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Résumé

Les infections nosocomiales sont causées par des germes opportunistes souvent
résistants aux antibiotiques et persistants sur les surfaces, représentant une source constante de
risque d’infection en milieu hospitalier. Dans ce contexte, 1’isolement et la caractérisation de
bactériophages s’attaquant spécifiquement aux bactéries nosocomiales, pourraient fournir une

alternative bactéricide naturelle contre ces bactéries.

Cette étude prospective a porté sur 179 prélevements cliniques issus de patients de
I’EPH de koléa, 87 prélevements se sont révélés positifs. Les résultats de I’identification ont
permis de caractériser 85 souches. L’étude du profil de résistance vis a vis des antibiotiques a

montré que parmi les 85 souches identifiées, 25 souches sont des BMR.

La deuxieéme partie est environnementale. Les échantillons d’eau et de boues liquides et

semi-liquides ont été prélevés au niveau de la station d’épuration des eaux usées de Beni Merad.

L’isolement des bactériophages a été effectué par la méthode de filtration sous vide en
utilisant un papier filtre de porosité 0.22um. En appliquant plusieurs méthodes sur les 25
bactéries multirésistantes, 16 phages ont été isolés et caractérisés : quatre phages contre
Klebsiella pneumonie, 04 phages contre Escherichia coli, 03 phages contre Staphylococcus
aureus résistant (SARM), 02 contre Pseudomonas aeruginosa, 02 contre Citrobacter frendii, et

01 contre Enterococcus faecalis.

Le phagogramme et I’efficacité de lyse in vitro des phages a été testée en milieu LB a

37°C et RT et ont donné des résultats trés prometteurs.

Une derniére étape de conservation des phages a été faite dans un tampon SM pour des
études supplémentaires.

Mots-clés : Bactériophages, antibiotiques, bactéries multirésistantes, eau usée, boues,
phagogramme
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Abstract

Nosocomial infections are caused by opportunistic germs that are often resistant to
antibiotics and persist on surfaces, representing a constant source of risk of infection in
hospitals. In this context, the isolation and characterization of bacteriophages specifically
targeting nosocomial bacteria could provide a natural bactericidal alternative against these

bacteria.

This prospective study involved 179 clinical samples from Koléa EPHU patients, 87
samples were found to be positive. The results of the identification allowed the
characterization of 85 strains. The study of the resistance profile to antibiotics showed that
among the 85 strains identified, 25 strains are BMRs.

The second part is environmental. Samples of water and liquid and semi-liquid sludge

were taken at the Beni Merad wastewater treatment plant.

Isolation of the bacteriophages was carried out by the vacuum filtration method using
filter paper with a porosity of 0.22 um. By applying several methods on the 25 multiresistant
bacteria, 16 phages were isolated and characterized: fort phages against Klebsiella
pneumonia, 4 phages against Escherichia coli, 03 phages against resistant Staphylococcus
aureus (MRSA), 02 against Pseudomonas aeruginosa, 02 against Citrobacter frendii, and 01

against Enterococcus faecalis.

The phagogram and the in vitro lysis efficiency of phages was tested in LB medium at

37 ° C and RT and gave very promising results.

A final phage conservation step was done in SM buffer for further studies.

Keywords: Bacteriophages, antibiotics, multidrug-resistant bacteria, wastewater, sludge,

phagogram
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INTRODUCTION

La découverte des antibiotiques a constitué une véritable et importante révolution

médicinale qui a sauveé et qui sauve des millions de vies chaque année (Parveau, 2011).

Depuis l'introduction au milieu des années 40, des antibiotiques en usage clinique et
agricole, les microorganismes ont montré une remarquable capacité a se protéger en
développant des mécanismes de résistance aux antibiotiques. Actuellement, il y a de plus en
plus de problémes dans le monde avec les bactéries multirésistantes a cause de 1’utilisation non
rationnelle des antibiotiques sachant que les BMR sont des bactéries résistantes a un ou
plusieurs antibiotiques (Dennesen et al., 1998).

Bien qu'une grande attention soit actuellement accordée aux agents pathogénes a Gram
positif et mycobactéries, les bactéries a Gram négatif, en particulier celles présentant un
phénotype multirésistance, peuvent toujours constituer une menace serieuse de maladies
infectieuses (Poole, 2004).

L'émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques et le manque de moyens
thérapeutiques ont ramené sur le devant de la scene une thérapeutique ancienne oubliée : la
phagothérapie. Cette méthode consiste a mettre a profit les armes que I'évolution a créé pour

lutter contre les bactéries. Ces armes sont les bactériophages (Ravat et al., 2015).

Les bactériophages font partie de la grande famille des virus. Ils n'ont de particulier que
leur spécificité, a savoir qu'ils infectent exclusivement des bactéries. En tant que virus, ils ont
un mode de propagation classique : ils se multiplient au détriment des bacteéries, ils ont été
découverts au début du 20éme siécle en France (Debarbieux, 2008). Ils sont présents et actifs

dans la nature ce qui les rend facile a isoler et a utiliser (Massali and Bouaninba, 2016).

Leur utilisation est reconsidérée dans de nombreux pays devant le double constat du
développement inquiétant des infections nosocomiales a bactéries multirésistantes et de
I’absence de nouveaux antibiotiques efficaces. Aujourd’hui, des applications sont envisagées
non seulement dans le domaine médical mais aussi dentaire, vétérinaire, agricole ou

environnemental (Dublanchet, 2008).

La phagothérapie est I’utilisation de bactériophages (parfois simplement appelés
phages) dans le but de traiter et de guerir des infections bactériennes. La phagothérapie est
donc un traitement spécifique de maladies bactériennes par des phages. Elle met a profit les

1
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propriétés destructrices, lytiques et spécifiques de tel ou tel phage vis a vis d’une bactérie
infectante (Courtault, 2014.)

En Algérie, trés peu d’études se sont intéressées a I'isolement des bactériophages a partir
du sol ou des eaux usées. Aucune recherche n'a été réalisée sur les bacteriophages a des fins

thérapeutiques alors qu’ils méritent plus d'attention vu leur importance.

C’est dans ce contexte que s'inscrit cette étude préliminaire qui vise a isoler les
bactériophages a partir des eaux usées et des boues et de les appliquer sur des bactéries
multirésistantes. Nous nous sommes fixées les objectifs suivants :

(i)-1solement et identification des souches bactériennes a partir de différents types de
prélévements pathologiques au niveau de 1’hopital de Koléa,

(ii)- Evaluation de la sensibilité des souches isolées vis-a-vis des antibiotiques,
(iii)-Prévalence des souches multirésistantes ou BMR,

(iiii) Isolement des bactériophages a partir des échantillons d’eau usée et de boues liquides et
semi-liquides,

(iiii)- Evaluation de leur pouvoir thérapeutique sur les bactéries multirésistantes par I’étude du

phagogramme et leur efficacité in vitro.

Enfin de rechercher le meilleur moyen pour assurer leur conservation en vue d’études plus
approfondies sur leurs propriétés antigéniques et médicales.
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INFECTIONS NOSOCOMIALES

1.1 Définition

Les infections nosocomiales (du latin nosocomium signifiant hopital) sont des infections
chez les patients hospitalisés qui n'étaient ni ne présentes ni en incubation au moment de
I'admission du patient a I'ndpital. En raison de la difficulté d'évaluer la présence d'une infection,
une approche pratique consiste a définir toute infection bactérienne comme nosocomiale si elle
devient apparente aprés 48 a 72 heures apres l'admission. Les infections virales avec des
périodes d'incubation bien définies peuvent étre plus facilement attribuées a une apparition

communautaire ou nosocomiale(Jenkins, 2017).

Pour les infections de stades opératoires (ou infections de site opératoire ISO), on accepte
comme nosocomiale, les infections survenues dans les 30 jours suivants I’intervention ou, s’il

y a mise en place d’une prothése ou d’un implant, dans 1’année qui suit I’intervention (Godin,

2012).

1.2 Modes de transmission

Il existe cing modes de transmission des microorganismes : par contact direct ou indirect,
par gouttelettes (toux, éternuement), par aérosols (ou voie aérienne), par un véhicule commun

(source unigue, comme la nourriture par exemple) et par un vecteur (insecte).

La transmission par les mains du personnel soignant est le meilleur exemple de transmission
par contact direct. Ce mode de transmission qui est le plus répandu, nécessite un contact
physique entre une personne infectée ou colonisée et un héte réceptif (ex. : SARM). Dans la
transmission par contact indirect, un héte réceptif entre en contact avec un objet ou une surface

contaminé qui sert de vecteur de transmission comme les spores de Clostridium difficile.

La transmission par gouttelettes projetées dans 1’air sur une courte distance (moins d’un
metre), d’un patient infecté a la muqueuse nasale ou buccale d’un autre patient est plus rare. La
transmission par voie aérienne désigne la dissémination de microorganismes dans 1’air qui
peuvent rester en suspension pendant de longues périodes (ex. : tuberculose, varicelle,
rubéole)(Martineau, 2009) (Figure 1).
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/
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I'ransmission

(contact direct, indirect )

Figure 1 : Chaine de transmission(Martineau, 2009.)

1.3 Principales infections nosocomiales (IN)

L’infection nosocomiale est trés variable, selon la région étudic¢e, le type de service

hospitalier et les patients concernés. Les sites les plus fréquemment infectés sont les sites

urinaires, opératoires et pulmonaires (Figure 02)(Courtault, 2014)

<

= |nfections urinaires

= Infections réspiratoires
Infections du site opératoire

= Infections bactériémie

= Autres infections

Figure 2 :Types d’infections nosocomiales.(Courtault, 2014)

1.3.1 Infections urinaires nosocomiales

L'infection urinaire est la plus fréquente des infections nosocomiales. Elle occupe le
premier rang avec 30a 40% des infections acquises a I’hopital, cela s’explique par 1’utilisation
courante des bandelettes urinaires (Dia et al., 2008). 80% de ces infections sont associees a la
mise en place d’une sonde vésicale, comme environ 15% des patients hospitalisés seront

sondés au cours de leur hospitalisation (Belhamal et al., 2020).
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1.3.2 Infections respiratoires

Elles Sont a la premiere place des infections dans les unités de réanimation et de soins
intensifs (Belhamal et al., 2020). Fréquemment, les facteurs de risque sont les dispositif invasifs
. ventilation mécanique, intubation trachéale ainsi les sondes naso-gastrique (42,1%)qui

peuvent causer 29% des infections nosocomiales pulmonaires (Dia et al., 2008).
1.3.3 Infections du site opératoire

Toute intervention chirurgicale peut se compliquer d’une infection du site opératoire
(1SO), qui résulte de la multiplication d’un agent infecticux. Cette infection représente la
troisieme cause des maladies nosocomiales (13,5%) (Belhamal et al., 2020;Drancourt et al.,
2004).

1.3.4 Bactériémies et septicémies

Les septicémies sont des affections graves, responsables d’une morbidité et d’ une mortalité
significatives a travers le monde. Le taux de mortalité observé varie entre 30 a 50 % des cas.
Leur importance clinique est souvent sous-estimée en Afrique subsaharienne. Ces affections
constituent une urgence diagnostique et thérapeutique. Elles sont généralement évoquées sur
des arguments cliniques, mais leur diagnostic repose sur I’isolement de germes par les
hémocultures (Accrombessyet al., 2014). Une bactériémie nosocomiale est définie comme
une hémoculture positive documentée plusse 48 heures aprés I'admission du patient associée a

la présence de signes cliniques évocateurs d’un état septique (Lakikza et al., 2018).

