gélatinase, les tests  indole, H2S, ONPG sont négatifs ;  plusieurs autres caractères sont 

nécessaire pour le diagnostic d’espèce : TDA,  LDC, ODC négatifs et ADH positif (Lie, 2002). P. 

aeruginosa est distinctive grâce à la production des pigments précisément : la pyocyanine 
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(bleu-vert), la fluorescéine (jaune vert fluorescent) et la pyorubine (brun-rouge) 

(Khalilzadeh, 2009). 

II.3.3. Pouvoir pathogène  

P. aeruginosa est responsable d’une liste d’infection longue et non-exhaustive. En tant 

que pathogène opportuniste, cette bactérie infecte préférentiellement les sujets 

immunodéprimés ou affaiblis comme les grands brûlés et les cancéreux ce qui explique 

notamment sa prévalence en milieu hospitalier. La bactérie cause alors préférentiellement 

l’infection de zones cutanées humides de plaies ou de brûlures ; L’inhalation d’aérosols 

contaminés constitue une voie de pénétration chez certains individus, notamment des 

patients atteints de mucoviscidose. Elle peut être aussi à l’origine d’infections digestives (Oie 

et al., 2008 ; Kerr et al., 2009). 

P. aeruginosa possède plusieurs facteurs de virulence (Prescott, 2009 ; Cady, 2006) : 

des flagelles et des pilis qui lui confères d’adhérer aux cellules épithéliales et aux surfaces 

abiotiques dans la formation du biofilm (Vallet, 2001 ; Lazdunski, 2003), des 

lipopolysaccharides (LPS) qui protègent la bactérie contre la lyse, des exoenzymes, des 

exotoxines et des hémolysines (phospholipase C). 

II.3.4. Résistance de Pseudomonas aeruginosa  aux  agents antibactériens 

II.3.4.1. Résistance aux antibiotiques 

Trois familles d’antibiotiques peuvent être utilisées pour lutter contre les infections à 

P. aeruginosa :  

 Résistance aux β–lactamines : P. aeruginosa peut produire un nombre important de 

bêta-lactamases mais aussi les bêta-lactamases à spectre élargi ou étendu. 

L’imperméabilité membranaire et les pompes d’efflux sont aussi décrites  (Thomson 

et Bonomo, 2005 ; Barbier et al., 2010). 

 

 Résistance aux aminosides : Nombreux mécanismes de résistance à savoir des 

enzymes modificatrices des aminoglycosides, surexpression des systèmes  d’efflux,    

la modification des ARNr 16S cible des aminosides, ou encore  l’imperméabilité 

(Sohidul, 2008 ; Strateva et Yordanov, 2009). 



Synthèse bibliographique  
 

 

14 

 

 Résistance aux quinolones: P. aeruginosa résiste contre ces antibiotiques, soit par 

des mutations au niveau de l’ADN gyrase et l’ADN topoisomérase IV, soit par la 

surexpression d’efflux actif (Akasaka et al., 2001; Mérens et Aurélie, 2010). 

II.3.4.2. Résistance à autres agents antibactériens 

P. aeruginosa apparaît généralement comme la bactérie la  plus résistante aux 

désinfectants et aux détergents. Cette résistance est due à la combinaison de 

l'imperméabilité de la membrane externe et la présence de multiples pompes à efflux 

(Russell, 2002). 

Le gène CopR est responsable de la résistance des P. aeruginosa au cuivre et la 

tolérance au zinc en régulant le système CzcRS (un système à deux composants régulant la 

transcription) (Caille et al., 2007). 

Un autre mécanisme important de résistance aux différents agents antibactériens pour 

la bactérie P. aeruginosa est sa forte capacité à former des biofilms (Mah et O’toole, 2001).  

 

II.4. Aeromonas hydrophila 

II.4.1. Classification  

Aeromonas hydrophila est d’origine hydrique, largement retrouvées dans les 

environnements aquatiques et terrestres (Nam et Joh, 2007).  Sa classification est la 

suivante  (Harf-Monteil et al., 2007) : 

 Règne : Bacteria   

 Phylum XII : Proteobacteia 

 Classe : Gammaproteobacteria  

 Ordre : Aeromonadales 

 Famille : Aeromonadaceae   

 Genre : Aeromonas 

 Espèce : Aeromonas hydrophila. 

 



Synthèse bibliographique  
 

 

15 

II.4.2. caractères généraux 

Aeromonas hydrophila est un bacille à extrémités arrondies ou coccobacille, Gram 

négatif, mobile, non capsulé. Elle a la capacité de se croitre sur gélose Columbia au sang, 

Mac Conkey, éosine bleu de méthylène et Drigalski. (Mary et al., 2002 ; Danielle, 2010). 

A. hydrophila possède un métabolisme aéro-anaérobie facultatif, fermente le glucose 

mais ne fermente pas le lactose, aussi  son identification repose sur la positivité des tests de 

l’oxydase, catalase,  production de gaz, indole, ADH, LDC, VP, ONPG, gélatine , saccharose, D-

Mannitol et bêta-hémolyse. (Harf-Monteil et Monteil, 2007).  

 II.4.3. Pouvoir pathogène  

La bactérie cause principalement des gastroentérites, des infections cutanéo-

muqueuses, des infections hépatobiliaires, des infections des voies urinaires chez le 

nouveau-né, des toxi-infections alimentaires et plus rarement des bactériémies, des 

septicémie et des méningites surtout chez les immunodéprimés (Laganowska et Kaznowski, 

2004 ; Hochedez et al., 2009 ; Tena et al., 2009).  

L’espèce A. hydrophila possède plusieurs facteurs de virulence parmi lesquels les 

flagelles polaires et les pilis responsables de l’adhérence aux érythrocytes et aux cellules 

épithéliales, des capsules qui montrent une activité anti-phagocytaire, augmentant  

l'adhérence et la résistance au système du complément, ainsi la bactérie a des hémolysines 

et des aerolysines (Sechi et al., 2002). 

II.4.4. Résistance d’Aeromonas hydrophila aux agents antibactériens 

II.4.4.1. Résistance aux antibiotiques 

 Résistance aux β–lactamines : A. hydrophila résiste à cette famille par la production 

de trois types de β-lactamases : une céphalosporinase, une oxacillinase et une 

carbapénèmase ;  

 Pour les autres familles d’antibiotique tel que les fluoroquinolones et les aminosides, 

les Aeromonas sont sensibles à ces molécules (Danielle, 2010).  
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II.4.4.2. Résistance à autres agents antibactériens 

A. hydrophila résiste aux désinfectants en empêchant leur entré grâce à la membrane 

externe de ces bactéries  (McDonnell et al., 1999). En revanche, plusieurs études ont 

montrés que l’hypochlorite de sodium à 1 %, glutaraldéhyde à 2 %, l’éthanol à 70 %, produits 

iodés, composés phénoliques, formaldéhyde, l’argent dissous dans l’eau et le chlore libre ont 

une activité biocide sur cette espèce (Massa, 2003 ; Silvestry-Rodriguez et al., 2007). 

D’autres études ont montrés une résistance aux métaux lourds (plomb, cuivre) et une 

sensibilité au cadmium chez A. hydrophila (Akinbowale et al., 2007).  

II.5. Staphylococcus aureus 

II.5.1. Classification  

Staphylococcus aureus est une espèce ubiquiste et elle fait partie de la flore 

commensale normale des mammifères. Selon la 9ème édition du Bergey’s Manual of 

Systematic Bacteriology, les staphylocoques sont classés parmi les bactéries à Gram positif 

pauvres en GC dans (Prescott et al., 2010): 

 Phylum : Firmicutes  

 Classe : Bacilli 

 Ordre : Bacillales 

 Famille : Staphylococcaceae  

 Genre : Staphylococcus  

 Espèce : Staphylococcus aureus. 

II.5.2. Caractères généraux  

S. aureus est un cocci à Gram positif (sous forme de grappes de raisin) a un diamètre 

de 0,5 à 1,5µm, immobile, non sporulé, majoritairement capsulé mais il peut perdre sa 

capsule après culture (Batard et al., 2007 ; Robert, 2013). 

Les staphylocoques dorés sont des germes peu exigeants qui  se cultivent facilement 

sur milieux ordinaires à des températures optimales de 30 à 37 °C et un pH optimal compris 
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entre  7 à 7,5,  également ces bactéries peuvent développées sur le milieu sélectif Chapman 

(7,5 % de NaCl) (Ananthanarayan et Paniker, 2006 ; Denis et al., 2007). 

Les S. aureus ont un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif, elles 

possèdent une catalase, coagulase, et une nucléase thermostable positive, mais ne 

produisent pas l’oxydase. Elles se caractérisent aussi par une acétone, uréase, VP  et RM 

positifs, produisant de l’ammoniaque à partir de l’arginine, réduisant le téllurite de 

potassium et les nitrates en nitrites (Freney et al., 1999 ; Figarella, 2004). 

II.5.3. Pouvoir pathogène 

S. aureus est pathogène surtout pour les âgées, les enfants ou les immunodéprimés, 

ayant un système immunitaire moins compétents et plus affaibli (Maltezou et Giamarellou, 

2006). 

Elle est responsable des infections de la peau et des tissus mous, d’endocardites et de 

pneumonies, des bactériémies et des toxi-infections alimentaires (Boucher et Corey, 2008).  

S. aureus possède certains facteurs responsables de sa virulence: une capsule ou une 

couche externe polysaccharidique dénommée "slime" qui facilite son adhérence aux cellules 

endothéliales épithéliales et aux monocytes et confère à la bactérie une résistance contre le 

système immunitaire de l’hôte et des antigènes pariétaux constitués par le peptidoglycane. 

(Freney et al., 2000 ; Cunnion et al., 2003). Les acides teichoïques (composés des polymères 

linéaires à base de polyribitol) sont impliqués dans la formation de biofilm et la résistance 

aux β-lactames dans les souches résistantes à la méticilline (Xia et al., 2010).  

II.5.4. Résistance de Staphylococcus aureus aux  agents antibactériens 

II.5.4.1. Résistance aux antibiotiques  

 Résistance aux β-lactamines : Les staphylocoques résistent à la pénicilline G et V, les 

aminopénicillines, les carboxypénicillines et les ureidopénicillines par ouverture du 

cycle β-lactame grâce à la production d'une pénicillinase codée par le gène 

plasmidique blaZ (Robert, 2013). Une hyperproduction de la pénicillinase ou une 

modification des protéines de liaison à la pénicilline endogènes sont des mécanismes 

de résistance chez les S.aureus vis-à-vis de la méticilline (Denis et al., 2016). 

https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Polyribitol&action=edit&redlink=1
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 Résistance aux glycopeptides : Multiples mutations chez les S. aureus conduit à une 

diminution de la pénétration des glycopeptides ce qui augmente le nombre des sites 

D-alanine-D-alanine disponibles pour fixer principalement la vancomycine (Cosgrove 

et al., 2004).  

 

 Résistance aux aminosides: Elle est liée à l’acquisition via des transposons ou des 

plasmides d'enzymes inactivant ces antibiotiques et à l’altération de la cible 

ribosomale (Rebiahi, 2012). 

 

II.5.4.2. Résistance à autres agents antibactériens 

La résistance des bactéries à Gram positif aux biocides est assurée par la rigidité de la 

paroi cellulaire qui est constituée de peptidoglycanes formée de chaines polysaccaridiques 

linéaires (Hancock, 1991). Parmi les gènes impliqués à la résistance aux biocides: le gène psk 

code pour la résistance à la chlorhexidine,  gène qac code pour la résistance aux ammoniums 

quaternaires et à la chlorhexidine et le gène mer code pour la résistance aux dérivés 

mercuriels (Crémieux et Freney, 1995). 

Certaines études ont montré que S.aureus est plus résistante au cadmium, et au zinc 

(DagmarChudobova et al., 2014). Par contre, Weaver et al. (2010) ont montré que  le cuivre 

a un effet néfaste sur le matériel génomique de souches de S.aureus résistantes à la 

méthicilline.  

II.6. Streptococcus pneumoniae  

II.6.1. Classification 

Streptococcus pneumoniae colonise fréquemment les voies respiratoires de l’homme. 

Son habitat principal est constitué par le rhino- pharynx (Avril et al., 2000). 

La position taxonomique de St. pneumoniae est la suivante (Brisou et al., 2004) : 

 Règne : Bacteria    

 Phylum : Firmicutes  

 Classe : Bacilli 
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 Ordre : Lactobacillales  

 Famille : Streptococcaceae 

 Genre : Streptococcus 

 Espèce : Streptococcus pneumoniae. 