1.3.5 Autres infections

I1 existe de nombreux autres sites potentiels d’infections comme les infections de la peau
(ulcéres, brdlures, escarres), les infections de I’ceil et de la sphére ORL, les infections des
voies genitales, ainsi que les infections gastro-intestinales(Johnson et al., 2007; Samou Fotso,
2005).

1.4 Bactéries nosocomiales

Les bactéries représentent 90% des micro-organismes impliqués dans les infections

nosocomiales (Lakikza et al., 2018).

Les bacilles a Gram négatif constituent 60% des germes rencontrés, représentes

majoritairement par Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumanii. Les
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coques & Gram positif, quant & eux constituent 30% et sont représentées essentiellement par les

genres Staphylococcus et Enterococcus (Belhamal et al., 2020)(Figure 03).

Les trois principaux micro-organismes responsables des infections nosocomiales
représentent 50,3% des cas, avec Escherichia coli (26%), Staphylococcus aureus (15,9%) et
Pseudomonas aeruginosa (8,4%). A noter que les dix micro-organismes les plus fréquemment

rapportés représentent 75,9% des cas d’infections nosocomiales (Figure 03)

La persistance des bactéries sur les surfaces est représentée par le Tableau I.

Escherichia coli |
Staphylococcus aureus [N ;-
Pseudomonas aeruginosa || N :-
Klebsiella pneumoniae [N - ¢
Enterococcus faecalis || ~¢
Staphylococcus epidermidis || R -+
Enterobacter cloacae [ 3¢
Proteus mirabilis [l 3>
Clostridium difficile |l 27
Candida albicans [} 23

0 5 10 15 20 25 30

W % micro-organismes identifiés

Figure 3 :Pourcentage des micro-organismes isolés des infections nosocomiales en France
(Courtault,2014)

Tableau 1. Persistance des bactéries nosocomiales sur les surfaces

Type de bactérie Durée
Staphylococcus aureus 7 jours-7 mois
Acinetobacter sp 3 jours a 5 mois

Clostridium difficile (spores) 5 mois
Pseudomonas aeruginosa 6h-16mois/ sur planchers 5 sem
Enterococcus sp 5 jours a 4 mois

(Martineau, 2009.)
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1. RESISTANCE BACTERIENNE AUX ANTIBIOTIQUES

11.1 Définition

La résistance aux antibiotiques est la résistance d’une bactérie a un antibiotique auquel était
jusque -la sensible (Meskine et al, 2016). On peut dire aussi qu’une souche est résistante
lorsqu’elle est capable de supporter une concentration d’antibiotiques beaucoup plus élevee que
celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la méme espece (Pistes,
2002).

I1.2 Types de résistance

La progression de la résistance bactérienne aux antibiotiques cause des infections
difficiles a traiter et pose un probléeme de santé publique. Les bactéries résistantes sont
souvent la cause des infections nosocomiales aggravant le pronostic des malades, prolongent
leur hospitalisation et augmentent les codts de traitement (Billy, 2003).

On distingue deux types de résistance bactérienne :
% Resistance naturelle

La résistance naturelle ou résistance intrinseque est une caractéristique propre a une
espéce bactérienne et partagée par toutes les souches de cette espece. Elle peut étre due a la
présence d’un gene chromosomique commun a toutes les bactéries de I’espece. Pour chaque
classe d’antibiotique, il existe des especes bactériennes pour lesquelles 1’antibiotique est
inactif par défaut de cible ou d’acces a la cible. Ainsi, 1’absence de paroi chez les

mycoplasmes rend les B-lactamines inactives vis a vis de ces bactéries (Meskine, 2016).
% Reésistance acquise

La résistance bactérienne acquise a un antibiotique est un phénoméne qui apparait au
niveau des souches d’une espece donnée, normalement sensible a cet antibiotique. C’est
I’acquisition d’un facteur génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité a la
molécule qui lui était fatale. Elle peut donc se faire soit par mutation chromosomique soit par

acquisition des génes transférés d’un autre micro-organisme (Meskine, 2016).
*» Multirésistance

La définition de la multirésistance est difficile & établir. 1l est couramment admis de

parler de multirésistance lorsqu’une souche bactérienne a accumulé sur son profil sauvage de
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sensibilité aux antibiotiques des résistances acquises telles que la souche ne reste sensible

qu’a un nombre restreint d’antibiotiques utilisables en thérapeutique (Cattoen, 2015).

11.3 Bactéries multi-résistantes (BMR) et infections nosocomiales

Les BMR représentent 20 a 30 % des infections nosocomiales. L’utilisation massive des
antibiotiques a I’hdpital détermine une pression de sélection  favorisant
I’émergence des BMR. Chez les patients, cette pression de sélection améne une réduction des
flores commensale et saprophyte en faveur des BMR, soit en portage soit directement
impliquées dans des processus pathogénes. Dans I’environnement, la pression de sélection
exercée par les antibiotiques et antiseptiques renforce 1’émergence des bactéries les plus
résistantes. Ces réservoirs de BMR, environnementaux et humains, conjugués aux nombreux
facteurs de risque de transmission croisée de pathogenes en milieu hospitalier (densité de
population, fréquence des soins, mobilité des malades au sein de la structure...) favorisent

I’implication des BMR dans les infections nosocomiales (Errafyg, 2016).

Parmi les BMR impliquées dans les infections nosocomiales, on retrouve notamment :
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM), les entérocoques résistant a la
vancomycine (Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium), Pseudomonas aeruginosa
résistant (PAR) a la ceftazidime et aux carbapénemes, les entérobactéries (notamment
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae) résistantes aux céphalosporines de 3e génération
par haut niveau de production de céphalosporinase (HCASE) ou par sécrétion d’une béta-
lactamase a spectre étendu (BLSE) et Acinetobacter baumannii multirésistant (Errafyg,
2016).
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IlI. BACTERIOPHAGES

IT1.1 Définition

Les bactériophages font partie des virus. lls ont le mode classique de reproduction de
I’ensemble des virus qui ne peuvent se multiplier qu’aux dépens de cellules vivantes qu’ils
parasitent. Les bactériophages forment cependant un groupe particulier car ils n’utilisent que
les constituants des cellules procaryotes qui sont appelées bactéries hotes (Dublanchet Alain,
2017) et les archées (Ye et al., 2019) et n‘ont pas d'impact sur les tissus humains ((Hamzeh,
2014).

Les bactériophages sont présents partout sur la planéte et sont reconnus comme étant
I’entit¢ vivante la plus abondante sur Terre. Ils seraient dix fois plus nombreux que
les bactéries (Jonczyk et al., 2011). En effet, on estime entre 10°° et 10 bactériophages dans
notre environnement. IIs se retrouvent dans les océans, dans le sol, dans 1’eau potable et méme
dans la nourriture que nous consommons. Chaque phage contient son génome qui est enveloppé

dans une couche de protéines ou de lipoprotéines appelée capside (Kutter et Sulakvelidze, 2004)

II1.2 Structure et classification

111.2.1 Composition et structure

Les bactériophages sont de taille beaucoup plus petite que les bactéries. En générale,
leur taille varie de 20 a 300 nm. Ce sont des particules visibles uniquement au microscope
¢lectronique grace a [’utilisation de la coloration négative (Massali et al., 2016)
Les bactériophages possedent tous la méme structure générale(Figure 4) (St-Pierre-Lemieux,
2014) relativement simple composée de protéines (60%) qui encapsulent le génome (40%) (Ye
etal., 2019).

e L’acide nucléique porteur de I’information génétique sous la forme d’un ARN (Magin,
2019). Sachant que les phages a ARN sont plus stables que les phages a
ADN (Pierre-Collet, 2010).

e La capsule de protéine appelée capside permet au bactériophage de protéger son code
génétique contre le milieu et de faciliter I’entrée dans I’héte (St-Pierre-Lemieux, 2014).

e [’acide nucléique associé a la capside forme la nucléocapside que 1’on appelle aussi «
téte » du bactériophage. Dans certains cas, cette derniére peut étre entourée de lipides

et de protéines virales formant une enveloppe, on parle alors de phages « fragiles », a

9
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contrario des phages non enveloppés qui sont qualifiés de « résistants »(Guttman et al.,
2005)

e La queue rigide ou flexible de longueur variable, peut étre contractile ou non, elle
constitue un tube creux, recouvert d’une gaine protéique portant également quelques
enzymes (lysosomes) pour percer la paroi bactérienne (Bourema et al., 2014) (Figure
4).

111.2.1.1 Génome viral

L’information génétique portée par le génome viral est a 1’origine de la synthése des
protéines virales. Ce dernier est constitué d’une molécule d’acide nucléique (ADN ou ARN)
qui peut étre bicaténaire (double brin) ou monocaténaire (simple brin), segmenté ou non, mais

également linéaire ou circulaire (Magin, 2019) .

I11.2.1.2 Diversité des capsides

La capside, est une coque de nature protéique qui entoure le génome et est capable d'assurer
sa protection et sa persistance dans le milieu extérieur. Selon I’architecture de la capside, quatre

types de symétries sont représentées parmi les phages :

- Symeétrie hélicoidale : la capside est cylindrique. Les bactériophages ont alors une forme
de filaments ou de batonnets,

- Symétrie cubique ou icosaédre : la capside est a symétrie icosaédrique. Les
bactériophages peuvent alors apparaitre sphériques,

- Symétrie binaire ou phage caudé : la capside ou « téte » est a symétrie icosaédrique et
la «queue » est a symétrie hélicoidale,

- Symétrie complexe : la capside est de forme trés diverse, on parle alors de phage

pléomorphe,

Les variations de forme, de taille, de symétrie dans la morphologie des phages permettent de
les classer en sept groupes différents, eux- mémes scindés en vingt et un sous-groupes, parfois

composés d’éléments trés polymorphes (Magin, 2019)

10
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Téte cantenant 'ADN
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Figure 4 : Structure générale des bactériophages T4

I11.2.2 Classification
Actuellement, au minimum 5500 bactériophages ont été examinés au microscope

électronique et présentent des morphologies tres diverses (Kolenda et al., 2020).
La classification est basée sur la structure des bactériophages (Dublanchet, 2014)
Les critéres de classification sont :

- Lanature de I’acide nucléique (ADN ou ARN);
- La forme de la capside (icosaédrique ou tubulaire);

- La présence ou non d’une enveloppe (péplos) (Errafyg, 2016)

Plus de 5000 bactériophages ont été analysés et ces derniers sont classés (Barrette, 2015)
en Siphoviridae, Podoviridae, Myoviridae et phages filamenteux selon I’ICTV («International
Committee on Taxonomy of Viruses ») comme le montre la figure 5 et le Tableau Il (Ye et al.,
2019).
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Figure 5 : Principales familles des bactériophages selon ICTV (a-Siphoviridae b- Podoviridae c-
Filamentous phage) (Ye et al., 2019)

Tableau I1. Tableau de classification des principaux ordres de phages détaillant le type de
génome et les spécificités qui sont associées

Ordre Famille Symétrie Spécificité Génome Genre /espece | Exemple
Queue 6 sous-
Myoviridae longue et familles /39
contractile genres
Capsides Queue ADN db
Caudoviral icosaédriques | ongue mais | 1ON 6 sous-
audovirales | siphoviridae et queue non segmenté | familles /94
hélicoidales contractile et linéaire | genres
Queue 3 sous-
Podoviridae courte et non familles / 20
contractile genre
Ligamenviral | Lipothrixivirida | Capsides E_nveloppg ADN db 3 genres/8
e lipoprotéiqu S X
es e hélicoidales e lineaire especes
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Rudiviridae Depourvu Lgenre/3 |
d’enveloppe especes bk, & /
SIRV-1
Autres Familles n’étant rattachées a aucun ordre / phages regroupés selon la géométrie de leur capside
. ADN db
Corticoviridae Capside circulaire 1 genre I
complexe espece
PM2
Cystoviridae Enveloppe ARN db L genre /1
lipidique linaire espece
- Capsides Pas ARN sb 2 genres / 4
Cubiques iviri PN 9
g Leviviridae icosaédriques | d>enveloppe | linéaire espéces
S Pet't? ADN sb 4 genres/ 12
Microviridae capside non circulaire esnaces
enveloppée P
L Pas ADN db lgenre/5
Tectiviridae , P X
d’enveloppe | linéaire especes
Filamenteux | Inoviridae hélicoidales P?S ADN S.b 2 genres /43
d’enveloppe | circulaire especes
Plasmiviridae ! genre /1
Enveloppe espece
lipidique / ADN db
pas de circulaire
capsid 2 genres/9
Fuselloviridae especes
Capsides a
Pléomorphes symétries
complexes /
Bicaudaviridae ! genre !
espece
pas rattaché a le seul genre Salterprovirus
une famille g / 1 espéce

13
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lgenre/1
Ampullaviridae ﬁrfé[a\lirdeb espece
Globuloviridae Loenre /2 .‘
P PSV
Enveloppe 2 genres / 2 @
Guttaviridae -Nnvelopp ADN db especes 2
lipidique SNDV

(Magin, 2019)

IT1.3 Habitat

Tous les bactériophages participent a un vaste écosystéme dans une relation dynamique
avec tous les micro-organismes (Dublanchet Alain, 2017) .