II.6.2. Caractères généraux  

Le pneumocoque se présente comme un cocci Gram positif, généralement capsulé 

d’allure lancéolée (en flamme de bougie), typiquement groupé par deux (diplocoque) ou 

parfois de manière isolée en chaînette (Vergnaud et al., 2001).  

La culture de St. pneumoniae nécessite l’adjonction de facteurs de croissance.            

Les milieux de cultures les plus utilisés sont la gélose Columbia, la gélose Trypticase soja et la 

gélose Chocolat incorporés de 1 % d’hémoglobine et un mélange poly vitaminique (Thierry 

et al., 2007). 

Les pneumocoques sont catalase et oxydase négative, fermente le lactose, le raffinose, 

le saccharose et le glucose sans production de gaz. Cependant, St. pneumoniae provoque 

une acidification et une coagulation du lait (Avril et al., 2000 ; Bere, 2010).  

II.6.3. Pouvoir pathogène 

St. pneumoniae est un pathogène majeur, responsable d’infections communautaires à 

type de pneumonies, de bactériémies, de méningites, d’otites et de sinusites, bronchites et 

aussi des arthrites, urétrites et péritonites (Bouskraoui et al., 2017). 

Les propriétés antigéniques de pneumocoque responsables de sa virulence sont : les 

antigènes capsulaires, les antigènes somatiques qui synthétisent ou détruisent le 

peptidoglycane, les autolysines, les protéines de structure, et les protéines liantes la 

pénicilline (Bere, 2010). Aussi, une capsule qui assure la résistance à la phagocytose des 

macrophages dans les alvéoles pulmonaires, une pneumolysine responsable d’une 

diminution de l’activité bactéricide des monocytes et des polynucléaires neutrophiles (Rieux, 

2002). 
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II.6.4. Résistance de Streptococcus pneumoniae aux  agents antibactériens 

II.6.4.1. Résistance aux antibiotiques 

 Résistance aux β-lactamines : La diminution de la sensibilité aux β-lactamines chez 

St. pneumoniae provient de modifications qualitatives et quantitatives de leurs cibles 

et des protéines de liaison à la pénicilline (PLP) (Varon et Houssaye, 2006).  

 Résistance aux aminosides : St. pneumoniae résiste naturellement aux aminosides, 

exceptionnellement à la gentamicine et fréquemment à la kanamycine, la résistance 

à la kanamycine est due par le gène de résistance tet M et erm B (Chardon, 2008). 

 Résistance aux fluoroquinolones : Elle est liée à des mutations dans l’une ou l’autre 

des deux cibles qui sont la gyrase et la topoisomérase IV et à l’augmentation d’un 

efflux actif  (Gillespie et al., 2003). 

 

II.6.4.2.  Résistance à autre agents antibactériens 

St. pneumoniae utilise du glutathion pour se défendre contre les concentrations 

toxiques d'ions métalliques (Adam et al., 2012). 

Malgré la structure de la paroi des S. pneumoniae, mais cette espèce est sensible à 

plusieurs désinfectants comme le Glutaraldéhyde à 0,5 %,  l’hypochlorite de sodium à 1 %,  

l’iode,  l’éthanol à 70 % et  le formaldéhyde surtout à des températures au-dessus de 20 ˚C 

(Moreland et Bailey, 2006). 

III. Biofilm et environnement hospitalier  

III.1.  Mécanisme de formation des biofilms  

           Les biofilms sont généralement définis comme des agrégats de cellules microbiennes 

attachés à une surface et enrobés d’une matrice polymérique extracellulaire. Cette 

organisation permet aux bactéries de se maintenir dans une niche écologique et de résister à 

de nombreux stress environnementaux (Hall-Stoodley et al., 2004 ; Hall-Stoodley et 

Stoodley, 2009).  
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Les différentes études montrent que les biofilms se forment de la même manière quel 

que soit l'environnement qu'ils colonisent. Les étapes de leur formation sont les suivantes 

(Figure.01) (John et al., 2006): 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 01 : Étapes de la formation d’un biofilm bactérien (Douarche et al., 2018). 

 Conditionnement des nutriments et transfert des cellules bactériennes sur la 

surface : 

Les surfaces adsorbent généralement des molécules de faible poids moléculaire, des 

molécules hydrophobes, des polysaccharides complexes, des glycoprotéines, des lipides et 

des composés humiques ; Ce film peut constituer alors un micro-environnement favorable à 

l’adhésion stable des bactéries. Le transfert des cellules bactériennes est lié à des 

phénomènes de nature physicochimique et biologique (sédimentation, transport diffusif, 

mouvements flagellaires…) (Palmer et al., 2007). Certaines bactéries sont capables d’établir 

un contact avec une surface par des mécanismes de signalisation et d’exprimer par la suite 

des adhésines à leur surface. Ce mécanisme est appelé « Quorum Sensing » (Wang et al., 

2004). 

 Adhésion des microorganismes sur la surface conditionnée : 

Deux phases d’adhésion correspondent à une fixation active et spécifique des micro-

organismes sur une surface : une adhésion réversible qui est le résultat de l’interaction entre 
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les bactéries et un substrat solide pendant un certain temps et les cellules peuvent se 

détacher, et une adhésion irréversible qui intervient dans un deuxième temps grâce à la 

sécrétion d’exo-polymères par les bactéries permettant de consolider leur fixation au 

support. Dans ce cas des interactions fortes s’établissent entre la bactérie et la surface avec 

des liaisons de type hydrophobe (Aye, 2015). 

   Croissance, colonisation et maturation: 

Après leur attachement à la surface, les bactéries vont se multiplier et s’accumuler. 

Cette phase est caractérisée par l’agrégation intercellulaire pouvant s’accomplir par une 

variété de molécules telles que les protéines d’adhésion ou le plus souvent par les 

exopolymères polysaccharidiques, et la structuration conduisant à l’obtention d’une 

communauté mature, multicouche contenant des canaux qui permettent le passage des 

nutriments pour les bactéries présentes à l’intérieur du biofilm (Otto, 2008). 

 Migration et déplacement des agrégats :  

C’est une phase de dispersion où les microorganismes redeviennent libres de 

circulation lorsque les conditions environnementales deviennent défavorables (diminution 

de la concentration ou modification de la nature des nutriments disponibles...). Ce 

phénomène permet ainsi aux cellules de migrer vers des niches plus favorables (Ardre, 2014 

; Yannick et al., 2014 ; Aye, 2015). 

III.2. Diversité des bactéries dans les biofilms du milieu hospitalier  

Plusieurs bactéries sont responsables de la formation du biofilm en milieu hospitalier, 

le rôle de ce dernier dans l’apparition de maladies infectieuses a été clairement démontrer 

par des épreuves épidémiologiques (Harriott et Noverr, 2011). Les bactéries formatrices de 

biofilm proviennent généralement de la flore du patient, de l’environnement ou de la 

microflore exogène transitoire véhiculée par le personnel hospitalier (Seghir et al., 2016). 

Parmi les bactéries formatrices de biofilm dans l’environnement hospitalier: 

- Entérobactéries : Nombreux facteurs de virulence décrits chez les entérobactéries 

comme certaines souches d’Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae sont connus pour 

être impliqués à des degrés divers dans la formation de biofilms. Parmi ces facteurs : 
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les flagelles et les pilis, la présence  des polysaccharides capsulaires, et l’intervention 

du système Quorum Sensing à travers une synthèse d’autoinducteurs (AL-2) (Goller, 

2008 ; Sleen et al., 2012). 

- Pseudomonas aeruginosa : De nombreux facteurs comme les fimbriaes et les flagelles 

participent à l’adhésion de cette bactérie soit sur les cellules soit sur les surfaces 

abiotiques. Le pili de type IV permette le rassemblement en micro colonies (Bricha et 

al., 2009 ; Xu et Wozniak, 2015). 

- Legionella pneumophila : L’agent de légionellose a de nombreux facteur qui lui 

confère une capacité de formation de biofilm : une adhésine (Mallegol et al., 2012), un 

pilus de type IV (Yaradou et al., 2007) et des voies de signalisation utilisant le 

messager secondaire diGMP cyclique qui a la capacité d’activer ou de réprimer 

l’expression de gène lorsque la bactérie se trouve à proximité d’une surface  (Römling 

et al., 2013). 

- Acinetobacter baumannii : Les souches cliniques peuvent former un biofilm sur les 

surfaces abiotiques (Wroblewska et al., 2008). L’opéron CsuA/BABCDE, la protéine 

Bap exprimée à la surface et le poly-β-1,6-N-acétylglucosamine (PNAG) jouent un rôle 

dans l’adhésion et la maturation du biofilm (Longo et al., 2014). 

- Staphylococcus aureus : La capacité de former un biofilm chez S. aureus est liée à la 

présence des MSCRAMM (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix 

Molecules), comme le fibrinogène ou la fibronectine, des acides teichoïques et 

lipotéichoïques qui joue un rôle dans l’attachement sur une surface (Gross et al., 

2001 ; Gotz, 2002). 

 

III.3. Stratégies antibiofilm 

La lutte contre les biofilms peut se définir selon deux axes principaux : empêcher la 

formation de biofilms, et lorsqu’ils sont déjà présents, les détruire. Plusieurs moyens sont 

utilisés : 

- Le nettoyage mécanique et la désinfection restent un  moyen efficace pour détruire les 

biofilms indésirables. En revanche, la plupart des antiseptiques et désinfectants ont du 

mal à pénétrer au sein des biofilms ce qui diminue l’efficacité de cette méthode 

(Widmer et Dettenkofer, 2006) ;  
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- La modification physique de la surface est un bon moyen pour réduire l’interaction de 

la bactérie avec un support. Idéalement, la surface doit être la plus lisse possible 

puisque la rugosité favorise la colonisation microbienne (Little et Wagner, 1993). Des 

études montrent que le greffage des surfaces par de têtes lipidiques comme la 

phosphorylcholine limite l’adhésion irréversible des protéines sur la surface (Navarro 

et al., 2001) ; 

- L’élaboration des surfaces à revêtements antimicrobiens par incorporation d’agents 

antimicrobiens via leur adsorption sur la surface après ou durant la fabrication du 

matériau. Cette stratégie a pour objectif non seulement de repousser les micro-

organismes mais de les tuer (Malcher et al., 2008) ; 

- Les peintures antifouling contenant un agent actif sont actuellement très utilisées pour 

empêcher la fixation des bactéries. De faibles concentrations de zinc ou de cuivre 

pouvaient inhiber la formation de biofilm chez diverses bactéries pathogènes (Wu et 

al., 2013) ; 

- D’autres stratégies ont également montré une capacité de lutter contre la formation 

des biofilms à savoir l’utilisation de la furanone (molécule extraite d’une algue marine) 

et le miel de châtaignier qui contiennent un inhibiteur du Quorum Sensing pouvant 

réduire la formation d’un biofilm chez diverses bactéries à Gram-négatif (Truchado et 

al., 2009 ; Labrie et al., 2010). La dispersine B est une enzyme bactérienne capable de 

dégrader le polymère de N-acétyl-glucosamine de la matrice du biofilm de plusieurs 

espèces bactériennes dont S. aureus, S. epidermidis et E. coli (Kerrigan et al., 2008). 

Les bactériophages provoquent aussi la dispersion du biofilm mais un cocktail composé 

de plusieurs bactériophages soit nécessaire afin d’être efficace pour un groupe de 

bactéries bien précis (Donlan, 2009). 
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I. Cadre d’étude 

Deux groupes bactériens ont été choisis pour la présente étude : les bacilles à Gram 

négatif et les cocci à Gram positif.  Le choix de ces bactéries est basé sur: 

 Leur caractère ubiquitaire dans l’environnement ; 

  Leur sensibilité différente vis-à-vis aux agents antibactériens ; 

 Leur capacité de former un biofilm. 

 

Ces souches ont été isolées de divers sites de l’environnement hospitalier, en 

particulier au niveau des sanitaires de trois établissements publics hospitaliers, situés dans la 

commune de la Wilaya de Guelma: 

 

- Hôpital Ibn Zohr : Établissement public hospitalier a une capacité d’accueil de 220 

lits, il a différents services à savoir l’infectiologie, l’hématologie, la pneumo-

phtisiologie, l’hémodialyse, service d’oncologie, d’acupuncture et physiothérapie et 

un nouveau service d’urgence ; 

- Hôpital El-hakim  Okbi : Il est constitué d'une structure de diagnostic, de soins, 

d'hospitalisation et de réadaptation médicale couvrant la population d'un ensemble 

de communes. Cet hôpital a une capacité d'accueil de 311 lits. Il comporte plusieurs 

services de médecine interne, de cardiologie, d’urgences médico-chirurgicales, 

d’hémodialyse, d’imagerie médicale, de gynécologie, de maternité, de néonatologie, 

de chirurgie générale et urologie, d’orthopédie et traumatologie, d’ORL et Maxillo-

faciale, d’ophtalmologie, de néphrologie et de réanimation médicale ; 

 

- Complexe Mère-enfant : Établissement hospitalier spécialisé représente le service 

pédiatrique opérationnel. 