La plupart des particules virales de différentes niches écologiques correspondent a des
bactériophages. Ces derniers sont fréguemment retrouvés dans le sol avec 107-10°phages/g
de sol et dans les environnements aquatiques avec 107particules virales par millilitre
d’eau. Dans le milieu marin, les virus constituent 94% du matériel génétique global et sont
15 fois plus nombreux que les bactéries et les archées. Dans toutes les niches écologiques,
I’abondance des bactériophages varie généralement avec la densité et la croissance des

bactéries. Cette relation est exprimée par le rapport du virus sur bactérie (RVB) (Essoh, 2013).
II1.4 Résistance dans I’environnement.

Dans les premieres recherches de d’Hérelle en 1921, le bactériophage qu’il étudiait
pouvait survivre a une température dépassant 65 °C, température Iétale pour la majorité des
bactéries non sporulées, et ce bactériophage était assez difficilement détruits par des agents
physiques (chaleur ou rayons ultra-violets par exemple) et chimique (antiseptiques par
exemple).

Depuis, la recherche a fait des progres, et a permis de comprendre qu’il n’existait pas un
unique bactériophage mais des milliers de type et que chaque bactériophage possédait des
caractéristiques différentes. Cependant, certaines caractéristiques sont communes a tous les
bactériophages, notamment leur résistance aux milieux extrémes, généralement meilleure que

celle des bactéries (Jacquet et al., 2010).
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ITL.5 Relation phage/cellule héte.

Les bactériophages reconnaissent a la surface de la bactérie des récepteurs spécifiques
auxquels ils se lient puis injectent leur matériel génétique a I’intérieur de la bactérie. Son
matériel génétique utilise le métabolisme de la bactérie afin de synthétiser les éléments viraux

nécessaires a la réplication des phages (Massali et al., 2016).

Tout d’abord, 1’adsorption du phage a son hote se fait généralement par 1’interaction entre une
protéine ou un complexe protéique retrouvé sur le phage et un récepteur spécifique a la
surface bactérienne.

L’attachement peut se faire au niveau des lipopolysaccharides, des protéines de la paroi

cellulaire, des acides téichoiques, des flagelles ou des pilis (Prescott et al., 2003).

Chez les lactophages du groupe 936 (qui infectant lactococcus lactis), 1’adsorption se
fait par un complexe protéique situé a l'extrémité de leur queue composé d’une protéine de
liaison au récepteur (PLR) et d’une plaque basale (Spinelli et al., 2020). Par contre , chez le
phage T4 (figure 06), le phénomeéne de la reconnaissance repose sur l’interaction spécifique
entre les fibres caudales du phage et les polysaccharides qui composent la couche externe de la

paroi des bactéries a Gram négatif (Madigan et al., 2007) ;

Figure 6 : Phages T4 adsorbés a la surface d'Escherichia coli,
vus au microscope électronique, (Baguelin, 2003).

I11.6 Cycle de multiplication des bacteriophages.

Lorsqu’un bactériophage a la capacité d’infecter une bactérie donnée, deux principaux

cycles sont possibles :

15



Revue bibliographiques

% Soit lytique les phages virulents ou lytiques’’ représentant prés de 90% des

bactériophages,

X/

¢ Soit lysogénique ’’les phages tempérés ou endogenes’ 'représentant environ 10%,
/

% Ou d’autres cycles dits chronique *’les phages filamenteux *’représentant moins de

1% (Errafyg, 2016) et pseudo-lysogénique (Magin, 2019).

Parmi tous les bactériophages existants, les plus étudiés sont le phage T4, appartenant aux
phages virulents, et le phage A, appartenant aux phages tempérés. Le type de cycle qui nous
intéresse pour les traitements thérapeutiques correspond au cycle des phages virulents, appelé

« cycle lytique » (Dublanchet, 2009). Nous les développerons dans cette partie bibliographique.

I11.6.1 Cycle lytique (phage virulent)

Le cycle lytique est un cycle de réplication virale qui va aboutir a la mort de la bactérie hote
en provoquant la lyse de cette derniére et la libération dans le milieu des particules virales (St-

Pierre-Lemieux, 2014). Le processus de cycle lytique peut étre décomposé en plusieurs phases
(fig. 7).

\ S eeee [0 Doy T "?‘v':
- - o | CD of ol
Fod Ry

Cycle lytique Cycle lysogénique

¢ Chromosome bactérien Cellule . Génome viral
S Bactériophage bactérienne = Division cellulaire

Figure 7 : Etapes de cycle lytique et lysogénique d'un bactériophage (Dufour et
Debarbieux, 2017)

111.6.1.1 Adsorption
Une souche de bactériophage spécifique est connue pour étre capable d'infecter une gamme
d'hétes étroite. Cette spécificité de l'interaction de la cellule bactérienne avec le phage est
déterminée par la spécificité d’'adsorption, qui a son tour dépend de la nature et de la structure

des récepteurs de la surface cellulaire bactérienne (Rakhuba et al., 2010). Les phages
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s’adsorbent en deux étapes La premiere, réversible, implique des interactions faibles de type

Van der Waals. A ce stade, le phage peut ne pas poursuivre I’infection de la bactérie si les
conditions environnementales ou intrinséques ne le permettent pas. Parfois deux récepteurs sont
impliqués dans 1’adsorption. Le premier fixe le phage trés en surface, par exemple une flagelline
d’un flagelle bactérien. Puis des changements conformationnels engendrés par cette liaison
modifient 1’organisation du support du récepteur qui va alors « tracter » le phage au contact
d’un second récepteur plus proche de la membrane bactérienne. L'emplacement et le type de
récepteur de surface des cellules bactériennes peuvent varier(Fokine and Rossmann, 2014) :
chez les bactéries Gram -, il peut s’agir des acides téichoiques de la paroi cellulaire, des
protéines flagellaires ou des lipopolysaccharides (LPS). Le site d’interaction phagique quant a
lui peut étre situé au niveau des fibres caudales (courtes ou longues) ou au niveau de la capside.
Cette fixation, réversible a son début via des interactions électrostatiques, devient donc
rapidement irréversible. Outre I’adsorption via le flagelle bactérien, certains phages peuvent

¢galement débuter leur infection en s’attachant au pili (Magin, 2019).

111.6.1.2 Injection

Une fois 1’adsorption terminée le processus de « tunnélisation » de la paroi bactérienne
débute immédiatement. Les phages disposent d’un équipement enzymatique et glycoprotéique,
adjacent a leurs sites de fixation, capable de perforer la paroi des bactéries. Les phages vont
étre confrontés au peptidoglycane bactérien. L’activation des équipements enzymatiques est
déclenchée par la cascade de modifications structurelles de la paroi du phage, provoquée par la
deuxiéme étape de 1’adsorption (Orlova, 2012) .La digestion du peptidoglycane se poursuit
jusqu'a la membrane bactérienne qui sera perforée de la méme maniére. L.’adhésion irréversible
produit un signal en cascade qui est transmis le long de la queue du phage, entrainant I'ouverture
du canal du connecteur et permettant a 1’acide nucléique du virus d’étre transporté dans le

cytoplasme bactérien tandis que la capside reste 1’extérieur (Plisson et al., 2007).

Une fois que I’ADN phagique linéaire est complétement entré dans le cytoplasme, il se

circularise pour éviter les défenses de la cellule hote contre I’ ADN linéaire.

111.6.1.3 Expression du génome phagique
Une fois que I'ADN du phage a atteint le cytoplasme, certains génes du phage commencent
a étre exprimés « genes précoces ». Les protéines exprimeées a partir de ces génes peuvent

inclure des polymérases nécessaires a la réplication de I’ADN phagique, des facteurs de
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transcription nécessaires a 1’expression d’autres geénes du phage et des enzymes dégradant

I’ADN de la cellule hote

I11.6.1.4 Assemblage et relargage
Apres l'expression précoce des genes, un nouvel ensemble de génes de phage est exprimé
«genes tardifs ». Les produits de ces génes comprennent les protéines structurelles (téte, queue

et fibres) qui composent les nouvelles particules de phage (fig. 7)

I11.6.1.5 Lyse cellulaire

Se produit lorsque des enzymes codées par un phage dégradent la paroi cellulaire et la
rupture de la membrane cellulaire. A I'exception des bactériophages filamenteux, dont les
particules virales sont libérées a partir de I'h6te par un mécanisme lié a la sécrétion qui maintient
I'intégrité des cellules bactériennes (Russel, 1995). Les phages induisent généralement une lyse
de bactéries infectées pour permettre I'échappement efficace de la descendance vers le milieu
extracellulaire. Les phages lytiques procedent essentiellement par deux mécanismes de base.
Les phages icosaédriques avec de petits génomes simple brin semblent utiliser un seul effecteur
de lyse, dont la fonction est d'inhiber une étape donnée de la synthese du peptidoglycane de la
paroi cellulaire bactérienne (Bernhardt et al., 2001). Cette stratégie requiert une croissance
active des cellules et la lyse semble étre une conséquence de la rupture de la paroi cellulaire en
développement, au niveau du septum (Bernhardt et al., 2002). Les phages a ADN double brin,
qui représentent plus de 95 % des virus bactériens connus, emploient au moins deux protéines
dont I’action coordonnée aboutit a la lyse efficace de la cellule hote au bon moment. Il s’agit
d’une petite protéine hydrophobe appelée holine qui s’oligomérise dans la membrane
cytoplasmique provoquant la formation de pores, et d’une endolysine, enzyme clivant des
liaisons du peptidoglycane de la paroi cellulaire. La lyse des bactéries Gram- infectées est, par
nécessité, sous I’influence de deux processus chronologiques finement régulés, aboutissant a la
destruction des trois couches de I'enveloppe cellulaire bactérienne : la membrane interne, le
peptidoglycane de la paroi cellulaire et la membrane externe. Toujours en adéquation avec la
diversité des phages, les premieres étapes de la lyse font appel a un systeme a double

composants (Cataldo et al., 2013).