Les dates et les sites de prélèvements réalisés au cours de cette étude sont détaillés 

dans le tableau 02. Les différentes manipulations microbiologiques ont été réalisées au 

niveau du Laboratoire de Microbiologie de Département de Biologie à l’Université 8 Mai 

1945 de Guelma. 
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II. Échantillonnage et technique de prélèvement 

II.1. Échantillonnage 

Les prélèvements ont été réalisés à partir de 15 différents sites environnementaux 

(Tableau 02). Ces points de prélèvement sont classés parmi les zones à risque pour les 

patients et les visiteurs (Sefraoui, 2015 ; Zenati et al., 2015). Les prélèvements ont été 

effectués le matin après le nettoyage et/ ou la désinfection quotidienne.   

 

Tableau 02: Sites de prélèvement au niveau des sanitaires de différents établissements 

hospitaliers.  

 

Établissement 
hospitalier 

Numéro de 
prélèvement 

Site de prélèvement Matériaux du 
site de 

prélèvement 

  Date de 
prélèvement 

Hôpital Ibn 
Zohr  

P1 Poignée de la porte (WC)  Acier inoxydable 18/02/2020 

P2             Évier Céramique 18/02/2020 

P3 Boite savon liquide (WC) Plastique 18/02/2020 

          P4      Avaloire de lavabo Acier inoxydable 18/02/2020 

P5         Cuvette toilette     Céramique 18/02/2020 

Hôpital El-hakim 
         Okbi 

 

P6             Évier Céramique 18/02/2020 

P7 Réservoir chasse d’eau Céramique 18/02/2020 

          P8             Bac à ordure Plastique 18/02/2020 

          P9          Cuvette toilette Céramique 18/02/2020 

  P10 Poignée de la porte (WC) Aluminium 18/02/2020 

Complexe 
«Mère et 
enfant »  

  P11   Poignée de robinet Acier inoxydable 18/02/2020 

  P12             Évier Céramique 18/02/2020 

  P13       Avaloire de lavabo Acier inoxydable 18/02/2020 

  P14 Réservoir chasse d’eau Céramique 18/02/2020 

  P15       Cuvette toilette     Céramique 18/02/2020 

 
II.2. Technique de prélèvement 

La technique de prélèvement utilisée est la méthode d’écouvillonnage qui consiste 

à (Lebreton et al., 1998) : 

- Frotter sur la surface sèche à analyser, l’extrémité cotonnée de l’écouvillon 

préalablement humidifiée à l’aide d’eau physiologique ; 

-  Tremper l’écouvillon et agiter dans un tube contenant 10 ml du bouillon nutritif ; 

Pour les surfaces humides, il suffit de frotter directement sans l’utilisation de l’eau 

physiologique. 



Étude expérimentale   

 
27 

Les échantillons ainsi prélevés ont été rapidement transportés au laboratoire de 

microbiologie où ils sont incubés à 37°C pendant 24 heures jusqu'à l’apparition de culture 

bactérienne. Cette étape permet la croissance des bactéries, ce qui facilitera leurs cultures 

sur les milieux d’isolement (Guiraud, 2003). 

 

III. Méthodologie 

III.1. Isolement et identification phénotypique des souches bactériennes 

Le schéma 01 illustre l’étape d’isolement et d’identification des deux groupes 

bactériens à étudier. 

III.1.1. Isolement des souches bactériennes 

À partir des milieux d’enrichissements présentant une croissance bactérienne, nous 

avons ensemencé 03 milieux de culture : 

- La gélose Salmonella-Shigella (SS) : c’est le milieu sélectif des salmonelles et des 

shigelles. Il contient du vert brillant, sels biliaires et de fortes concentrations en 

thiosulfates et en citrate inhibent totalement la croissance de la microflore 

secondaire Gram positive ainsi que celle de nombreux coliformes et Proteus 

(Larpent, 1997) ;  

- La gélose Hektoen : C’est un milieu sélectif pour les entérobactéries pathogènes, 

il permet une première orientation quant à l’identification de l’espèce isolée sur 

la base de l’attaque de trois glucides : lactose, salicine et saccharose. Une 

différenciation supplémentaire (présence de thiosulfate et de citrate de fer dans 

le milieu) qui se traduit par des colonies à centre noir dû à la formation de 

sulfure de fer (Larpent, 1997) ; 

- La gélose Chapman : C’est un milieu qui contient un inhibiteur de fortes 

concentrations en chlorure de sodium (75g.L-1), ce qui permet un isolement 

sélectif de staphylocoques tolérant les fortes concentrations en NaCl (Delarras,  

2014). 

Tous les milieux ensemencés sont incubés à 37°C pendant 24 heures.  
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Prélèvements à partir des surfaces de l'environnement hospitalier 

                                            

 

Incubation à 37°C pendant 24 H 

 

                      

                                          

 

                                                                              

           

                                                                               

 

Incubation à 37°C pendant 24 H 

 

Identification des colonies suspectes 

                            Examens macroscopique et microscopique 

                            Recherche des enzymes respiratoires 

                           Caractères biochimiques : Galeries API 

                          Schéma 01 : Isolement et identification des souches bactériennes. 

Chapman 

(Bacillus) 

 

 

 

 

 

 

 

                Hektoen                         SS 

Bouillon nutritif 

 

10 ml  

 

Trouble                                                                                                                         

Bactérien 

 

Isolement 
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III.1.2. Identification phénotypique des souches bactériennes 

III.1.2.1. Identification morphologique 

 Examen macroscopique  

L’identification macroscopique des germes est basée sur l’observation de l’aspect 

macroscopique des colonies obtenues (la taille, la forme, la couleur, la consistance, l’opacité, 

l’allure du contour) (Delarras, 2007).  

L’aspect des colonies qui apparaissent généralement sur chaque milieu de culture 

utilisé et les bactéries suspectes sont représenté dans le tableau 03. 

 

Tableau 03 : Aspect macroscopique des bactéries apparaissant sur les milieux de culture 

sélectifs utilisés (Guiraud, 2003 ; Rodier et al., 2005 ; Delarras, 2007). 

Milieu 
d’isolement 

Aspects des colonies Bactéries suspectes 

Hektoen 

- Colonie jaune saumon sans centre 

noir. 

- Colonie jaune saumon à centre noir. 

- Colonie verte ou bleuâtre sans 

centre noir. 

 

- Colonie verte bleuâtre à centre noir. 

- Coliformes, Serratia, Arizona, Levinea, nea, 

Yersinia.  

- Chryseobacterium indologenes. 

- Citrobacter freundii,  Proteus vulgaris. 

- Shigella, Salmonella à H2S (-),  

Providentia,  Proteus morganii, Proteus 

rettgeri. 

- Salmonella,  Proteus mirabilis. 

Salmonella-  

Shigella 

- Colonie rouge. 

 

 

- Colonie rouge à centre noir. 

- Colonie incolore. 

 

 

- Colonie incolore à centre 

noir. 

- Enterobacter, Klebsiella, autres 

coliformes (E.coli). 

- Citrobacter freundii, Arizona. 

- Salmonella H2S (-), Shigella,      

Serratia, Alkalescens, Enterobacter 

       hafniae, Proteus morganii. 

- Salmonella H2S (+), Proteus vulgaris, 

Proteus mirabilis. 
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Tableau 03 (Suite) : 

Chapman 

- Colonie jaune entouré d’une zone 
jaune, mannitol (+). 

 
 
 

- Colonie rose - rouge 
     ou pourpre, mannitol (-). 

- Staphylococcus aureus 
Staphylococcus saprophyticus. 

 

- Staphylococcus epidermidis 
Staphylococcus xylosus 
Staphylococcus hominis 

Staphylococcus scieri 
Micrococcus varians 

Micrococcus leteus. 
 

 Examen microscopique  

L’aspect microscopique des bactéries isolées a été observé par une coloration de Gram. 

Coloration de Gram  

Cette coloration aide à déterminer deux grands groupes bactériens : les Gram positif et 

les Gram négatif. Elle permet aussi de connaître la morphologie et le mode de regroupement 

des bactéries (Degrement, 1998). 

Technique  

      La coloration de Gram ou coloration différentielle s’effectue de la manière suivante : 

- Préparation d’un frottis bactérien : prélever la colonie bactérienne à identifier, et 

l’étaler sur une goutte d’eau physiologique déposée sur une lame propre puis la fixer 

par simple passage sur la flamme du bec bunsen ; 

- Coloration par le violet : chaque frottis fixé à la chaleur est coloré pendant une 

minute au violet de Gentiane, il est ensuite laver rapidement par l’eau courante ; 

- Mordançage : traiter durant une minute par la solution de Lugol et laver à l’eau ; 

- Décoloration : en traitant avec l’alcool, couler le solvant sur frottis pendant une à trois 

secondes puis laver immédiatement à l’eau courante. À ce stade, les cellules Gram 

négatives seront incolores, les cellules Gram positives restent violettes ; 

- Recoloration : soumettre le frottis durant 30 secondes à une courte coloration par la 

fuchsine pour recolorer les cellules Gram négatives présentes puis rincer et sécher 

entre deux feuille de papier buvard propre ; 

- Examiner le frottis, à immersion à l’objectif ×100.  
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Lecture  

Les bactéries à Gram positif sont bien colorées en violet alors que les bactéries à Gram 

négatif sont bien colorées en rose (Prescott et al., 1999). 

 

III.1.2.2. Recherche des enzymes respiratoires 

Trois enzymes respiratoires sont recherchées : l’oxydase, la catalase et la nitrate 

réductase (Tableau 04). 

Tableau 04: Recherche des enzymes respiratoires. 

 

 

Enzyme Propriété 
 

Technique 
 

Lecture Référence 

C
at

al
as

e Dégrade  
le peroxyde 
d’hydrogène  
(H2O2) 
 

• Déposer sur une lame une goutte d’eau 
oxygénée (peroxyde d’hydrogène) à l’aide 
d’une pipette Pasteur ; 
 
• Prélever un fragment de la colonie à  
étudier ;  
 
• Dissocier la colonie dans  
la goutte. 
 

• Catalase positive : 
Apparition des bulles  
de gaz, la bactérie  
possède la catalase. 
 
• Catalase négative : 
Absence des bulles de 
 gaz, la bactérie ne possède  
pas la catalase. 

(Guiraud, 
2003) 

O
xy

d
as

e 
 

 
Catalyse 
 les 
réactions 
d’oxydo- 
réduction 
 

• Déposer le disque d’oxydase sur 
 une lame propre, l’humidifier avec deux 
 gouttes d’eau distillée stérile ; 
 
• Ecraser la colonie testée sur le disque. 

• Oxydase positif : 
Colonie prend une couleur 
violette. 
• Oxydase négatif : 
Colonie reste 
incolore, donc absence  
d’enzyme recherché. 

(Prescott 
et al., 
1999) 

N
it

ra
te

 r
éd

u
ct

as
e 

Réduire 
le nitrate en 
nitrite 

 
• Ensemencer le bouillon nitraté ; Après  
culture, ajouter à la surface du milieu  
3 gouttes  d’acide sulfanilique (NITI) puis  
3 gouttes d’alpha naphtylamine (NIT II) ; 
 
• Mélanger et observer. 

• Le milieu devient  
rouge, présence de nitrite. La 
bactérie possède la nitrate 
réductase. 
• Pas de coloration,  
on ajoute 
 la poudre du zinc :  
- milieu incolore : test (+); 
- Coloration rouge: test (-). 
 

(Guiraud, 
2003) 
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III.1.2.3. Identification biochimique 

L’étude des caractères biochimiques des différentes bactéries isolées a été réalisée 

grâce à la galerie biochimique classique pour les cocci à Gram (+) et par les galeries 

biochimiques miniaturisées API pour les bacilles à Gram (-). 

 Biotypage par galerie biochimique classique 

Les tests biochimiques qui ont été effectués dans la présente étude sont résumés  dans        

le tableau 05. 

Tableau 05: Tests biochimiques utilisés pour l’identification des cocci à Gram positif. 