Une seule cellule infectée peut produire 100 particules de phage ou plus lors de la lyse
(Poxleitner et al. 2018).
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II1.7 Phagothérapie

I11.7.1 Définition
La phagothérapie est ['utilisation des phages virulents afin de traiter et guérir
spécifiquement les infections d’origine bactériennes. Elle met a profit la propriété destructrice,
lytique,
situation pathogéne (Dublanchet, 2017) .

specifique de tel ou tel bactériophage vis-a-vis d’une bactérie en

Certains experts contemporains affirment que la phagothérapie peut étre plus efficace que
les antibiotiques dans certaines conditions cliniques : de ce fait, elle se voudrait une solution a
I’antibiorésistance (Fruciano, 2011) .

La synthese des avantages et des inconvénients de [’utilisation thérapeutique des

bactériophages est résumé dans le Tableau suivant :

Tableau I11. Synthése des avantages et inconvénients de 1’utilisation thérapeutique des

bactériophages

Caractéristiques

Avantages

Inconvénients

Spectre d’hote étroit

e Impact nul sur les bactéries non ciblées
(microbiote)
e Limitation du nombre de souches
susceptibles de développer une résistance a
un bactériophage donné

e Pour les approaches probabilistes,
cela implique 'utilisation de
cocktails de bactériophages pour
augmenter la couverture
antibactérienne

Grande diversité

o Probabilité élevée d’isoler un bactériophage
infectant une souche pathogéne

e Comme les antibiotiques, relargage
d’endotoxines (et autres) lors de la
lyse

Mécanisme d’action

e Activité bactéricide rapide
e Activité lytique indépendante de la
résistance aux antibiotiques
e Activité anti-biofilm de certains
bactériophages (capables de dépolymériser
les polysaccharides composant les biofilms)

Nature virale

(virus de bactéries)

e Diffusion prouvée dans un grand nombre de
tissus
e Incapacité a infecter les cellules eucaryotes
e Réplicatif : augmentation de la
concentration sur le lieu de I’infection
e Présents naturellement dans
I’environnement, il n’est pas nécessaire de
les fabriquer
e Isolement rapide de nouveaux
bactériophages possible (en quelques heures
ou jours) pour un grand nombre de
pathogenes

e Mise en jeu possible d’une
immunité humorale avec production
d’anticorps neutralisants
e Stabilité variable dans le temps,
influencée par les conditions de
stockage (pH, température, UV...)
e Capacité potentielle a induire du
transfert horizontal de genes par
transduction généralisée (facteur de
virulence, résistance aux
antibiotiques)
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111.7.1. Principe d’utilisation de la phagothérapie
Comme dans le cas de I’antibiothérapie, il existe deux possibilités de traitement par
phagothérapie, dont le choix varie selon que la bactérie pathogéne soit identifiée ou non :
« Soit la bactérie pathogene est inconnue, et on va alors traiter en probabiliste, en administrant
un cocktail de bactériophages et en misant sur la probabilité¢ que I’infection que 1’on souhaite
traiter soit causée par une bactérie qui sera ciblée par au moins un type de phages du cocktail ;
« Soit la bactérie incriminée est connue auquel cas un phagogramme sera effectué pour cibler

cette bactérie et choisir le phage lui correspondant. Cette deuxieme approche est préférable en

phagothérapie car les phages sont trés spécifiques d’une espéce donnée (Neurohr, 2016).

111.7.2. Avantages et inconvénients comparés de la phagothérapie et de I'antibiothérapie

Le Tableau IV présente une comparaison entre la phagothérapie et 1’antibiothérapie :

Tableau IV. Avantages et inconvénients comparés de la phagothérapie et de I'antibiothérapie

PHAGOTHERAPIE ANTIBIOTHERAPIE

Les phages se multiplient au foyer
infectieux, disparaissent avec les
bactéries. Une dose unique est
théoriquement suffisante.

Le cycle de reproduction est variable
selon le phage, la pharmacocinétique
est mal connue —applications
limitées aux foyers accessibles
localisés (plaies).

Les antibiotiques (ATB) sont
métabolisés in vivo et ont une
diffusion variable selon les
tissus.

La pharmacocinétique est bien
connue pour les ATB — les

Mode d’action et

Pharmacologie

modes d’administration (dose,
rythme, durée) sont précisés.

Un antibiotique a large spectre

Spécificité
Effets

secondaires

Impact

environnemental

Un phage ne s’attaque qu’a I’espece
bactérienne pathogéne ciblée —
respect des flores commensales.

Rareté des effets secondaires (fiévre,
céphalée) si la suspension phagique
est purifiée.

1.Peu de risque si les phages sont
naturels.

2. Risque existant avec des phages
modifiés génétiquement.
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est actif sur plusieurs especes
bactériennes — non-respect de
flores commensales (diarrhée,
mycoses).

Nombreux effets secondaires
(rénaux, cardiaques, digestifs,
allergiques, neurologiques...)
Risques d’autant plus importants
que les spectres d’ATB sont
larges et leur emploi massif
(utilisation dans 1’élevage).



Revue bibliographiques

Limites

Résistance

Production et colt

Efficacité

Indications

1.La bactérie pathogene doit étre Isolé 1.Les contre indications connues

e.
2. Absence de centre spécialise.

1.La résistance bactérienne aux
phages peut apparaitre en cours de
traitement—utiliser plusieurs phages
(« cocktail »).

2.Les phages restent actifs sur les
bactéries R aux ATB et ne les
sélectionnent pas.

1.Les phages naturels sont peu
couteux et rapidement utilisables.

2. Avec des phages génétiqguement
Modifiés — coftit important, possible,
délai...

L’efficacité est prouvée dans de
nombreuses études expérimentales
animales

Les indications sont mal définies et il
n’existe aucune standardisation pour
I'utilisation thérapeutique des phages.

I11.8 Résistance bactérienne au bactériophage

(toxicité).

2.Les résistances (R)aux ATB.
1- Les R des bactéries aux ATB
sont en augmentation pour
toutes les espéces et pour toutes
les classes d’ATB partout dans
le monde.
2- Les résistances sont souvent
multiples
1. La mise sur le marché d’un
nouvel ATB est trés longue et
trés couteuses.
2. Des intéréts actuels de
I’industrie Pharmaceutique
1- L’efficacité est reconnue si
les indications sont bien posées
2- Echec si la bactérie est
méconnue et/ou résistante.
3- Les études expérimentales
rigoureuses sont nombreuses
avec 1’autorisation de mise sur
le marché (AMM)

La prescription des ATB est
standardisée, les normes et
indications bien établies

(Dublanchet, 2014)

Comme avec les antibiotiques, les bactéries sont capables de devenir résistantes aux
phages (Dufour et Debarbieux, 2017).

Les protagonistes (phages-bactéries) entretiennent des rapports étroits qui assurent un

équilibre permanent de 1’un par 1’autre avec une succession de modifications. Comme au

cours de toute réplication génomique, il se produit spontanément des erreurs de copie appelées

mutations du matériel génétique bactérien ou phagique. Pour une bactérie, le hasard d’une

mutation peut modifier des récepteurs phagiques présents a sa surface. La bactérie devient alors

résistante au phage. Par le méme processus, le bactériophage est capable de s’adapter aux

stratégies de resistance bactérienne (Dublanchet, 2014).
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MATERIEL ET METHODES

I. MATERIEL ET METHODES
Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire central de I’EPH de Koléa et dans le centre
de recherche et analyse physico-chimique CRAPC a Bousmail durant une période allant du 27
mars au 1 juillet 2021.

Rappelons que notre étude a pour but d’isoler les bactériophages a partir des eaux

usées et de différents types de boues (liquide, semi-solide) et d’évaluer leur pouvoir
thérapeutique sur les bactéries multirésistantes vis-a-vis des antibiotiques. Ces derniéres ont
été isolées a partir de différents prélévements pathologiques et testées au préalable par

I’antibiogramme pour sélectionner les BMR

1. Matériel

1.1 Matériel biologique

Les microorganismes utilisés lors de cette expérimentation sont :

o Des bactériophages isolés des échantillons d'eaux,

o Des souches de références.

o Des souches clinique isolées de prélevements physiologiques (pus, hémoculture, liquide
plural, expectorations, LCR, urine, liquide d’ascite) a partir des patients hospitalises aux
unités de soins de I’hopital Fares Yahia de koléa.

Les souches de références récupérées de I’institut pasteur sont :

Une espéce Gram + : Staphylococcus aureus 25923 et deux especes Gram - : Escherichia coli

25922, Pseudomonas aeruginosa 25853

1.2 Matériel non biologique

Les produits chimiques, standards, étalons, milieux de culture, réactifs ainsi que les

équipements scientifiques utilisés lors de cette étude sont présentés en annexe 02.
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2. Méthode expérimentale

2.1 Souches hospitaliéres
2..1.1 Provence des souches

179 échantillons ont été prélevés a partir de différents échantillons pathologiques, pus,
hémoculture, LCR, crachats, liquides, gynécologiques et urines. Le Tableau suivant récapitule

les différents prélevements, natures et services concernés.

Tableau V. Origine des prélevements biologiques et services concernés

Chirurgie Pédiatre M.1 Nph Gyn M.In HD URG Total
ECBU 05 12 12 10 00 06 00 00 45
LCR 00 26 00 00 00 00 00 00 26
Hémoculture 01 10 06 03 00 02 11 05 38
Pus 08 08 04 00 01 01 02 04 28
KT 00 00 02 02 02 00 01 00 07
Expectoration 07 02 03 00 00 00 00 00 12
Liquide plural 05 02 03 00 00 02 00 01 13
Liquide d’ascite 00 02 02 00 00 00 00 02 06
Liquide de 00 00 00 01 00 00 03 00 04
dialyse
Total 26 62 29 16 03 11 16 12 179

Chiru. Chirurgie ; Pédi. Pédiatrie ; M1. Médecine interne ; Nph. néphrologie ; Gyn. Génécologie ; MIT. Maladie

infectieuse ; HD. Hémodialyse ; URG. Urgence médical
2.1.2 Méthodes d'isolement

A l'arrivée au laboratoire, les prélévements biologiques sont ensemencés par stries sur milieu
Sabouraud pour la mycologie et dans des boites de pétri contenant les milieux de culture suivant
: (GN), Hektoen, Chapman, gélose au sang (GSF), gélose au sang cuit (GSC), gélose a I'esculine

biliaire(BEA) pour l'isolement des bactéries (Figure 08).

Les boites sont ensuite incubées dans I'étuve a 37°C pendant 24 h, a I'exception de celles
contenant la GSC et GSF, qu’on les met avant dans une jarre en conditions capnophiles

(atmospheére enrichi en CO>) pour favoriser la multiplication des bactéries exigeantes.
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La jarre est placée ensuite dans 1I’étuve pour laisser incuber les boites a 37°C pendant 24 a

48h.

Figure 8 : Principe et résultat de la méthode d'isolement en quadrant.
A. Dépot de I'échantillon. B. Stries serrées sur la premiere moitié de la
boite (stries vertes). C. Apres avoir tourné la boite de 90°, des stries serrées
sont a nouveau effectuées sur une moitié de bofte stries rouges). D. Le
dernier quadrant est ensemencé sans rentrer au contact des quadrants
précédents. Cette technique permet d'obtenir dans le dernier quadrant des
colonies isolées schématisées en E et en pratique en F (Denis et al., 2016).

2.1.3 Techniques d'identification utilisées

Pour identifier les souches, nous avons procédé comme suit :

v' A I’examen a I’état frais par observation directe de 1’échantillon biologique entre
lame et lamelle a 1’objectif 40x10 sans coloration,

v" Ou apreés coloration de Gram

Le premier examen nous permet d’avoir une orientation de diagnostic de la bactérie en
cause. Il fournit des renseignements sur la présence ou non des germes, leurs morphologies,

ainsi que la mobilité des bactéries et des propriétés tinctoriales particuliéres aprés coloration de

Gram
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A/ Coloration de Gram

C'est la coloration de référence en bactériologie. Elle est réalisée comme suit (Denis et al.,
2016).

Sur frottis fixe a la chaleur puis a I'alcool:

o Etaler une goutte de suspension microbienne sur une lame

o Laisser bien sécher a I’air

e Recouvrir la lame avec du violet de Gentiane; laisser agir 1min.
o Par-dessus ajouter le lugol 1min

e Rejeter le lugol ;

o Eliminer les colorants et décolorer rapidement a 1’alcool 30sec
e Rincer a I’eau pour arréter la décoloration

« Recouvrir la lame de Fuchsine ou safranine 1 min

e Rincer a I’eau et laisser sécher a I’air (ou a la flamme)

e Observation a I’objectif X 100 avec ’huile @ immersion.

Les bactéries a Gram positif doivent apparaitre colorées en violet et les bactéries a Gram

négatif en rose.
© Mcrystal violet 1min € [liLugol min © [JAlcool 15sec © 17 Fuchsine 1min

I Laver lalame 5

® ® o @\ Gram-positive
© ‘ ° . pos
, -, |\ ___

o

Gram-negative

Figure 9 : Etapes de la coloration du Gram

B/ Principaux tests d'orientation

En fonction de I'aspect morphologique des colonies bactériennes, de la morphologie des
bactéries apres coloration, de leurs caractéristiques de croissance (vitesse, type respiratoire,

exigences culturales, etc.), de leur pigmentation, de leur odeur, de leur caractére hémolytique
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sur gélose au sang; qui nous oriente sur une famille bactérienne ou un genre bactérien en
particulier.

Dans le cas échéant compléter sa présomption de genre bactérien par des tests
d'orientation (type respiratoire, catalase et oxydase). (Denis et al., 2016)

+ Recherche de la catalase

Certaines bactéries ont la faculté de dégrader le peroxyde d’hydrogéne (H20>). En présence

d'une bactérie productrice de catalase, on observe a partir d'H202 une libération d'oxygene
gazeux selon la réaction :

[ H,O - H,O+% 0O ]

#+ Recherche d'une cytochrome oxydase

Un disque d’oxydase a été placé sur une lame bien propre et une colonie bactérienne a été
déposée avec une pipette Pasteur stérilisée au préalable. Au bout de 30 secondes, on note
I’apparition d’une coloration violette ce qui signifie que la bactérie est pourvue d’un
cytochrome oxydase. L’absence de la coloration violette signifie que la bactérie est dépourvue

de cette enzyme respiratoire (Figure 10).

i,

Figure 10 : test d’oxydase

4+ Recherche d’une nitrate réductase

Les bactéries, lorsqu'elles possedent une nitrate réductase, sont capables de transformer
les nitrates (NO3") en nitrites (NO2") et éventuellement en azote (N2).

Un bouillon nitraté (bouillon nutritif supplémenté de 1,5 % de nitrates de potassium) est
ensemencé avec la bactérie a étudier et incubé 18 heures a 37 °C.
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Aprés incubation, 3 gouttes d'une solution d'acide sulfanilique (Griess A) et 3 gouttes d'une

solution de naphtylamine (Griess B) sont ajoutées au bouillon. Si une coloration rose fugace

apparait (Figure 11), les nitrates ont été réduits au stade nitrites.

En I'absence de coloration, soit les nitrates ont été réduits au stade azote, soit la bactérie ne
possede pas de nitrate réductase. L'addition de poudre de Zinc (réactif de Zobell), va réduire les

nitrates en nitrites) et permet de trancher.

Si une coloration rose apparait, alors la bactérie ne possede pas de nitrate réductase. Si il n
y a aucune modification dans la coloration aprés ajout de zinc, alors les nitrates ont été réduits

au stade azote

WNITR, T¢ JON N TRATE

i

;
|
Mli

Figure 11 : Recherche d'une nitrate réductase

+ Milieu mannitol-mobilité

Le milieu mannitol mobilité permet d’étudier la mobilité des germes, et la recherche de la

fermentation du mannitol (produit de réduction du D-mannose).

A T’aide d’une pipette Pasteur, ensemencer le milieu par piqure centrale avec la souche a

étudier puis incuber a 37°C pendant 18h a 24h.
« Lecture:
- Virage de la couleur du milieu vers le jaune indique la dégradation du mannitol.
- Diffusion des germes autour de la piqure en tour-billant indique la mobiliteé.

+ Recherche d'une DNAse
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La mise en évidence de la production d'une DNAse est effectuée sur une gélose contenant

de I'ADN. Les bactéries sont ensemencées en réalisant une strie a la surface de la gélose. La
gélose est incubée 18 heures a 37 °C. L'hydrolyse de I'ADN est révélée en ajoutant de I'acide

chlorhydrique.

Lorsque I'ADN a été dégradé, un halo clair est visible au pourtour de la strie, alors que

I'ADN, sous l'action de I'acide, est a I'origine d'un précipité blanchatre.
+ Recherche d'une coagulase

La coagulation du plasma de lapin oxalaté par une coagulase s'effectue a partir d'un bouillon
enrichi comme le bouillon staphylocoagulase. Un bouillon de 18 heures incubé & 37 °C est mis
en contact volume a volume avec du plasma de lapin oxalaté pendant au moins 30 minutes a 37

°C. Si la bactérie possede une coagulase, il y a coagulation du plasma de lapin.
+ PASTOREX™ STAPH-PLUS (BIO-RAD)

C’est un test rapide d’agglutination sur lame pour la détection simultanée du facteur
d’affinité pour le fibrinogéne («clumping factor»), de la protéine A et des polysaccharides
capsulaires de Staphylocoque (Figure 12) (annexe 04)

Pa{storex ™ Staph-Plus
gény hvloce

Figure 12 : Test d’agglutination Pastorex Staph-plus
+ PASTOREX™ Strep (BIO-RAD)

C’est un test d’agglutination rapide (Figure 13) pour le groupage des streptocoques selon
la classification de Lancefield. Le test comporte des suspensions de latex spécifiques permettant
d’identifier les groupes A, B, C, D, F et G.
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L’identification des antigénes spécifiques de groupe par des antisérums homologues

nécessite une extraction enzymatique préalable (annexe 05).

Figure 13 : Test d’agglutination Pastorex Strep

C/ Identification par galerie APl SYSTEM

Nous avons procédé¢ a I’identification des différents germes par différentes galeries API.
Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne. Les réactions produites pendant
la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition
de réactif (\Voir annexe 06) (Tableau VI).

La lecture de ces réactions se fait a I'aide du Tableau de Lecture et I'identification est

obtenue en consultant la liste des profils de la notice ou a I'aide d'un logiciel d'identification.

Tableau VI. Galeries API SYSTEM

La Galerie API 20E

WA AW AW A N e 4
cwdman mo sorbmea sac meLdamy

em m‘m TOA »yu‘uﬂ IGEL

- est un systeme pour l'identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles

a Gram négatif non fastidieux,. La galerie APl 20E comporte 20 microtubes

contenant des substrats déshydratés.

Pour identifier directement les micro-organismes a partir des différents préléevements

cités précédemment, nous avons utilisé la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF
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Mode opératoire - Les microtube sont été inoculés avec une suspension bactérienne (trouble

correspondant au tube 0,5 de 1’échelle Mc Farland) qui reconstitue les tests.
- Ensemencement de la suspension bactérienne dans chaque microtube a 1’aide
d’une micropipette ou la pointe de I’embout est appuyé sur le coté intérieur
pour éviter la formation de bulles. Les microtubes des tests ADH, LDC,
ODC, H2S et URE ont été remplis par la suspension puis recouvrir d’huile
de paraffine alors que les microtubes CIT, VP et GEL ont été remplis par

I’inoculum jusqu’a la cupule, renfermer la boite et incuber a 37 C° pendant

24 heurs
La Galerie APl 20 NE
‘\, gL'\
= > -

- est un systéme standardisé pour I’identification des bacilles a Gram négatif
non entérobactéries et non fastidieux (ex : Pseudomonas, Acinetobacter,
Flavobacterium, Aeromonas etc.) combinat 08 tests conventionnels, 12 test
d’assimilation et une base de données

Mode - Les microtube sont été inoculés avec une suspension bactérienne (trouble
opératoire correspondant au tube 0,5 de 1’échelle Mc Farland) qui reconstitue les tests.

- Remplir les tubes (et non les cupules) des tests NOs a PNPG avec la
suspension précédente en utilisant la pipette ayant servi au prélévement.

- Ouvrir une ampoule d’API AUX Medium et y transférer environ 200 pl de
la suspension bactérienne précédente.

- Remplir tubes et cupules des tests GLU a PAC en veillant & créer un niveau
horizontal ou légeérement convexe, remplir d’huile de paraffine les cupules
des trois testes soulignés (GLU, ADH, URE), renfermer la boite et incuber a
29 C° pendant 24 heurs.

La Galerie API 20 Strep
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- est un systéme standardisé associant 20 tests biochimiques qui présentent un

grand pouvoir discriminant. Il permet de faire un diagnostic de groupe ou
d'espéce pour la plupart des streptocoques, entérocoques et pour les germes
apparentés les plus courants.

- La galerie APl 20 Strep comporte 20 microtubes contenant les substrats
déshydratés pour la mise en évidence d'activités enzymatiques ou de
fermentation de sucres.

Mode opératoire - Ouvrir une ampoule d’API Suspension Medium (2 ml) ou utiliser un tube
contenant 2 ml d'eau distillée sans additif. A I'aide d'un écouvillon, prélever
toute la culture préalablement préparée. Réaliser une suspension trés dense :
opacité supérieure & 4 de McFarland. Cette suspension doit étre utilisée
extemporanément.

- Dans la premiére moitié de la galerie (tests VP a ADH) répartir la suspension
précédente en évitant la formation de bulles

- pour les tests VP a LAP : environ 100 pl dans chaque cupule. pour le test
ADH : remplir uniqguement le tube.

- Dans la deuxiéme moitié de la galerie (tests RIB a GLYG) : - ouvrir une
ampoule d'API GP Medium et y transférer le reste de la suspension, soit 0,5
ml au minimum. Bien homogénéiser. - répartir cette nouvelle suspension
dans les tubes uniquement. Remplir les cupules des tests soulignés ADH a
GLYG avec de I'huile de paraffine en formant un ménisque convexe.

- Refermer la boite d'incubation. Incuber a 36°C + 2°C en aérobiose pendant
4HO00 - 4H30 pour une premiere lecture et 24 heures (+ 2 heures) si nécessaire
pour une deuxieme lecture.

La Galerie API1 20 Staph

0 Ol FRY MNI. MAL M\, TRE MAN  XLT MLL NIT "A\. i RAF XYL SA MOG  NAG 59: Yae

SYAFH

- est un systéme standardisé pour 1’identification des genres Staphylococcus,
Micrococcus et Kocuria comprenant des tests biochimiques miniaturisés
ainsi qu’une base de données.

- La galerie APl Staph comporte 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne

réalisée dans API Staph Medium qui reconstitue les tests.

32



MATERIEL ET METHODES

Mode - Ouvrir une ampoule d'APl Staph Medium. Préparer une suspension

opératoire bactérienne homogéne, d'opacité égale a 0,5 de McFarland. Utiliser
préférentiellement des cultures jeunes (18-24 heures).