 

Test But Technique/ Lecture Référence 

Fermentation 
des sucres avec 

ou sans gaz 

+ 
Production 

d’H2S 

Utilisation du glucose, 

saccharose et lactose. 

-Production 

d’H2S. 

-Production de 

gaz 

- Ensemencer  la pente du milieu TSI par stries 

et le culot par simple piqure ; 

- Après 24H à 37°C, la pente jaune = 

fermentation du lactose/saccharose ; culot 

jaune = fermentation du glucose ; 

noircissement= H2S+, bulles gazeuses = 

production du gaz. 

 
 
 

Delarras (2003) 

 
 

RM 
(Rouge de 

Méthyl) 

 

Mise en évidence 

de la voie des 

fermentations des 

acides mixte 

- Ensemencer largement le milieu Clark et 

Lubs ; 

- Incuber à 37°C pendant 24 H; 

- Ajouter 2 à 3 gouttes de rouge de méthyle ; 

- La lecture est immédiate : 

Milieu rouge : RM (+) ; 

 Milieu jaune: RM (-). 

 
 

Guiraud (2003) 

 

 
VP 

(Voges 
Proskauer) 

 

 

 

Production de 

l’acétoïne. 

-Ensemencer largement le milieu Clark et Lubs. 

-Incuber à 37°C pendant 24H. Après culture : 

-Ajouter 2 à 3 gouttes de VPI et attendre 10 

minutes ; 

puis ajouter2 à 3 gouttes de VPII : 

 Milieu rouge : VP (+) ; 

 Milieu jaune: VP (−). 

 
 
 
 

Delarras (2003) 

 
Citrate de 

Simmons 

Utilisation du 

citrate 

comme seule 

source de carbone 

- Ensemencer la pente du milieu Citrate de 

Simmons par une strie longitudinale ; 

- Incuber 24 H à 37°C ; 

- Virage de la couleur du milieu vers le bleu 

(alcalinisation de milieu) : résultat positive, la 

bactérie utilise le citrate. 

 

 
Delarras (2003) 
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Tableau 05 (suite) : 
 

Test But Technique/ Lecture Référence 

 Urée 
 Indole  
 TDA 

- Uréase 

- Formation d’indole 

- Tryptophane 
désaminase 

- Faire une suspension en milieu Urée-indole ; 

- Incuber à 37° C pendant 24h ; 

- Uréase (+) : Apparition de couleur rose. 

- Indole(+) : Après l’ajout du réactif de 

Kowacs, apparition d’un anneau rouge à la 

surface. 

- TDA (+) : Après l’ajout du réactif TDA, apparition 
d'un précipité brun foncé. 

Delarras (2003) 

  

 

 

Mannitol 

Mobilité 

 
 

-Fermentation du 

Mannitol 

 

-Mobilité 

- Ensemencer le milieu Mannitol-Mobilité par 

piqûre centrale à l’aide d’un fil droit ; 

- Incuber à 37° C pendant 24 H ; 

- Mannitol (+): Apparition de couleur jaune. 

- Mobilité : Les bactéries très mobiles peuvent 

se déplacer dans la gélose molle (formation 

d’un voile autour de la  piqure). 

 
 
 
 

Guiraud (2003) 

 

 

ONPG (ortho- 

nitrophényl- β- 

galactopyranoside) 

Présence de β- 

galactosidase qui a la 

capacité d’hydrolyser 

la liaison osidique de 

β-galactoside 

donnant le galactose 

et le glucose. 

- Réaliser une suspension épaisse des bactéries 

testées en eau distillée ; 

- Ajouter avec une pince flambée et 

refroidie un disque d’ONPG ; 

- Incuber à 37°C pendant 30 minutes ; 

- ONPG (+) : milieu de couleur jaune ; 

- ONPG (−): milieu sans couleur. 

 

 

Delarras   (2003) 

 

 

 Biotypage par microgalerie API  

Le système API (Appareillage et Procédé d’Identification) est une version miniaturisée 

et standardisée des techniques biochimiques conventionnelles pour l’identification des 

bactéries (Freney et al., 2000).  

Deux galeries API ont été utilisées : l’API 20 E et l’API  20 NE pour l’identification des 

bacilles à Gram négatif.  

La préparation et l’inoculation des galeries citées-ci-dessus sont résumées dans le 

tableau 06.
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Tableau 06: Préparation et inoculation de galeries biochimiques miniaturisés API (source: http://www.biomerieux.com). 

Type de 

l’API 
Caractéristiques 

Préparation 

Galerie/inoculum 
Inoculation de la galerie Lecture Identification 

API 20 E 

- Comporte 20 tests 

- Destinée aux entérobactéries 

et à autre bacilles à  

Gram négatif. 
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 d
’u

n
e 

bo
ît

e 
d

’in
cu

b
at

io
n 

et
 r

ép
ar

ti
r 

en
vi

ro
n

  5
 m

l d
’e

au
 d

is
ti

llé
 ;e

  

d
an

s 
le

s 
al

vé
o

le
s 

p
o

u
r 

cr
ée

r 
u

n
e 

at
m

os
p

h
èr

e 
h

u
m

id
e 

; 

-D
ép

os
er

 s
té

ri
le

m
en

t 
la

 g
al

er
ie

 d
an

s 
la

 b
o

ît
e 

d
’in

cu
b

at
io

n
 ; 

- 
Fa

ir
e 

un
e 

su
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u
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u

b
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o

n
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n
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t 
5 

m
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d
’e
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 d
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llé
e 

st
ér
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. 

 

- Remplir les tubes et les cupules des tests : CIT, VP, GEL avec la suspension 

bactérienne ; 

- Remplir uniquement les tubes des autres tests ; 

- Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H2S en remplissant 

leur cupule d’huile de paraffine ; 

- Refermer la boîte d’incubation et la placer à 37°C pendant 18 à 24 heures. 

 

- 
Le
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u
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API 20 NE 

- Comporte 20 tests 

- Destinée aux bacilles à 

Gram négatif non 

entérobactéries et non 

fastidieux. 

- Remplir uniquement les tubes des tests NO3 à PNPG ; 

- Créer une anaérobiose (par l’huile de paraffine) dans les tests : 

GLU, ADH, URE en remplissant leur cupule d’huile de paraffine ; 

- Remplir les tubes et les cupules des tests : GLU à PAC avec la suspension 

bactérienne ; 

- Refermer la boîte d’incubation et la placer à 37°C pendant 18 à 24 heures. 

*voir annexe II, ** Consulter : http://www.biomerieux.com. 

http://www.biomerieux.com/
http://www.biomerieux.com/
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III.1.3. Conservation des souches bactériennes 

Les souches bactériennes isolées ont été purifiées par des repiquages successifs et 

conservées jusqu'à l’étude de la résistance aux agents antibactériens. La conservation des 

souches a été réalisée à la température ambiante, par ensemencement par stries sur la 

gélose nutritive inclinées en tubes à essai pour les bacilles à Gram (-) et sur le milieu 

Chapman pour les cocci à Gram (+) (Guiraud, 2003). 

 

III.2. Étude de la résistance des bactéries aux antibiotiques  

L’étude de la résistance aux antibiotiques a été réalisée par la méthode classique de 

diffusion des disques d’antibiotiques en milieu Mueller-Hinton selon les recommandations du 

comité de l’antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (CA-SFM, 2019). 

III.2.1. Technique de l’antibiogramme 

 Préparation de l’inoculum  

- À partir d’une culture pure de 18 à 24 H sur milieu d’isolement approprié, racler à 

l’aide d’un écouvillon quelques colonies bien isolées et parfaitement identique ; 

- Bien décharger l’écouvillon dans 5 à 10 ml de bouillon Mueller Hinton ; 

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit être équivalente à 0,5 

Mc Farland (~ 108 UFC/ml). 

 

 Ensemencement de la gélose Mueller Hinton (MH) 

- Couler la gélose MH en boites de Pétri, Laisser sécher et solidifier sur paillasse avant 

utilisation ; 

- Tremper un écouvillon stérile dans l’inoculum préparé (~ 106 UFC/ml pour les bacilles 

à Gram négatif et ~ 107 UFC/ml pour les cocci à Gram positif); 

- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du 

tube, afin de le décharger au maximum ; 

- Frotter l’écouvillon sur la totalité de la gélose de haut en bas, en stries serrées ; 

- Répéter l’opération 2 fois en tournant la boite de 60° à chaque fois, sans oublier de 

faire pivoter l’écouvillon sur lui-même. Finir l’ensemencement en passant l’écouvillon 

par la périphérie de la gélose ; 
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- Laisser les boites ensemencées 15 à 20 minutes sur paillasse ou dans l’étuve à 37°C 

avant l’application des antibiotiques. 

 

 Application des disques d’antibiotiques  

- Déposer les disques d’antibiotique sur la gélose à l’aide d’une pince flambée, en 

appuyant doucement sur chaque disque pour assurer un contact uniforme avec le 

milieu ; 

- Laisser les boîtes à une température ambiante pendant 30 minutes sur la paillasse 

pour permettre la diffusion de l’antibiotique dans la gélose ; 

- Incuber (sans dépasser les 30 minutes) à l’étuve à 37°C pendant 18 à 24 heures. 

 

 Lecture interprétative  

Les diamètres des zones d’inhibition autour des disques sont mesurés à l’aide d’un 

pied à coulisse en  millimètre, puis ils sont comparés aux diamètres critiques conformément 

aux indications du Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (CA-

SFM, 2019). Il convient de noter toutefois, qu’une souche dont la sensibilité aux antibiotiques 

est ainsi évaluée peut être déclarée " sensible, intermédiaire ou résistante". 

 

III.2.2. Antibiotiques testés  

Les antibiotiques qui ont été testés sur les différents groupes bactériens sont 

représentés dans le tableau 07. 

Le choix des antibiotiques testés repose sur l'identification du genre et son profil 

habituel vis-à-vis des antibiotiques (résistances naturelles et résistances acquises possibles). 
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Tableau 07: Critères des antibiotiques testés sur les souches bactériennes (CA-SFM, 2019). 

Diamètres 
critiques 

(mm) 

S ≥        R < 

Charge 
du 

disque 
Code Classe 

Famille 
d’antibiotique 

Antibiotique 
Groupe 

bactérien 

19          19 25 Unité AMX Pénicillines Bêta -lactamines  Amoxicilline 

B
ac

ill
es

 à
 G

ra
m

 n
ég

at
if

 

17          17 10 P Pénicillines Bêta -lactamines     Pénicilline G 

20          17 5 CTX Céphalosporines Bêta -lactamines Céfotaxime 

24           22 5 OFX Fluoroquinolones Quinolones Ofloxacine 

17          17 30 C          Divers Phénicoles Chloramphénicol 

21          15 30 Unité CAZ Céphalosporines lactamines-Bêta  Ceftazidim 

C
o

cc
i à

 G
ra

m
 p

o
si

ti
f

 

18          12 30  CZ Céphalosporines lactamines-Bêta   Cefazoline 

15          15 50 CT Pénicillines Polymyxines Colistine 

23          29 30 C Divers sPhénicole Chloromphénicol 

≥ 17         - 30 VA sGlycopeptide sGlycopeptide Vancomycine 

 

III.3. Étude de la capacité de formation de biofilm  

Cette partie de l’expérimentation porte sur la détection de la capacité des souches 

bactériennes isolées des sites hospitaliers à  former de biofilm. La technique utilisée est celle 

du  « Test d’adhésion en microplaque par coloration au cristal violet » (Nagant et al., 2010 ; 

Camps, 2011). 

Cette méthode utilise la spectrophotométrie pour mesurer la capacité des souches 

bactériennes à adhérer à une surface et/ou à former un biofilm dans les puits des 

microplaques. Le cristal violet colore les bactéries et la matrice des biofilms (Pantanella et 

al., 2013).  

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Ph%C3%A9nicol
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 Préparation de la culture bactérienne 

- Préparer une culture bactérienne jeune dans le Bouillon Tryptone Soja 

(TSB) (Tré- Hardy et al., 2007) ; 

- Centrifuger la culture bactérienne à 4000 g pendant 10 minutes ; 

- Re-suspendre le culôt dans le TSB et ajuster la turbidité à 0,4 mesurée à une 

densité optique DO = 600 nm (Florence, 2014). 