- A l'aide d'une pipette ou d'une PSlpette, remplir les tubes de la galerie avec
API Staph Medium ensemencé. Ne remplir que les tubes et non les cupules,
sans dépasser le niveau du tube. Créer une anaérobiose dans les tests ADH et
URE en remplissant leur cupule d'huile de paraffine pour former un ménisque
convexe. Renfermer la boite d'incubation.
Incuber a 36°C + 2°C pendant 18-24 heures.
La Galerie APl 20 NH

—

h ;)“”/‘ : ‘
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est un systeme standardisé pour l'identification des Neisseria, Haemophilus
(et genres apparentés) et Moraxella catarrhalis (Branhamella catarrhalis)

comprenant des tests miniaturisés, ainsi qu'une base de données.

La galerie API NH comporte 10 microtubes contenant des substrats
déshydratés, pour réaliser 12 tests d'identification (réactions enzymatiques ou
fermentations de sucres), ainsi que la recherche d'une pénicillinase
(notamment chez Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae,

Moraxella catarrhalis (Branhamella catarrhalis) et Neisseria gonorrhoeae).

Mode opératoire - Ouvrir une ampoule d'AP1 NaCl 0,85 % Medium (2 mL) comme indiqué au
paragraphe "Précautions” (ampoule sans bouchon compte-gouttes). A l'aide
d'un écouvillon, prélever plusieurs colonies bien isolées et réaliser une
suspension d'opacité égale a celle de I'étalon 4 de McFarland, en veillant a
bien homogénéiser. Utiliser préférentiellement des cultures jeunes (18-24

heures).

Répartir la suspension bactérienne précédente dans les cupules en évitant la
formation de bulles .remplir uniqguement la partie tube des 7

premiers microtubes (PEN a URE) : 50 ul environ.

remplir tube et cupule des 3 derniers microtubes,LIP/ProA , PAL/GGT ,
RGAL/IND : 150 pl environ, en veillant & ne pas créer un ménisque convexe.
Recouvrir les 7 premiers tests (PEN a URE) d'huile de paraffine (tests
soulignés)

- Refermer la boite d'incubation. Incuber 2 @ 2 H 15 a 36°C = 2°C en

atmosphere aérobie
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2.1.4 Spectrométrie de masse

Récemment sont apparus sur le marché des spectromeétres de masse fondés sur la technologie
MALDI-TOF (matrixassisted laser desorption/ionisation-time-of-flight) (Figure 14) utilisant
des bactéries entieres et permettant l'identification bactérienne au rang d'espéce par

comparaison des pics protéiques obtenus avec les banques de données.

Accélération Mouvement
t I

Elecirodes Détecteur

Désorptionflonisation

IntenSité M

‘ miz

Temps de val

Figure 14 : MALDI -TOF Biotyper - CM de Bruker Daltonic (CRAPC) et
son Principe de fonctionnement

Ces solutions d'identification présentent l'intérét majeur d'étre tres rapides (quelques
minutes) et de pouvoir tester tres facilement plusieurs colonies d'une méme boite. La
spectrométrie de masse de type MALDI-TOF reposes sur I'analyse de I'ensemble des protéines
de chacune des bactéries. Le principe de la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF est
décrit a la figure 18 (Denis et al., 2016).

Trois étapes distinctes se succedent dans I'analyse par spectrométrie de masse :

++ ionisation/désorption : les colonies bactériennes ou le matériel a analyser sont déposés
sur un support et sont inclus dans une matrice (l'alpha-cyano 4-hydroxy cinnamique ou
I'acide sinapinique par exemple). Le complexe ainsi formé est bombardé par un
faisceau laser émettant dans la zone d'absorption de la matrice. Les ions gazeux alors
générés sont accélérés sous haut voltage dans un champ électrique qui les dirige vers

I'analyseur ;
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% l'analyseur permet de séparer et de classer les ions libres selon leur temps de vol, time

of flight (TOF) qui dépend du rapport masse/charge (m/z). Les ions présentant le

rapport m/z le plus petit sont les premiers a arriver ;

7

% le détecteur transforme le courant ionique en courant électrique. Le courant généré est
alors amplifié, numérise et enregistré sous forme de spectres de masse (rapport m/z en

fonction de l'intensité).

Afin de minimiser les interférences pouvant provenir de la collision de particules entre elles,

toutes ces opérations sont réalisées dans une enceinte soumise a un vide poussé.

La spectrométrie de masse MALDI-TOF permet I'identification de bactéries par I'étude de
leurs protéines totales.

Le dépodt peut étre realisé sous deux formes ; soit on part directement de la culture
bactérienne, soit on effectue au préalable une extraction des protéines. Quelle que soit la
méthodologie choisie, le dépdt est réalisé sous forme d'une couche mince sur un support, puis
recouvert de la matrice donneuse d'électron ; le tout sera ensuite bombardé par un faisceau

laser. Les spectres sont lus pour des masses comprises entre 2000 et 20 000 Dalton (Da).

Une banque de spectres est construite par plusieurs mesures d'une espece bactérienne ou d'une
souche connue sous différentes conditions de cultures. Un profil moyen est alors obtenu apres
mesure d'environ 20 spectres. Le logiciel génére automatiquement la liste des pics obtenus de
tous les spectres et extrait les pics typiques présents dans un certain nombre de spectres d'une
seule espéce. Selon les différentes études publiées jusqu'a maintenant, 95 a 97,5 % des
bactéries isolées dans les laboratoires de microbiologie sont identifiées correctement a l'aide
de la spectrométrie de masse MALDI-TOF. Ces résultats sont comparables (voire meilleurs) a

ceux obtenus avec des automates utilisant des méthodes conventionnelles.

L'identification d'un spectre inconnu est réalisée a l'aide d'un algorithme de reconnaissance
qui considére la position des pics dont I'intensité est comprise dans une échelle de 1 a 1000.
Une fois le spectre obtenu, il est comparé aux spectres de la banque de données en tenant
compte de la masse et de l'intensité des pics. Un algorithme statistique permettra alors de
donner Il'identification du micro-organisme. Les algorithmes, les bases de données et la

présentation des résultats different selon les constructeurs (Denis et al., 2016)

Trois automates sont actuellement commercialisés en France : le Vitek® MS (bioMérieux),
le Microflex® (Bruker) et le LT2-Andromas®.(Denis et al., 2016)
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Durant cette étude, nous avons travaillé avec le Microflex® (Bruker).

2.1.5 Etude de I'antibiorésistance
% Antibiogramme

Pour I’antibiogramme standard, nous avons testé la liste des antibiotiques recommandée
selon la standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle nationale 8¢me

édition parue en 2020).
La liste des antibiotiques a tester selon la bactérie isolée est reportée sur I’annexe N°=07.

La technique d’antibiogramme (diffusion de disque) pour chaque genre et especes de

bactéries est reportée sur le Tableau VII

¢ Milieu pour I’antibiogramme
- Le milieu adéquat (Tableau V1) étre coulé en boites de pétri sur une épaisseur de 4 mm
- Les géloses doivent étre séchées avant 1’emploi. (Figure 15)

¢ Préparation de I’inoculum
- A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprié, racler a I’aide

d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

Dans le cas de Streptococcus spp. Et d’Haemophilus spp, on utilise un écouvillon pour

prélever plus facilement les colonies bactériennes.

- Bien décharger I’anse ou 1’écouvillon dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9 %.
- Bien homogéneiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5 MF
ou une D.O de 0.08 4 0.10 lue a 625 nm.
s Ensemencement
- Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum
- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube afin
de décharger au maximum
- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut e bas, en stries
serrees.

- Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois

< Application des disques d’antibiotiques :
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- II est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90

mm

- Pour les bactéries exigeantes (Streptococcus spp, Neisseria gonorhoeae) ne pas mettre
plus de 4 disques par boites de 90 mm.

- Presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide de pinces bactériologiques stériles et ne pas

déplacer les disques apres application

+ Condition d’incubation :

Respecter la température, 1’atmosphére et la durée d’incubation recommandées pour

chaque bactérie (Voir tableau VII)

% Lecture :

- Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse.

- Pour les bactéries testées sur Mueller-Hinton simple, les mesures seront prises en
procédant par transparence a travers le fond de la boite de pétri fermée.

- Pour les bactéries testées sur milieu Mueller-Hinton au sang, les mesures de diamétre de
zone d’inhibition seront prises, boite pétri ouverte et bien éclairée.

- Comparer les résultats obtenus aux valeurs critiques,

- Classer les bactéries dans I’une des catégories Résistant (R), Sensible (S) ou Intermédiaire
)

Tableau VII : Technique d’antibiogramme (diffusion de disque)

Microorganismes Milieu Inoculum Condition
d’incubation
Enterobacteries, Gélose Mueller- 0.5 MF en eau 18 heures 35 C°
Pseudomon aeruginoa, Hinton physiologique Atmosphere
Acinetobacter spp, (Figure 16) ordinaire
Staphylococcus spp,

Enterococcus spp , Vibrio
spp, Aeromonas spp,
Plesiomonas spp, autres
bacteries non exigeantes

Streptococcus spp Gélose Mueller- 0.5 MF en eau 20-24 heures 35 C°
Hinton + 5% physiologique 5% CO2
sang de mouton
(Figure 16)
Neisseria gonorrheae Gélose GC+ 1% 0.5 MFentampon 20-24 heures 35 C°
supplément PBS 5% CO2
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Neisseria meningitidis Gélose Mueller- 0.5 MF en tampon  20-24 heures 35 C°

Hinton + 5% PBS ou eau 5% CO2
sang de mouton physiologique Atmosphere
humidifiée
Haemophilus spp Gélose 0.5 MF en eau 16-18 heures 35 C°
Haemophilus Test physiologique 5% CO2
Medium

Figure 15 : Antibiogramme sur MH simple et MH au sang
2.1.6 Stockage/conservation des souches
Le stockage des souches bactériennes est effectué a 4°C dans un milieu conservateur

afin de les maintenir en vie pour une réutilisation dans les étapes suivantes de I'étude.

Le milieu de culture est conditionné dans des tubes de 7 ml et I'ensemencement est
réalisé par piqlre centrale dans la gélose. La pipette Pasteur portant les colonies bactériennes

est alors plongée profondément dans la gélose. Ensuite, les tubes sont serrés et incubés a 37°C

pendant 24h puis stockés au réfrigérateur a 4°C (Figurel6).
- b .

%

Figure 16 : conservation des souches sur gélose conservateur
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2.2 Bactériophages

La figure 17 illustre le protocole suivi lors de notre expérimentation :
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Figure 17 : Organigramme du protocole opeératoire

2.2.2 Prélévement des échantillons

Les prélévements ont été effectués au niveau de la station d’épuration des eaux usées de Beni

Merad dans la wilaya de Blida située a I’Est de la route national N°1 a proximité de I’oued Béni

Azza. Cette station est a boues activées constuite sur six hectares et traite les eaux usées de la

ville de Blida. Les préléevements ont été réalisés comme suit :

e Quatre prélevements ont été réalisés a partir des eaux usées aprés déshuilage

e Deux prélévements a partie des Boues liquides,

e Un préléevement & partir des boues semi-solides dans des conditions du jour

(Tableau VIII), (Figure 18).
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Tableau VI11. Prélevements réalisés dans la station d'épuration de Beni Merad

Echantillon Date Heure Température Lieu de prélevement
Eau usée : 07/06/2021 9h15min D’eau : 14°C
02 flacons de 200 Du jour : 25°C
ml
20/06/2021 9h15min D’eau: 17°C

Du jour : 27°C

Boue liquide : 20/06/2021 9h20min Du jour : 27°C
02 flacons de 200
ml
Boue semi 20/06/2021 9h30min Du jour : 27°C
solide :
200¢g

Ces échantillons sont placés dans des flacons transparents stériles en verre en laissant
environ 1/10 du volume total du flacon pour I’air. L’échantillon a été transporté dans des

conditions isothermes de 4°C et manipulés le méme jour du prélevement.