 

 Inoculation de la microplaque 

D’après la technique de Rivas et al. (2007) : 

- Répartir 200 µl de chaque suspension bactérienne dans les puits d’une microplaque 

de 96 puits à fond plat en polystyrène ; 

- Répartir le même volume de témoin (milieu TSB sans culture) ; 

- Incuber la microplaque à 37°C  pendant 24 heures ; 

- Après incubation, vider la microplaque délicatement et laver les puits trois fois avec 

une solution de NaCl (9 g/L)  afin d’enlever les bactéries non adhérées au support ; 

- Sécher la microplaque à 50°C pendant 30 minutes afin de fixer les bactéries ; 

- Introduire dans chaque puits une solution de cristal violet à 0,1 % pendant 15 minutes 

à la température ambiante ; 

- Éliminer la solution de cristal violet ensuite rincer trois fois avec la solution de NaCl 

pour enlever le colorant en excès puis séchés 10 minutes à température ambiante ; 

- Remettre en solution le cristal violet qui a pénétré dans les bactéries par l’ajout de 

200 μL d’éthanol à 95 % dans chaque puits, ce qui permet d’améliorer la sensibilité de 

lecture avec le spectrophotomètre ; 

- Après 10 minutes d’attente, lire l’absorbance à 595 nm. Chaque triplicat de mesures a 

été répété trois fois sur des cultures bactériennes indépendantes. 

 Détermination du pouvoir adhérent 

Les souches compte tenu de leur pouvoir adhérent, ont été classées en trois catégories: 

non adhérentes, faiblement adhérentes et hautement adhérente (Hola et Ruzicka, 2011) : 

- DO ≤ Dot (Témoin) : non formatrice du biofilm ; 

- DOt × 2 ≤ DO ≤ DOt × 4 : Modérée ; 

- DOt × 4 ≤ DO : Fortement formatrice du biofilm. 



 

 

Chapitre III : 

Résultats et 

discussion 
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I.   Isolement et identification phénotypique des isolats bactériens 
 

Dans la présente étude, nous avons identifié et conservé 09 souches rattachées aux 

deux groupes bactériens, 05 souches des bacilles à Gram négatif  et 04 souches sont des 

cocci à Gram positif. 

 

I.1. Identification morphologique  
 

Les aspects macroscopiques et microscopiques des colonies suspectes des bacilles à 

Gram négatif  et des cocci à Gram positif sont représentés dans le tableau 08. 

 

Tableau 08 : Aspects macroscopiques et microscopiques des bacilles à Gram négatif  et des 

cocci à Gram positif isolés à partir de l’environnement hospitalier de certains établissements 

publics de la région de Guelma.  

 

Groupe 

bactérien 

Code de la 

souche 

Site de 

prélèvement  

Milieu de 

culture 

    Aspect 

macroscopique 

Aspect 

microscopique 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  B
ac

ill
e 

à 
G

ra
m

 (
-)

 

BGN1 

Évier SS 

Colonies moyennes 

crémeuses, de couleur 

rose et à contour 

irrégulier. 

Bacilles à Gram 

négatif 

BGN2 

Réservoir chasse 

d’eau 
Hektoen 

Colonies moyennes de 

couleur jaune, 

crémeuses, bombées et 

à contour régulier. 

Bacilles à Gram 

négatif 

BGN3 

Bac à ordure Hektoen 

Colonies moyennes de 

couleur jaune, 

crémeuses, bombées et 

à contour irrégulier. 

Bacilles à Gram 

négatif 

     BGN4 

 
 
 
 

Cuvette toilette SS 

Petites colonies de 

couleur rose, crémeuses,        

aplaties et à contour 

régulier. 

Bacilles à Gram 

négatif 
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Tableau 08 (Suite) : 

 

L’aspect macroscopique des bacilles à Gram (-) et des cocci à Gram (+) isolés est illustré 

par les figures 02 et 03.   

 

 

 

 

Groupe 

bactérien 

Code de la 

souche 

Site de  

prélèvement  

Milieu de 

culture 
    Aspect macroscopique 

Aspect 

microscopique 

 

BGN5 
Poignée de la porte 

(WC) 
Hektoen 

Petites colonies 

crémeuses de couleur 

jaune, bombées et à 

contour régulier. 

Bacilles à Gram 

négatif 

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
 C

o
cc

i à
 G

ra
m

 (
+)

 

CGP1 Avaloire de lavabo Chapman 

Petites colonies de 

couleur jaune, opaques, 

bombées et à contour 

régulier. Virage de la 

couleur du milieu 

Cocci à Gram 

positif 

CGP2 Poignée de robinet Chapman 

Petites colonies de 

couleur  jaune,  

crémeuses,   bombées  

et à contour régulier. 

Virage de la couleur du 

milieu 

Cocci à Gram 

positif 

CGP3 Évier Chapman 

Petites colonies 

crémeuses de couleur  

rose,  bombées et à 

contour régulier. 

Cocci à Gram 

positif 

CGP4 Cuvette toilette Chapman 

Petites colonies de 

couleur  jaune,  

crémeuses,  bombées  et 

à contour régulier. 

Virage de la couleur du 

milieu. 

Cocci à Gram 

positif 
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Figure 02 : Aspect macroscopique des isolats bactériens appartenant aux 
bacilles à Gram négatif. 

 

Figure 03 : Aspect macroscopique des isolats  
bactériens appartenant aux cocci à Gram positif. 

 

  

  

BGN1 

 

BGN2 BGN3 

BGN4 BGN5 

 

CGP1 

 

CGP2 

 

CGP3 

 

CGP4 
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L’aspect microscopique des bacilles à Gram (-) et des cocci à Gram (+) est illustré dans 

le tableau 09.  

Tableau 09: Aspect microscopique des isolats bactériens. 

 

Isolats 

bactériens 

Aspect microscopique 

(Microscope optique ; Objectif (X100). 

 
BGN1, BGN2, BGN3, 

BGN4, BGN5. 

 
 
 

  Bacilles isolés à Gram négatif. 

 

 

CGP1, CGP2, 

CGP3, CGP4. 

 
 

 Cocci à Gram positif. 

   

 
 
I.2. Enzymes respiratoires 
 

Les résultats obtenus de la recherche des enzymes respiratoires sont représentés dans 

le tableau 10. 
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Tableau 10 : Recherche des enzymes respiratoires des isolats bactériens. 
 

Code de la 
Souche 

bactérienne 
Catalase Oxydase Nitrate réductase 

       BGN1 
 

     BGN2 
  

       BGN3 
 

   BGN4 
 

   BGN5 
 

   CGP1 
  
        CGP2 

 

       CGP3 

 

       CGP4 

               

                + 

 

                + 
  

                + 

 

                + 
  

                + 
 

               

                + 
              

                +   

  

                + 

 

                + 

 

            

                -  
       

                - 
 

                -  
 

                + 
 

                + 
  

                

                + 

 

                + 

                  

                + 

      

                + 

                

/ 

 

/ 

 

/ 

 

/ 

 

/ 

 

 

+ 

 

- 

 

- 

 

- 

(+) : test positif (-) : test négatif (/) : test non effectué 

  

La figure 04  illustre l’aspect des tests positifs et négatifs des enzymes respiratoires. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
Figure 04: Présence et/ou absence des enzymes respiratoires chez 

certains isolats bactériens.  

Test nitrate réductase 
négatif (CGP3)  

Test nitrate réductase 
positif (CGP1) 

Test catalase positif 
(BGN1)) 

 

Test oxydase 
positif (BGN5) 

 

Test oxydase 
négatif (BGN2) 
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I.3. Identification biochimique 

I.3.1. Biotypage par galerie biochimique classique 

Les cocci à Gram (+) ont été identifiés par la galerie biochimique classique, les résultats 

sont mentionnés dans le tableau 11. 

Tableau 11 : Tests biochimiques classiques des cocci à Gram positif isolés des milieux 

hospitaliers. 

 

   
   

   
So

u
ch

es
 

C
it

ra
te

 d
e 

   

Si
m

m
o

n
s 

 

TSI 
Mannitol 

mobilité 

Clarck et 

Lubs 

Urée indole 

 

   
  O

N
P

G
 

H
2
S 

G
A

Z 

G
LU

 

SA
C

 

LA
C

 

 M
A

N
 

 M
O

B
 

V
P

 

R
M

 

U
R

E 

IN
D

 

TD
A

 

CGP1 - - + + + + + + - + - + - - 

CGP2 - - - - + - + + - + + + - - 

CGP3 + - - - + -  - - - + + - - - 

CGP4 - - - - + - + + - + - - - - 

                                                               (+) = test positif ; (-) = test négatif 

 

Les profils biochimiques des cocci à Gram (+) obtenus par la galerie classique sont 

illustrés par la figure 05. 
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I.3.2. Biotypage par microgalerie API  

Les bacilles à Gram négatif ont été identifiés par les API systèmes, les résultats obtenus 

sont représentés dans le tableau 12. 

 

 

 

Nitrate 
réductase 

ONPG URÉE 

 IND 

TDA 

 

RM   VP 

 
Mannitol     
mobilité 

 

TSI Citrate de 
Simmons 

 

CGP1 

 Nitrate 
réductase

 

 

URÉE 
 IND 
TDA 

 

RM 

 
ONPG 

VP Mannitol    
mobilité 

TSI Citrate de 
Simmons 

 

CGP2 

Nitrate  
réductase 

ONPG 

 
URÉE 
 IND 
TDA 

 RM 

 
VP Mannitol    

mobilité 

 

TSI Citrate de 
Simmons 

 

CGP3 

Nitrate 
réductase 

 

ONPG 

 

URÉE 

 IND 
TDA 

 

 

 RM 

 
VP 

 

Mannitol   
mobilité 

 

   TSI 

 
Citrate de 
Simmons 

 

CGP4 

Figure 05: Profils biochimiques des cocci à Gram positif isolés de 

l’environnement hospitalier. 
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Tableau 12 : Profils biochimiques des bacilles à Gram négatif isolés de l’environnement 
hospitaliers. 

 

 

 

 D’après les résultats d’identification, les espèces isolées à partir des sites hospitaliers 

étudiés sont les suivantes (Tableau 13) : 

 

 

 

 

A
P

I 
sy

st
èm

e
 

So
u

ch
es

  
Profil biochimique 

 C
o

d
e 

d
e 

l’
A

P
I 

D
eg

ré
 d

e 

p
ar

en
té

 
(%

) 

 

  A
P

I 2
0

 E
 

  
 

  

 

 
  BGN2 

 
+ 

 

 
  3722572 

 

 
75 

 
 

  BGN3 

 

  
 

  7767573 

 
 

90 

 
A

P
I 2

0
 N

E 

     

 
 

BGN1 

 

 
 
 

  7530000 

 
 

100 

 

 
  BGN4 

 

 

 

 
  7430004 

 

 
99,6 

 

 
  BGN5 

 

 

 

 
7630000 

 

 
100 
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Tableau 13 : Espèces bactériennes isolées à partir de l’environnement des établissements 

publics hospitaliers de la région de Guelma. 

 

Groupe 
bactérien 

Code de l’isolat 
bactérien 

Espèce identifiée 

Bacille à Gram 
négatif 

BGN1 
Pasteurella  pneumotropica 
 

BGN2 
Citrobacter  freundii 
 

BGN3 
Serratia odorifera 
 

BGN4 
Vibrio vulnificus 
 

BGN5 
Chryseobacterium indologenes 

Cocci à Gram 
positif 

CGN1 
Staphylococcus sciuri          

CGN2 
Micrococcus varians 

CGN3 
Micrococcus luteus 
 

CGN4 
Micrococcus varians 

 
I.4. Discussion  
  

L'environnement hospitalier constitue une niche écologique d’organismes qui 

pourraient avoir une signification clinique. En effet, le rôle de l'environnement hospitalier 

inanimé (surfaces et équipements) dans la propagation de l'infection nosocomiale devient 

aujourd’hui un problème majeur de santé publique extrêmement préoccupant.  

Cependant, il a été démontré que les agents pathogènes nosocomiaux sont excrétés 

par les patients et peuvent contaminer les surfaces en milieu hospitalier à des 

concentrations suffisantes pour la transmission, peuvent survivre pendant de longues 

périodes, peuvent persister malgré la désinfection, et peuvent être transférés aux mains des 

personnel soignant (Otter et al., 2011). 

 

Dans la présente étude, nous avons isolé 05 bacilles à Gram négatif et 04 cocci à Gram 

positif à partir de différents sites dans les sanitaires des établissements hospitaliers. 
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Les isolats bactériens ont montré divers aspects culturaux, en fonction du milieu de 

culture, permettant de suspecter leur appartenance à un groupe bactérien ou à un autre. 

Parmi les 5 isolats de bacille à Gram négatif (BGN), 3 isolats ont été oxydase (-) et 2 ont 

donné une réaction positif. L’étude des caractères biochimiques a révélé que 2 isolats 

appartenaient au groupe des entérobactéries et 3 isolats ont été des BGN non 

entérobactéries. Globalement, les caractères biochimiques des isolats obtenus sont en 

accord avec la littérature (Kocur et al., 2006 ; Delarras, 2014). 

Les entérobactéries isolées sont représentées par Citrobacter Freundii et Serratia 

odorifera. L’isolement de ces espèces à partir de réservoir chasse d’eau et du bac à ordure 

pourrait s’expliquer par le fait que ces espèce sont parmi les entérobactéries fréquemment 

retrouvées dans les milieux hospitaliers (Gniadkowski, 2001). En effet, Elles peuvent survivre 

des mois dans l'eau et se multiplier même dans des solutions antiseptiques (Flandrois, 1997; 

Maza et al., 2004).  

Aussi, les mauvaises méthodes de nettoyage, la tolérance ou la mauvaise utilisation 

des désinfectants et la charge bactérienne élevée peuvent être des causes explicatives de la 

présence de ces bactéries. Flandrois (1997) rapportent que  les Serratia sont les 

entérobactéries les plus résistantes aux agents physiques et chimiques. 

 

Les BGN non entérobactéries ont été isolés à partir de l’évier,  le poignée de la porte 

(WC) et de la cuvette de toilette. L’isolement de ces bactéries pourrait être lié à leur capacité 

de survie sur les surfaces dans l’environnement hospitalier. En effet, de nombreux BGN non 

entérobactéries, comme les pasteurelles et Chryseobacterium peuvent survivre sur des 

surfaces inertes, pendant des mois ; Bernardet et al. (2010) montrent que C. indologenes se 

trouve généralement dans les sources d'eau des hôpitaux et le sol.   

Scharmann et Heller (2001) rapportent que la principale source de Pasteurella 

pneumotropica dans l’environnement hospitalier est susceptible d'être un contact étroit 

avec des rongeurs infectés et aussi avec les patients et le personnel qui peuvent acquérir et 

transmettre les bactéries de leur système respiratoire supérieur, de la conjonctive et 

éventuellement aussi sur les cheveux. Ceci laisse supposer que la source de notre souche       

P. pneumotropica  pourrait être le personnel, les patients, les visiteurs ou même des souris 

ou des chats dont la présence est possible dans nos établissements. 
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En ce qui concerne l’espèce Vibrio vulnificus, elle est fréquemment isolée de l'eau, des 

excréments animaux et humains et des égouts (Lesne et Fournier, 1998 ; Motes et al., 

1998). 

 

Figarella et al. (2007) montrent que l’évier, les siphons et les robinets peuvent jouer le 

rôle de transmetteur par aérosolisation des BGN. Nos  résultats se concordent avec ceux de 

Lemmen et al. (2004) et Dali (2015) qui ont rapporté que les BGN  sont présents dans 

différents sites des sanitaires des hôpitaux.   

 

Il est très intéressant de signaler que tous les BGN isolés dans la présente étude ont un 

pouvoir pathogène et une capacité de transmission variable. Citrobacter freundii entraînent 

généralement des infections des voies urinaires, des bactériémies, des sepsis abdominaux et 

des abcès cérébraux ainsi que des pneumonies et d’autres infections néonatales (Pepperell 

et al., 2002). Serratia odorifera peut provoquée des infections urinaires, respiratoires, des 

bactériémies et des méningites (Bouskraoui et al., 2017). Pour  P. pneumotropica, des cas 

d'infections humaines à cette souche ont été rapportés comme l'endocardite, des infections 

osseuses et articulaires, la méningite, des infections de la peau, et la pneumonie surtout 

chez les patients immunodéprimés (Lemenand et al., 2006). Le spectre d’infection de 

Chryseobacterium indologenes comprend la méningite, les infections des voies respiratoires, 

des voies urinaires, des sites chirurgicaux, des tissus mous, des cathéters et des bactériémies 

(Mukerji et al., 2016 ; Bhalla et Gupta, 2018). Vibrio vulnificus provoque une maladie gastro-

intestinale bénigne ou grave, pouvant se transformer en septicémie avec un taux de 

mortalité important dans une population sensible, ainsi des infections des plaies chez 

l'homme (Shapiro et al., 1998 ; Martinez-Urtaza et al., 2010). 

 

En ce qui concerne les cocci à Gram positif, nous avons isolé 3 souches de Micrococcus 

et une souche de Staphylococcus. L'identification définitive des espèces est en accord avec la 

littérature (Guiraud, 2003).  

Deux espèces de Micrococcus (M. varians et M. luteus) ont été isolées à partir d’évier, 

de robinet et de cuvette de toilette, ceci pourrait s’expliquer par leur capacité à croître dans 

des conditions humides avec des nutriments simples (Dib et al., 2003 ; Dworkin et al., 2008), 

rappelant que les souches de Micrococcus sont ubiquistes dans l’environnement et sont 
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considérées comme faisant partie de la flore normale de la peau des mammifères, des 

muqueuses et possiblement de l’oropharynx ; Kaprelyants et Kell (1993) rapportent que    

M. luteus peut former des structures dormantes qui permettent aux cellules de survivre 

pendant de longues périodes dans des conditions environnementales défavorables et sur 

diverses surfaces.  

Plusieurs études ont montré la présence de Micrococcus dans l’environnement 

hospitalier à savoir les équipements, les réservoirs d’eau, l’air, les poignés des portes et 

l’évier (Powell et al., 2003 ; Dworkin et al., 2008 ;  Purmal et al., 2010). 

 

Généralement, M. luteus  et M. varians sont des souches considérées comme 

inoffensives, non pathogènes et commensales, qui sont rarement isolées en tant que 

pathogènes opportunistes (Kocur, 2006 ;  Bannerman, 2007). En revanche, certaines études 

ont rapporté que M. luteus a été impliqué comme agent causal dans des cas d'abcès 

intracrâniens, de pneumonie, et de méningite chez des patients compromis (Andreopoulos 

et al., 2000 ;  Greenblat et al., 2004).  

 

Staphylococcus sciuri est un staphylocoque à coagulase négative (SCN), elle est 

considérée actuellement comme une bactérie pathogène opportuniste (Denis et al., 2016). 

Elle est associée à de graves infections chez l'homme, telles que l'endocardite, la péritonite, 

le choc septique et les infections des plaies (Stepanovic et al., 2002 ; Jain et al., 2004 ). La 

présence de cette espèce au niveau de l’avaloire de lavabo pourrait être expliquée par le fait 

que S. sciuri est capable de survivre indépendamment de la matière vivante; Aussi, nous 

pouvons dire que le lavage des mains constitue une source principale de cette espèce 

puisqu’elle représente une des principales bactéries commensales de la peau (Couto et al., 

2000). Il a été aussi démontré que S. sciuri  colonise le nasopharynx et les muqueuses chez 

l’homme (Stepanovic et al., 2003). L’isolement de S. sciuri à partir de l’environnement 

hospitalier a été rapporté par plusieurs études (Freney et al., 1999 ; Vernozy-Rozand et al., 

2000).  
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II. Étude de la résistance des bactéries aux antibiotiques  

II.1.  Bacilles à Gram négatif   

 
 Tous les bacilles à Gram (-) testés sont résistants au moins à trois antibiotiques. Cent 

pourcent (100 %) des souches sont résistantes à l’amoxicilline, à la pénicilline et à la 

céfotaxime. Des taux significatifs de résistance sont enregistrés au chloramphénicol et à 

l’ofloxacine (40 %) (Figure 06).    

                        

  

 

 

                           

                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Soixante pourcent des souches présentent une résistance à 3 antibiotiques,  par 

ailleurs, 40 %  des souches résistent à 5 antibiotiques. Deux profils antibiotypiques différents 

sont observés chez les bacilles à Gram (-) étudiés (Tableau 14). 

 

 

 

 

 

Figure 06: Résistance aux antibiotiques des bacilles à Gram négatif. 
AMX : amoxicilline ; C : chloramphénicol ; CTX : céfotaxime ; 

OFX : ofloxacine ; P : pénicilline  
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Tableau 14 : Profils antibiotypiques associés aux bacilles à Gram négatif isolés des sites 
hospitaliers. 

 

Profil de résistance 
Nombre 

d’antibiotique 
   Nombre 

des 
souches 

      Souches résistantes 

AMX/CTX/P 3 3 Pasteurella  pneumotropica 
Vibrio vulnificus 
Chryseobacterium indologenes 

AMX/CTX/P/OFX/C 5 2 Citrobacter  freundii 
Serratia odorifera 

       AMX: amoxicilline ; CTX : céfotaxime ; P : pénicilline ; C : chloramphénicol ; OFX : ofloxacine. 

 

 

 

Les résultats de l’antibiogramme des bacilles à Gram (-)  sont illustrés dans la figure 07. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 07 : Antibiogramme des différents bacilles à Gram négatif isolés des sites 

hospitaliers. 
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II.2.  Cocci à Gram positif 
 
Tous les cocci à Gram (+) testés résistent au moins à trois antibiotiques, 100 % des 

souches sont résistantes au vancomycine, à la colistine et à la ceftazidim. Un taux de 

résistance important est également enregistré pour le chloramphénicol et le cefazoline      

(75 %). (Figure 08). 

             

        

 

 

 

Soixante-quinze pourcent des souches résistent à 5 antibiotiques, 25% résistent à 3 

antibiotiques en présentant deux profils antibiotypiques (Tableau 15). 

 Tableau 15 : Profils antibiotypiques associés aux cocci à Gram positif isolés des sites 

hospitaliers. 

Profil de résistance 
Nombre 

d’antibiotique 
   Nombre 

des 
souches 

      Souches résistantes 

VA/CAZ/CT 3 1 Micrococcus varians 

VA/CAZ/C/CZ/CT 5 3 Staphylococcus sciuri  

Micrococcus varians 

 Micrococcus luteus          

                    VA : vancomycine ; CZ : cefazoline ; CAZ : ceftazidim ; C : chloramphénicol ; CT: colistine 
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Figure 08: Résistance aux antibiotiques des cocci à Gram positif.  

CAZ : ceftazidim ;  CZ : cefazoline ; CT: colistine ;  C : chloramphénicol 

VA : vancomycine 
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Les résultats de l’antibiogramme des cocci à Gram (+) étudiés sont illustrés dans la 

figure 09. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.3. Discussion  
 

Le suivi de la résistance des bactéries isolées de l’environnement hospitalier inanimé 

est particulièrement important pour mieux évaluer les risques pour la santé humaine liés aux 

contacts avec les sites choisis. Les résultats de l’antibiogramme des isolats bactériens 

montrent une résistance importante aux β-lactamines (100 % pour les BGN et 75 % pour les 

CGP). Cette résistance pourrait s’expliquer d’une part, par des résistances naturelles chez 

certaines espèces (exemple : Citrobacter freundii résiste naturellement aux  

céphalosporines) (CA-SFM, 2019), et par des résistances acquises suite au large utide ces 

Figure 09 : Antibiogramme des cocci à Gram positif isolés des sites 
hospitaliers. 

 

 

CGP1 CGP2 

CGP4 CGP3 

 VA 

 
30 

  CAZ 
  30 

       C 

   30 

  CZ 

30 

 CT 

  10 

   VA 

    30 

 CAZ 
   30 

   C 
   30 

   CZ 

 30 

CT 

 10 

 VA 

  30 
  CT 
  10 

 CZ 

  30 
C 

 30 

CAZ 

  30 

   CAZ 

 30 

 CT 

    10 

        VA 

   30 

   CZ 

    30 

  C 
    30 



Résultats et Discussion  

 

55 

 
antibiotiques d’autre part (Courvalin et al., 2006). La résistance aux β-lactamines est 

associée à plusieurs mécanismes, dont la production de pénicillinases, la production de 

céphalosporinases AmpC, mais le plus important étant la production de β-lactamases et les 

β-lactamases à spectre étendu (BLSE) qui sont des enzymes hydrolysant les β-lactamines en 

ouvrant le cycle bêtalactame et menant à la perte d’un groupement carboxyle, provoquant 

l’inactivation de l’antibiotique en question (Philippon et Arlet, 2006).    

Actuellement, les entérobactéries sont parmi les souches cliniques qui sont 

considérées très résistantes aux β-lactamines (Bonnet, 2006).  