Figure 18 : Echantillons d'eau usée, de boue liquide et semi-solide
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2.2.3 Isolement des bactériophages

Dans notre étude, nous nous sommes appuyes sur plusieurs methodes a partir de la
littérature se rapportant aux bactériophages des études antérieures pour élaborer un protocole

modifié que nous avons suivi.

La plupart des méthodes décrites dans cette section ont éeté élaborées chez SEA-
PHAGES (Poxleitner et al., 2018).

2.2.3.1 Filtration

Avant I’¢étape d’isolement, les échantillons ont été filtrés par la méthode de filtration
sur membrane a 1’aide d’un systéme de filtration de 300 ml stérile, muni d’une pompe a vide
(Figure 21 .) et en utilisant une membrane filtrante stérile de 0,22 um dont la taille des pores
ne laisse pas passer les bactéries mais peut retenir les débris cellulaires et elle permet le
passage des phages (Tableau IX).
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Tableau 1X. Méthodes de filtration suivies pour I'obtention des phages isolés

Echantillon Eaux usées
Méthodes Méthode 1 :

- 100 ml d'eau usée a été filtrée directement par systeme de filtration sur

membrane de porosité 0,22 um (Van Twest and Kropinski, 2009).

Méthode 2 :

- 100 ml d'eau usée a été centrifugée dans des tubes de 15 ml a 4500 tr/min
pendant 10 min ;

- Le surnageant a été filtré par un papier filtre 0,22 um (Van Twest et
Kropinski, 2009)

Echantillon Boue liquide

Méthodes - Avant la filtration, I'échantillon devait étre sédimenter environ 2h.

- Apres avoir obtenu environ 100 ml de surnageant qui a été filtré
traditionnellement en utilisant un coton dans un entonnoir et Erlenmeyer pour
éliminer les gros débris. Puis le filtrat résultant a été passé par une deuxieme
filtration par membrane de 0,45 pum et une 3éme filtration par membrane
0,22um (Poxleitner et al., 2018).

Boue semi- solide
- 10 g de boue semi-solide a été utilisée et mise en suspension dans 20 ml de
tampon SM (Annexe) qui était bien mélangée et restait au repos pendant 1-
30h a 2h pour la sédimentation.
Ensuite, on a récupéré le surnageant et on a fait la filtration de ce dernier en

utilisant la membrane 0,22um (Poxleitner et al., 2018).

Figure 19 : Systéme defiltration
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Tous les filtrats résultants « suspensions phagiques » ont été conservés dans des

bouteilles stériles en verre a 4°C jusqu’au moment de leur utilisation.
2.2.2.2.Enrichissement en bactériophages

Nous avons procédé a I'enrichissement en bactériophages comme préconisé par (Courtault,
2014.) éventuellement présents dans les eaux, en suivant les étapes suivantes :

L’échantillon filtré (F) est d’abord mis en contact avec la bactérie cible :

e Prélever 9 ml du filtrat F et les transférer dans 1 tube a essai stérile noté E (pour
"Enrichissement™) (Figure 20)

e Conserver le volume restant du filtrat F & 4 °C pour une utilisation ultérieure.

e Ajouter 1 ml de milieu Luria Broth (LB) 10x (concentré dix fois) aux 9 ml d’eau filtrée
du tube E.

e Al’aide d’une anse stérile, prélever un peu d'une culture bactérienne de la bactérie cible
et la resuspendre dans les 10 ml de solution du tube E.

o Fermer le tube et Incuber 24 h a 37 °C.

Figure 20 : Etape d’enrichissement en bactériophage

Les souches BMR vont se multiplier grace au milieu de culture. Si un ou plusieurs phages
capables d’infecter ces bactéries sont présentes dans les 9 ml de 1’échantillon d’eau, ils vont
I’infecter et s’y multiplier. Aprés 24h, un nombre suffisant de bactériophages pourront étre mis
en évidence.

Apres cette période d’incubation, le tube peut étre gardé 1 semaine & 4 °C.

«Elimination des bactéries du bouillon d'enrichissement (selon Courtault, 2014.)

Cette étape permet d’¢éliminer les bactéries qui n’ont pas €té lysées par les éventuels

bactériophages, en suivant les étapes suivantes :
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e On a filtré 5 ml du milieu d’enrichissement, en condition aseptique avec les seringues
de filtration de 0.22 pm de diamétre (Figure 21).
e Récupération de filtrat dans un tube a hémolyse stérile noté EF. Et Parafilmer.

e On a gardé notre filtrat EF a 4 °C. Les bactériophages sont relativement stables et la

préparation peut étre conservée au moins une année dans ces conditions.

Figure 21 : Filtration par seringue
2.2.3.3 Préparation des échantillons a tester pour la recherche de phages (selon
Droguet, 2021)

Diluer en série jusqu'a 107 le filtrat EF sous un volume final de 100 pl en tubes (Figure 22) ;

Figure 22 : Solution phagique diluée

2.2.3.4 Formation d’un tapis bactérien : double couche d’agar

Nous avons choisi la technique de la double couche d’agar pour effectuer le test antibactérien
avec les phages. (Selon Courtault, 2014.)

Cette méthode est plus rapide que I’étalement permet d’obtenir une distribution homogéne
des bactéries avec une accélération de diffusion des particules phagiques et le développement
de plague de lyse et donc les variations de la morphologie des plaques peuvent étre plus facile
a étudier.
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< Préparation des milieux de culture

Préparer les milieux de culture en suivant les étapes suivantes :

Sur le fond d'une grande boite de pétri stérile, tracer 1 cercle central de 1 cm de diamétre
et fractionner la boite en 8 parts égales (Figure.23) Noter sur la tranche : numéro poste
—nom bactérie testée — origine de 1’échantillon testé.

Couler dans la boite de Pétri 15 ml de gélose "dure” Mueller-Hinton maintenue en
surfusion a 55 °C.

Laisser la gélose se solidifier).

P
Ny

Figure 23 : Cadrant de la boite pétrie

< Préparation des cultures bactériennes a tester

On prépare les cultures bactériennes en suivant les étapes suivantes :

Préparer une suspension bactérienne en utilisant la méme bactérie que celle utilisée pour
I'étape d'enrichissement ou utiliser un bouillon de 6 h de la bactérie.

Sortir un tube de gélose molle Mueller-Hinton a 6 g/l, maintenue en surfusion a 55 °C.
Laisser redescendre la température de quelques degrés (environ 45 °C) ==> tube
pouvant étre tenu a main nue.

Inoculer la gélose molle 1égerement refroidie avec 0,2 ml de la suspension bactérienne.
Homogénéiser rapidement le contenu du tube (vortex)(Figure 24).

Couler immédiatement la gélose molle inoculée sur la gélose dure solidifiée. Laisser
solidifier.

Réaliser un isolement de la souche testée, a partir de la suspension, sur une gélose

Mueller-Hinton en petite boite de Pétri, afin de veérifier sa pureté.
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Figure 24 : Technique de double couche d’agar

O

< Titration des phages (Technique des spots)

Apreés solidification du tapis bactérien, 10 pl des suspensions phagique (EF) diluées en
série, 5 pl d’eau physiologique stérile (contréle négatif) et 5 ul de I’eau filtrée non enrichie F,
sont déposés sur le tapis bactérien, ainsi que centre 5 pl d’eau physiologique stérile (contrdle
négatif) (Figure 25). Une fois les gouttes séchées, la boite de pétri est incubée toute la nuit a
37°C. Le lendemain, les plages de lyse sont comptées et la concentration du phage est calculée

comme suit : selon (Martineau, 2009.)
ufp/ ml = Nombre de plage de lyse x dilution x 100

- Les boites peuvent étre conservées ensuite a 4°C

Figure 25 : Technique de spot

2.2.3.5 Tests de confirmation des bactériophages

Les bactériophages se sont donc multipliés en infectant des bacteéries incluses dans la couche
de gélose "molle".(Courtault, 2014.) Apres avoir découpé un fragment de gélose dans lequel on
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a pu voir que les phages se sont multipliés par I'apparition de plages de lyses, nous réalisons les

étapes suivantes (Figures 26) :

v' Les fragments sont introduits dans un bouillon nutritif préalablement inoculé avec la
bactérie hote specifique de ce phage.
v Un tube témoin de croissance de la bactérie hote a été inoculé également.

v' Les deux bouillons seront incubés pendant 5h a 37 °C

Figure 26 : technique de découpage de gélose

Aprés 18 h d'incubation :

v" On filtre sur une membrane de 0,22 um de diametre, le bouillon d'enrichissement
(bactérie + phages) afin d'obtenir un filtrat ne contenant plus que les phages,

v/ On réalise une dilution en série jusqu'a 1072,

v" On dénombre par la technique de référence : Incorporation dans 10 ml de gélose molle
en surfusion de 200 pl de la bactérie sensible + 100 ul de chacune des cing derniéres
dilutions.(Figure 27)
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v' Le résultat est obtenu aprés seulement 5 h d'incubation a 37 °C.

\ ﬂ‘,; 7 | D, .
4

Figure 27 : techniques des 4 derniéres dilutions

2.2.3.6 Efficacité in vitro

Selon Martineau (2009), I’efficacité d’un phage testée in vitro est un bon indicateur pour
procéder a la vérification de la capacité d’un phage a éliminer ou diminuer la quantité d’une

bactérie.

Il s’agit d’une amplification a 37°C et/ou a température ambiante (Figure 28) au cours
de laquelle la densité optique a 600 nm et la concentration des phages sont évaluées a chaque
heure afin de vérifier la capacité du phage a diminuer le nombre de bactéries viables dans le
temps. La lecture de I’absorbance a 600nm a été effectuée par un spectrophotométre UV-Vis

SPECORD 210 Plus

= —:'F"'“!—

Figure 28 : I’efficacité d’un phage testée in vitro avec 3
bactéries hote (CiF , Ecoli, KiP) a 37 C° et 4 27 C°
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2.2.4 Combinaison phage-ATB

La combinaison entre les phages et ATB est une méthode rationnelle pour lutter contre la
résistance aux ATB (Kebriaei et al., 2020).

Lorsque les phages infectent des bactéries cultivées en présence de doses sub-létales d’ATB,
les tailles des plaques de phages sont considérablement augmentées. Ce phénomene est connu
sous le nom de synergie phage-ATB ou PAS (Kim et al., 2018).

Pour realiser cette étape, nous nous sommes référes au protocole de Kim et al., (2018).

Dans un premier temps, la méthode de double couche d’agar déja décrite ci-dessus a éte
appliquée pour les phages. Aprés 15 min, les disques d’ATB ont été déposés a la surface de la

gélose et les boites ont été incubées a 37°C pendant 24h (Figure 29).

Figure 29 : technique de combinaison phage-ATB
2.2.5 Purification

Une seule méthode de purification a été testée (Martineau, 2009).
=+ Centrifugation

Afin de déterminer quelles sont les meilleures conditions de purification des phages en
terme de pureté et de pourcentage de récupération, une préparation de 20 a 25 ml de phages est
centrifugée a différentes vitesses soient, 8000, 12 000, 135 00 g (6000 rpm) pendant 1h.