Pasteurella pneumotropica a des résistances acquises aux béta-lactamines grâce à 

l’hydrolyse par les β-lactamases de type ROB-1 (Purdy et al., 1997). Chryseobacterium 

indologenes a une résistance intrinsèque aux pénicillines et aux céphalosporines (Chiou et 

al.,  2015). Arif et al. (2019) rapportent que la variabilité des β-lactamases chromosomiques 

responsables de la résistance intrinsèque aux pénicillines  et leur expression expliquent les 

niveaux de résistance aux β-lactamines plus ou moins grands observés pour Vibrio vulnificus.  

Selon Cattoir et Leclercq (2012), la plupart des souches cliniques de Staphylococcus 

coagulase négatif  (à savoir S. sciuri) sont productrices de pénicillinases. Contrairement à nos 

résultats, les Micrococcus isolés sont connus par leur sensibilité à la plupart des 

antibiotiques, dont certains β-lactamines. Ce genre résiste naturellement à la ceftazidim (CA-

SFM, 2019), tandis que la résistance à la cefazoline pourrait s’expliquer par une résistance 

acquise due à une inactivation enzymatique de cet antibiotique (Schaechter et al., 1999). 

Nos  résultats sont en accord avec les travaux de Jacoby et Munoz (2005), 

Bouguenoun (2017) et Zidouch (2019) qui démontrent la dissémination des bactéries 

résistantes aux β-lactamines dans l’environnement hospitalier. 

 

Il est intéressant de relever qu’un nombre important de souches isolées sont 

résistantes au chloramphénicol (5 souches/ 55,55%). Les entérobactéries et les cocci à Gram 

positif résistent au chloramphénicol grâce à la production d’une enzyme chloramphénicol 

acétyltransférase inactivant les phénicoles (Courvalin et al., 2006). Cette enzyme inactive le 

chloramphénicol par acétylation des groupes fonctionnels de l’antibiotique, conférant ainsi 

un haut niveau de résistance à cet antibiotique (Fauchère et Avril, 2002). Les résultats 

obtenus dans la présente étude sont très inquiétants parce que le chloramphénicol est un 
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antibiotique qui peut provoquer une aplasie médullaire irréversible et il est interdit 

d’utilisation (Courvalin, 2008). Nos résultats signifient que cet antibiotique est encore utilisé.  

L’ofloxacine est un antibiotique qui fait partie de la famille des quinolones, il est 

utilisé pour traiter les infections sévères dues à des bacilles à Gram négatif (Cazes, 2017). La 

résistance des entérobactéries isolées dans la présente étude à cet antibiotique peut être 

expliquée par une accumulation de mutations au sein des gènes codant pour les enzymes 

ADN gyrase et topo-isomérase IV, les cibles principales de cet antibiotique (Drlica et Hooper, 

2003 ; Mérens, 2010). 

Tous les cocci à Gram positif résistent naturellement à la colistine grâce à leur 

patrimoine génétique (CA-SFM, 2019).   

Les glycopeptides (vancomycine) sont utilisés en alternative aux béta-lactamines dans 

le traitement des infections aux cocci à Gram positif  ce qui pourrait expliquer la résistance 

totale (100 %) des souches étudiées. Le mécanisme de résistance à la vancomycine est lié à 

un épaississement de la paroi bactérienne qui piège les glycopeptides dans les couches 

superficielles en les empêchant d’atteindre la membrane cytoplasmique (Fauchère et Avril, 

2002). Nos résultats se concordent avec ceux rapportés par Aouati (2009) et Rebiahi (2012) 

qui ont confirmés la résistance des souches de staphylocoques à la vancomycine. En 

revanche, les résultats de l’antibiogramme des Micrococcus vis-à-vis à la vancomycine 

diffèrent de ceux rapportés par  Lee et al.  (2013) où la sensibilité de ce genre bactérien était 

très élevés pour la vancomycine.   

 

Au vu des résultats obtenus, nous avons constaté que  22,22 % des souches isolées 

sont des bactéries multi-résistantes (BMR).  

Les BMR possèdent un nombre remarquable de mécanismes génétiques leur permettant 

d'exister en présence d'agents antimicrobiens. La présence de ces bactéries dans 

l’environnement hospitalier pourrait être liée à trois facteurs qui peuvent contribuer à 

l'émergence des mécanismes de résistance (Tenover, 1995): 

 Des mutations chromosomiques spontanées ;  

 Le transfert de gènes de résistance (ex : par l'entremise de plasmides R) d'un genre 

ou d'une espèce à l'autre ;  
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 La pression sélective causée par l'usage massif d'antibiotiques (souvent à large 

spectre d'activité) dans les établissements institutionnels et communautaires  

 

Nos résultats sont comparables à ceux retrouvés par Lemmen et al. (2004) qui ont 

trouvé des BMR sur les poignées de porte, les siphons et les sièges des toilettes. De même, 

Guet-Revillet et al. (2012) ont rapporté des taux importants de BMR au niveau des lavabos 

des hôpitaux.   

 

À partir des résultats obtenus nous pouvons suggérer que le contact avec les différents 

sites des sanitaires de nos établissements hospitaliers peut constituer un risque que ce soit 

pour les patients ou pour les visiteurs ; rappelant que les BMR sont fréquemment impliquées 

dans les infections nosocomiales menant à un accroissement de la morbidité, la mortalité et 

les coûts de l'hospitalisation. Le réservoir de ces agents pathogènes est généralement           

le tractus gastro-intestinal de patients, et la transmission croisée pourrait se produire par 

l'intermédiaire des mains contaminées du personnel soignant et par la contamination de 

l'environnement (Roux et al., 2013). 

Claudon et al. (2002) ont rapporté que les réservoirs inertes dans un hôpital (siphons 

de lavabos, poignées, cuvette de toilette…) peuvent être contaminés et constitueraient un 

relais à la transmission entre deux personnes. Lowe et al. (2012) ont identifié les lavabos 

comme sources d'épidémie d'infection à une entérobactérie multi-résistante dans un hôpital 

de Toronto au Canada, pendant une période de 4 ans.  

III. Capacité de formation de biofilm : étude synthétique 
 
III.1. Bacilles à Gram négatif 

Suite aux nombreuses études rapportant l’effet néfaste de la formation de biofilm 

dans l’environnement hospitalier inanimé sur la santé humaine, il nous a semblé utile 

d’étudier la capacité de nos souches bactériennes à la formation de biofilm par la technique 

de microplaques. Malheureusement la lecture des microplaques a été échouée à cause des 

mesures de confinement qui ont été prises pour tenter d’endiguer la propagation du virus 

COVID-19. Cependant, nous  représentons dans la présente partie un aperçu sur la formation 

des biofilms par les espèces isolées dans notre étude. 
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La préoccupation principale des hôpitaux en regard des biofilms est liée à leur 

implication dans diverses pathologies infectieuses. Si l’implication directe des biofilms dans 

de nombreux processus infectieux n’est plus à démontrer, leur impact indirect sur la 

transmission de germes pathogènes reste largement sous-estimé. L’environnement 

hospitalier n’échappe cependant pas à la colonisation par des biofilms bactériens qui 

représentent des réservoirs idéaux pour les micro-organismes. Ces réservoirs s’intègrent 

dans un cycle de contamination qui inclut les patients, les agents causaux  et des vecteurs 

tels que l’air, l’eau, le staff médical, les dispositifs médicaux et les surfaces (Otter et al., 

2013 ; Roberts, 2013). 

La possibilité de la présence des biofilms sur les surfaces choisies dans notre étude 

peut constituer d’importants réservoirs de pathogènes et pathogènes opportunistes, 

montrant une résilience accrue. Bien que le lien entre ces biofilms et les maladies 

nosocomiales soit moins bien documenté, une approche globale de prévention devrait 

inclure les biofilms comme un maillon de la dissémination et de la persistance des germes 

dans l’environnement hospitalier. 

En milieu hospitalier, il n’y a pas des données sur la formation de biofilm par l’espèce 

Pasteurella pneumotropica sur les surfaces inanimées. En effet, l’étude de Martin et al. 

(2015) a montré que  les souches de P. pneumotropica sont formatrices de biofilm robustes  

sur les surfaces biotiques chez les rats. Fredheim et al. (2009) rapportent que les molécules 

qui affectent la formation des biofilms chez P. pneumotropica sont  les protéines associées 

au biofilm, ADNc, et l’ADN électronique qui joue un rôle crucial dans la stabilisation des 

structures de biofilm et représente un mécanisme important pour le transfert horizontal de 

gènes dans les bactéries. Les résultats de Cerca et al. (2005) et Grenier et al. (2009) ont 

révélé que la CMI de l’amoxicilline et l’enrofloxacine appliqués vis-à-vis de P. pneumotropica 

étaient plus élevés pour les bactéries dans le biofilm que pour les cellules planctoniques.  

Citrobacter  freundii  est une bactérie connue par sa capacité à former des biofilms sur 

différents matériaux. Selon les travaux de Faille et al. (2003), cette bactérie adhère par plus 

de 106 cellules par cm2 de l’acier inoxydable.  Zogaj et al. (2003) rapportent que les curli 

(compose protéique majeur de la matrice extracellulaire) chez Citrobacter  freundii  sont les 

responsables de l'adhérence aux surfaces abiotiques. 
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La capacité de formation de biofilm par Serratia odorifera a été étudiée par 

Mladenović et al. (2018) qui ont testé divers conditions de pH, température, concentration 

de NaCl et de glucose. Leurs résultats montrent que cette espèce a la capacité de former  

des biofilms à 37 °C, cependant elles sont incapables de les former à 4 et à 44 °C.                   

La formation de ces structures a été stimulée dans un pH égal à 8,5, une concertation de 4 % 

à 6,5 % de sel et 0,5 % de glucose. 

Ces dernières années, plusieurs études ont investigué la formation de biofilm par les 

espèces de Vibrio et elles ont identifié plusieurs facteurs induisant la survie des vibrions en 

biofilm à savoir des flagelles, des pilis, des polysaccharides et le Quorum Sensing (O’Toole et 

al., 2000 ; Yildiz et Visick, 2009). Strom et Paranjpye (2005), ont montré que le pilus de type 

IV (protéine pilA) est le facteur le plus important pour l’adhésion de Vibrio vulnificus sur 

différentes surfaces abiotiques. Ils ont révélé une différence faible dans la formation de 

biofilms entre des souches sauvages et des souches mutantes pilA lorsque des surfaces de 

polystyrène et de chlorure de polyvinyle ont été utilisées comme substrats. 

Yi-Cheng Chang et al. (2014) ont testé la capacité de 34 isolats de  Chryseobacterium 

indologenes d’origine clinique à former de biofilm par la méthode de microplaque 96 puits 

suivi d’une coloration au cristal violet à 0,25 %. Ils ont trouvés que 13 (38,2%), 6 (17,6) et 0 

(0%) des isolats capable de former de biofilms à l’aide des milieux LB, TSB et M9, 

respectivement. Ils ont expliqué ces résultats par les teneurs élevés des éléments nutritifs 

qui peuvent favoriser la multiplication et la maturation de biofilm.  

III.1. Cocci à Gram positif 

La colonisation des surfaces dans l’environnement hospitalier par les cocci à Gram 

positif a été fréquemment rapportée. Staphylococcus sciuri est l’une de ces bactéries ; 

l’étude de Stepanovic et al. (2001) a confirmé sa capacité de formation de biofilm. Ils ont 

testé 121 souches d’origine hospitalière et animale et ils ont trouvés que 107 souches de S. 

sciuri se sont révélées capables de produire des biofilms. Parmi ceux-ci, 26 souches (24,30 %) 

étaient fortement modérés, 31 souches (28,97 %) modérés et 50 souches (46,73 %) 

faiblement productrice de biofilm. La capacité de formation de biofilm est considérée 

comme un facteur de virulence chez cette bactérie. 
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De nombreuses sources rapportent que les Micrococcus sont aussi des excellentes 

bactéries formatrices de biofilm. Koji et al. (2013) ont montrés que des souches de 

Micrococcus luteus  sont capables de faire des biofilms après deux jours de culture où la 

croissance a saturé et alcalinisé le milieu. Blankenhorn et al. (1999) et Hu et al. (2010) ont 

montré que le pH élevé induit la tryptophanase pour la production d’indole, ce dernier 

stimule la signalisation de Quorum Sensing chez M. luteus ce qui conduit à la formation des 

biofilms. L’espèce Micrococcus varians a été également isolée à partir de biofilms d’origine 

clinique (Ilse et al., 2012). 

La capacité des bacilles à Gram négatif et des cocci à Gram positif, isolées dans la 

présente étude, à former des biofilms sur différentes surfaces accroît sa résistance vis-à-vis 

de chocs de désinfection et permet sa persistance. Leur présence dans le milieu hospitalier 

doit donc être particulièrement contrôlée, et les moyens de maîtrise adaptés notamment à 

la limitation de la formation ou l’élimination du biofilm. 
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Conclusion  

Les résultats de l’étude de l’antibiorésistance et la capacité de formation de biofilm 

chez des bactéries isolées du milieu hospitalier, permettent de tirer les conclusions 

suivantes : 

- Cinq bacilles à Gram négatif et 04 cocci à Gram positif ont été isolés à partir de 

différents sites dans les sanitaires des établissements hospitaliers ; 

- La présence de bactéries pathogènes opportunistes reflète bien la tolérance des 

souches et/ou la mauvaise utilisation des désinfectants; 

- 22,22 % des souches isolées sont des bactéries multi-résistantes ; 

- Les entérobactéries et la majorité des cocci à Gram positif étaient résistantes à 5 

antibiotiques ; 

- Un nombre important de souches isolées sont résistantes au chloramphénicol ; 

- Les sanitaires peuvent présenter une importante source de transmission de bactéries 

résistantes aux antibiotiques dans l’environnement hospitalier ; 

- Selon la littérature, les bactéries isolées dans notre étude pourraient être des 

formatrices de biofilms ce qui permet leur maintien de manière durable dans un 

milieu hospitalier et par conséquent leur résistance à divers agents antibactériens. 

Perspectives  

- La connaissance du profil épidémiologique local des BMR ainsi que leur niveau de 

résistance actuel aux antibiotiques est nécessaire pour mieux juguler les 

conséquences thérapeutiques et adapter le protocole d’antibiothérapie ; 

- Il serait également intéressant d’identifier les mécanismes de résistance et les 

supports génétiques présents dans les souches non-sauvages détectées ;  

- L’évolution du modèle de formation de biofilms en microplaques tant pour les BGN 

que pour les CGN doit être envisagée afin de mieux comprendre les échecs de 

désinfection ; 

- Des essais in vitro de bactéricide sur biofilms doivent être réalisés afin de déduire les 

concentrations efficaces de désinfectants sur les populations bactériens cultivables. 
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Annexe I 
 

 Composition des milieux de culture (Guiraud, 2003 ; Rodier et al., 2005 ; 

Delarras, 2014). 

 
1. Gélose Hektoen  (g/ litre d’eau distillée) 

 

Protease peptone                                12 
Extrait de levure 
Chlorure de sodium 
Thiosulfate de sodium 
Sels biliaires 
Citrate de ferrique ammoniacale                                            
Salicine    
Saccharose                                                                                            

                               3 
                               5 
                               5 
                               9 

                               1.5 
                               2  

                               12 
Lactose                               2 
Fuchsine acide                               0,04 
Bleu de brothynol     
Agar agar 
pH= 7,5 

                              0,06 
                               1,4 

  

2. Gélose SS, Salmonella-Shigella (g/ litre d’eau distillée) 
 
 

Peptone 5 
Extrait de viande 5 
Lactose 10 
Citrate de sodium 10 
Citrate de fer (III) 1 
Désoxycholate 8,5 
Vert brillant 0,3 
Rouge neutre 25 
Na2S2O3 8,5 
Agar-agar 15 
pH = 7,2 / autoclavage à 120°C pendant 15 minutes. 

 
 

3. Chapman (g/ litre d’eau distillée) 
 
 

Peptone trypsique de caséine 10 
Extrait de viande 1 
Chlorure de sodium 75 
Mannitol 10 
Rouge de phénol 0,025 
Agar-agar 15 
pH = 7,6 / autoclavage 20 min à 121°C.  

 
 
 



Annexes  

 
74 

4. Gélose Mueller-Hinton (g/ litre d’eau distillée) 
 
 

Infusion de viande de bœuf 3,0 
Peptone de caséine 17,0 
Amidon de maïs 1,5 
Agar-agar 17,0 
pH= 6,7/ autoclavage 15 min à 121°C.  

 

5. Gélose nutritive (G.N) (g/ litre d’eau distillée) 
 
 

Peptone peptique de viande 5 
Extrait de viande 1 
Extrait de levure 2 
Chlorure de sodium 5 
Agar-agar 15 
pH: 7,4±0,2/ autoclavage 15 min à 121°C.  
 

 
6. Bouillon Mueller-Hinton (g/ litre d’eau distillée) 

 
 

Hydrolysât acide de caséine 17,5 
Infusion de viande 2,0 
Amidon soluble 1,5 
Peptone 
pH= 6,7/ autoclavage 15 min à 121°C. 

1,5 

 
 

7. Bouillon Nutritif (g/ litre d’eau distillée) 
 
 

Peptone 5,0 
Extrait de viande 1,0 
Extrait de levure 2,0 
Chlorure de sodium 
pH=7,4 ± 0,2 à 25 °C / autoclavage à 121° C pendant 15 min 

5,0 

 

8. Bouillon Nitrate (g/ litre d’eau distillée) 
 
 

Peptone 5,0 
Extrait de viande 3,0 
Nitrate de potassium 1,0 
pH = 7,0 ±0,2 / stérilisation à l’autoclave 15 min à 121°C 

 
                9.   Bouillon Tryptone-Soja (g/ litre d’eau distillée) 

 
                         Peptone                                                                                                           20     

                         Glucose                                                                                                           2,5 

                         Chlorure de sodium                                                                                        5 
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                                   Hydrogénophosphate de potassium                                                               2,5 
                                   pH= 7,3±0,2 autoclavage 15 min à 121°C. 

                                                    
10.   Milieu TSI (g/ litre d’eau distillée) 

 
 

Extrait de l’œuf 3 

Agar 12 

Extrait de levure 3 

Peptone 20 

Lactose 10 

Saccharose 10 

NaCl 5 

Glucose 1 

Citrate ferrique 3 

Thiosulfate de sodium 3 
Rouge de phénol 0,025 
pH = 7,4  

 
11.  Clark et Lubs (g/ litre d’eau distillée) 

 
 

Peptone trypsique de caséine 5 
Phosphate bi potassique 5 
Glucose 5 
pH = 7,5 /autoclavage 15 min à 121°C  

 

12. Citrate de Simmons (g/ litre d’eau distillée) 
 
 

Citrate de sodium 1,0 
Bleu de bromothymol 0,08 
Chlorure de sodium 5,0 
Sulfate de magnésium 0,2 
Hydrogénophosphate de potassium 1,0 
Dihydrogénophosphate d'ammonium 1,0 
Agar-agar 15,0 
pH = 7 / autoclavage 15 min à 121°C  

 

13. Urée-Idole (g/ litre d’eau distillée) 
 
 

L-tryptophane 3 
Phosphate monopotassique 1 
Phosphate di potassique 1 
Chlorure de sodium 5 
Urée 20 
Solution rouge de phénol à 1% 2,5 
Alcool à 95° 10 
pH = 7 /autoclavage 15 min à 121°C  
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14. Mannitol-Mobilité (g/ litre d’eau distillée) 
 
 

Peptone pancréatique de viande 20,0 
Mannitol 2,0 
Nitrate de potassium 1,0 
Rouge de phénol solution à 1% 4,0 
Agar agar 
pH=7,2 /autoclavage 15 min à 121°C 

 

 

4,0 

 Composition des réactifs et des colorants (Guiraud, 2003 ; Rodier et al., 2005). 

 
a. Violet de Gentiane 

 
 

Violet de gentiane 1g 
Ethanol à 90% 1ml 
Phénol 2g 
Eau distillée 100ml 

 
b. Lugol 

 
 

Iode 1g 
Iodure de potassium 2g 
Eau distillée 100ml 

 
c. Fucshine 

 
 

Fuchsine basique 1g 
Alcool éthylique 100ml 
Phénol l5g 
Eau distillée 100ml 

 
d. Réactif du rouge de méthyle 

 
 

Rouge de méthyle 0,5 g 
Alcool à 80° 100ml 

 
e. Réactif TDA (pour la recherche de tryptophane désaminase) 

 
 

Perchlorure de fer 3,4g 
Eau distillée 100ml 

 
f. Réactif Kovacs (pour la recherche de l’indole) 

 
 

Paradimethylaminobenzaldéhyde 5,0 g 

Alcool isoamylique 75,0 ml 
HCL 37% 25,0 ml 
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g. Réactif VPI  (pour la recherche de l’acétoïne) 

 
 

Hydroxyde de potassium 40g 
Eau distillée 100ml 

 
h. Réactif VPII (pour la recherche de l’acétoïne) 

 
 

Alpha naphtol 6g 
Ethanol 100ml 

 
i. Réactif NIT I (pour la recherche du nitrate réductase) 

 
 

Acide sulfamilique 0,8 g 
Acide acétique 5N 100 ml 

 
j. Réactif NIT II (pour la recherche du nitrate réductase) 

 
 

Naphtylamine 0,5 g 
Acide acétique 5N 100 ml 
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Annexe II 

Tableau 16 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API 20 E 
(Source : http://www.biomerieux.com). 

 
 

Test 
 

Groupements 
active 

 

Réactions / 
Enzymes 

 

Résultats 

ONPG Ortho-nitro- 
phényle-B-D- 

Galactopyranoside 

Beta-galactosidase Négative Positive 
incolore jaune 

ADH L-Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge-Orangé 
LDC L-Lysine Lysine décarboxylase Jaune Rouge-Orangé 

ODC L-Orthine Ornithine 
décarboxylase 

Jaune Rouge-Orangé 

 TriSodium citrate Utilisation de citrate Vert Bleu-vert/orange ׀CIT׀ 

H2S Thiosulfate de 
sodium 

Production de H2S Incolore Noir 

URE Urée Uréase Jaune Rouge-Orangé 

TDA Tryptophane Tryptophane 
désaminase 

Jaune Marron 

IND Tryptophane Production d’indole Incolore Rose 

 Pyruvate ׀VP׀ 
de 
sodium 

Production 
d’acétoine 

VP1+ VP2 
Incolore Rose/rouge 

 Gélatine (origine ׀GEL׀ 
bovine) 

Gélatinase Pas de 
diffusion de 

pigment noir 

Diffusion de pigment noir 

GLU Glucose Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu vert Jaune/jaune-gris 

MAN D-Mannitol Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu vert Jaune 

INO Inositol Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu vert Jaune 

SOR D-Sorbitol Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu vert Jaune 

RHA L-Rhamnose Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu vert Jaune 

SAC D-Saccharose Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu vert Jaune 

MEL D- Melibiose Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu vert Jaune 

AMY Amygdaline Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu vert Jaune 

ARA L-arabinose Fermentation 
/oxydation 

Bleu/bleu vert Jaune 

 

Réduction 
des 

nitrates 
(GLU 
tube) 

Potassium nitrate Production de NO2 NIT 1+NIT 2, 2-3 min 
Jaune Rouge 

Réduction au N2 Zn / 5 min 
Orange-rouge jaune 

OF-O glucose Oxydation du 
glucose 

vert jaune 

OF-F glucose Fermentation du 
glucose sous l’huile 

vert jaune 

http://www.biomerieux.com/
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Tableau 17: Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API 20 NE 
(Source : http://www.biomerieux.com). 

 
Tests Substrat Enzymes/Réactions Résultats 

Négatif Positif 

NO3 Nitrate de potassium Réduction des 
nitrates en 
nitrites 

NIT 1 + NIT 2 / 5 mn 

Incolore Rose/rouge 

Réduction des 
nitrates en 
azote 

ZN / 5 mn 

Incolore Rose 

TRP Tryptophane Formation d’indole TRP / 3-5 mn 
Incolore Rose / rouge 

GLU Glucose Fermentation Bleu à vert Jaune 

ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange/rose/roug
e 

URE Urée Uréase Jaune Orange/rose/roug
e 

ESC Esculine Hydrolyse (β-glucosidase) Jaune Gris/marron/noir 

GEL Gélatine Hydrolyse 
(protéase) 

Pas de diffusion du 
pigment 

Diffusion du 
pigment noir 

PNPG p-Nitro-phényle-βD- 
Galactopyranoside 

Β-galactosidase Incolore Jaune 

GLU Glucose  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Assimilation 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Transparence 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Trouble 

ARA Arabinose 

MNE Mannose 

MAN Mannitol 

NAG N-acétyl- 
glucosamine 

MAL Maltose 

GNT Potassium Gluconate 

CAP Acide Caprique 

ADI Acide Adipique 

MLT Acide Malique 

CIT Trisodium Citrate 

PAC Phényl-acétate 

OX Tetraméthyl-p- 
phénylène diamine 

Cytochrome oxydase Incolore Violet 

 
 
 
 
 
 

http://www.biomerieux.com/
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