Le surnageant est retiré, le culot resuspendu dans un tampon (SM), filtré (Millipore 0,22
um-GF) et la concentration de chaque culot et surnageant est évaluée par titration sur tapis
bactérien et comparée a la préparation initiale.
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2.2.6 Conservation des phages

Différentes méthodes de conservation telles que le stockage de lysats de phage bruts ou
purifiés a 4°C. La congélation et le stockage a -80°C ou dans de 1’azote liquide et enfin le
stockage des phages séches ou lyophilisés ont été utilisées dans différents laboratoires (Golec
etal., 2011). Dans cette expérimentation, on a conserve les phages purifiés et dans un tampon
SM a4°C
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RESULTATS ET DISCUSION

II. RESULTATSET DISCUSSION
1. Résultats du dénombrement

179 prélévements biologiques (pus, hémoculture, liquide plural, Cracha, LCR, urine, liquide
d’ascite) provenant de patients durant la période allant du 27 mars au 01 juillet ont été analysés
au niveau de I’EHP de kolea. 87 échantillons se sont révélés positifs. Le tableau suivant présente

les cas positifs en fonction des services.

Tableau X. Nombre de prélevements positifs / Service et par prélevements pathologiques

Chir.  Pédi. M. Nph Gyn M.IT HD URG | Total Positif

ECBU 05 12 12 10 00 06 00 00 45 18
LCR 00 26 00 00 00 00 00 00 26 02
Hémocu
01 10 06 03 00 02 11 05 38 26
Iture
Pus 08 08 04 00 01 01 02 04 28 22
KT 00 00 02 02 02 00 01 00 07 05
Crachat 07 02 03 00 00 00 00 00 12 07
Liquide
05 02 03 00 00 02 00 01 13 03
plural
Liquide
00 02 02 00 00 00 00 02 06 02
d’ascite
Liquide
de 00 00 00 01 00 00 03 00 04 02
dialyse

Total 26 62 32 16 03 11 17 12 179 87

Positif 18 20 15 08 02 09 09 06 87

Chiru. Chirurgie ; Pédi. Pédiatrie ; M1. Médecine interne ; Nph. néphrologie ; Gyn. Génécologie ; MIT. Maladie
infectieuse ; HD. Hémodialyse ; URG. Urgence médical

2. Résultats Isolement et identification des souches

Aprés incubation, les isolats bactériens ont montré divers aspects culturaux, en fonction
du milieu de culture utilisé, des tests d’orientation et des tests biochimiques et cela en fonction

de leur appartenance (toutes les photos sont originales).
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A/ Aspect des cultures

L’aspect des cultures des germes isolés dans cette étude est présenté dans le tableau

suivant :

Tableau XI. Aspect des cultures des germes isolés dans cette étude

Germes isolés

Aspect des cultures

Observation

Pseudomonas aeruginosa

Pigmentation verte dans le milieu
King A due a I’espéce
Pseudomonas aeruginosa qui a
produit cette pigmentation
pyoverdine

Enterococcus feacium

Des colonies d’un halo noir.
C’est un aspect des colonies des
entérocoques (transformation
d’esculine en esculétine)

Escherichia coli

Coloration orange qui signifie

I’acidification de milieu et la

dégradation de lactose dans le
milieu Hektoen par cette bactérie

Streptocoque pneumonie

Hémolyse alpha due a la bactérie
streptocoque pneumonie qui a
hémolyser partiellement les
globules rouges dans la gélose au
sang frais

Staphylocuccus aureus

La couleur jaune signifie
I’acidification de milieu
(dégradation de mannitol) par
cette bactérie

Citrobacter frendii

Des colonies centre noir signifie
que la bactérie elle est de H2S

52



RESULTATS ET DISCUSION

Des colonies vertes dans
I’Hektoen qui signifie que cette
bactérie elle est de lactose moins

comme Proteus mirabilis

Proteus mirabilis

B/ Coloration de Gram
Apreés la coloration de Gram, Sur les 87 isolats, nous avons observé au total 85 bactéries

et 02 levures (Figures 30 et 31) qui sont répartis comme suit :

- 41 bacilles a Gram négatif
- 43 Cocci a Gram positif
- 01 bacille a Gram positif (Bacillus)

- 02 levures Candida

BGP;1

CGP; 43
BGN; 41

Figure 30 : Résultat de la coloration de Gram

™~

T
.‘,'Q. é!}t' . .:.:3:
,:’ﬁ."’}\:‘x o> 2 »
iy v e b i
i i ; .
P a2 @

Figure 31 : a: Bacille & Gram négatif (BGN), b : Cocci a Gram positif (CGP), ¢ : bacille &
Gram positif (BGP), d : levure (Fungi) apres coloration de Gram

C/ Tests d’orientation
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e Tests de catalase et d’oxydase
Le bilan total des résultats du test de catalase et d’oxydase (Figure 32) est présenté dans
le tableau suivant :

Tableau XI1. Résultat du catalase et d’oxydase

Cocci gram positif Bacille a gram négatif
Catalase Positive Négative Positive Négative
21 23 41 -
Oxydase Positif Négatif Positif Négatif
- - 10 31
Orientation | Staphylococcus | Streptococcus | Pseudomonas | Entérobactéries
- Micrococcus | Enterococcus

Figure 32 : test d’oxydase positif

e Test de coagulase
Afin de pouvoir distinguer Staphylococcus aureus des autres bactéries a Gram positive
et catalase positive, on procéde a la recherche de la Coagulase (Figures 33). S. aureus est

coagulase positive

Figure 33 : Test de la coagulase +

e PASTOREX™ STAPH-PLUS
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Une agglutination en moins de 40 secondes (test positif) (Figure 34): S. aureus.

Figure 34 : Test d’agglutination (Pastorex staph-plus) :
facteur de liason au fibrinogéne = Clumping factor,
Protéine A Antigénes

e Test de la DNase
Afin de pouvoir distinguer le S. aureus des autres bactéries a Gram positive et catalase

positive, la recherche de la DNAse peut étre réalisée (Une enzyme capable d hydrolyser I’ADN
en nucléotides constitutifs) qui se traduit par I’apparition d’un halo clair visible au pourtour de

la strie DNase +. (Figure 35).

— e <
Figure 35 : test de DNAse

D/ Mini galerie et APl STAPH

La lecture et I’identification de ses réactions se fait a I’aide du catalogue analytique et

sont présentés dans les tableaux et les figures suivants :

Tableau XI11. Différenciation entre les Staphylococcus et les Micrococcus.

Staphylococcus Micrococcus

Glucose + -

55



RESULTATS ET DISCUSION

Tableau XIV. Principaux caractéres de la mini galerie

ADH NITRATE @ Coagulasse Mannitol

Staphylococcus aureus + + + +
Staphylococcus epidermidis + + - -
Staphylococcus haemolyticus + + - +

Figure 37 : la mini galerie de Figure 36 : la mini galeriede
Iespéce staphylococcus aureus I’espece staphylococcus epidermidis

Tableau XV. Résultats des tests positifs pour les différentes especes de staphylococcus dans

la galerie API Staph

Caractere © .
=) =) Ll - [®) w zZ |- — - _ LL | (@) Q I 1|
| z < @ | < | g W)= = a} x |
o | E|S|S|S|E|S|R|2[Z8|>|2|%|3|8|2(2|5|4
Bactérie
Staphylococcus | + | + | + | + | + | + | + | - -+ |+ |+ - - F|-|F]F+|+]| -
aureus
Staphylococcus | + | + | - | + | + | + | + | - -+ -]+ - -+ -+ |+ - -
haemolyticus
Staphylococcus | + | + | + | + | + | - - - -+ )+ |+ - -+ - -+ |+ | -
epidermidis

(
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Figure 38 : API Staph (espéce staphylococcus aureus)
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E/ Identification les bactéries a Gram positif et catalase négative

La figure 39 montre les résultats de I’identification des CGP catalase - :

Selon le type
d’hémolyse

— T

Alpha hémolytique Beta hémolytique Non hémolytique

Streptococcus pneumoniae S.pyogenes(A) Streptococcus du Groupe D
Streptococcus du groupe viridans S.agalactiae (B) Enterococcus

S.bovis

Transformation d’esculine en Test d’esculine sur BEA

eculétine pour les entérocoques \\ pour la différenciation

(halo noir) entre les Streptococcus du

Groupe D et les

Figure 39 : Résultats de I’identification des streptocoques et entérocoques
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F/ Test d’agglutination PASTOREX Strep
Le résultat du test d’agglutination PASTOREX Strep est illustre par la Figure 40.

00 ee
5@ @O0

_j Date.: Date.: Date.:

Figure 40 : Résultat de I’agglutination de streptocoque de groupe antigénique B

G/ galerie API Strep

Les résultats de la galerie API Strep sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau XVI. Caractéres positifs et négatifs des entérocoques et des streptocoques (API 20
Strep)

Caractére
< 2:' % :(I T < zZ [a] E

o Q 2 - o m ad Q 1] =) LL

= g O O g 8 ¢ < = I
Bactérie % T 8 z c & 9o £ 5 < xx < 2 o 5 E = é < o
Streptococcus + + . . . + . + + + + _ _ . + + . . . +
agalactiae
Streptococcus _ . + + + . + _ + + _ _ _ . + + + + + .
pneumoniae
Enterococcus + + + + - - - -+ o+ o+ - + + + + - - + -
faecalis
Ente_rococcus + + + + + - - + + + + + + - + + - - + -
faecium

H/ Identification les bactéries a Gram négative oxydase +

L’identification les bactéries a Gram négative et oxydase positive pour la confirmation
de I’espece Pseudomonas aeruginosa par la culture dans les deux milieux King A ET King B
(Figure 41,42), et par la galerie APl 20 NE ou bien Galerie API 20E (Tableau XVI1I) (Figure
43).
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Figure 42 : Pseudomonas aeruginosa Figure 41 : Pseudomonas aeruginosa
sur King A pigmentation verte sur King B pigmentation bleu

Tableau XVII. Résultat d’API 20 NE, API 20E pour Pseudomonas aeruginosa

Caractere

w [©]
= ® o DO I w o A g DO < W oo < [ a | = | F O
- O ¥ 24 0 w J e 2 g £ =z < o 2 E X
& Bactérie > o 2 5% 0o &8 05 5 s 6 35 s o &6
o
< Pseudomonas
aeruginosa + - -+ - -+ -+ - -t - ¥ o+ o+ o+ o+

Caractere

ONPG
ADH
LDC
obC
cIT
H2S
URE
TDA
IND
VP
GEL
GLU
MAN
INO
SOR
RHA
SAC
MEL
AMY

Bactérie

API 20 E

Pseudomonas
aeruginosa -

+
1
1

+
1
1
1
1
1

+

1

1

1

1

1

1

1

Figure 43 : API 20 NE Pseudomonas aeruginosa
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I/ Identification des bactéries Gram négative et oxydase négative

L’identification des bactéries GN et oxydase - par la galerie classique ou bien par la

galerie API 20E est présenté dans le Tableau suivant et les Figures de 45 a 47 :

Tableau XVII1. Caractéres positifs et négatifs des entérobactéries isolées dans I’API 20 E

o
z a4 >
> 5 838cg8 5223322 28%%gwm s ¢
Bactérie © « 1 0 O I >3 F = > 0 O = o X o < <
Escher!chla__++____+__++_++___+
coli
versinia L L 4 L L L L+ 4+ 4+ o+ o+ o+ ¥
aldovea
Prowder!ma____+_+++__+++_+__+_
reltgri
Klebsiella L 0 4 L 4+ 5 b+ o+ o+ o+ o+
pneumoniae
Enterobacte++_++____+_++_++++++
r cloacae
serraia 4 b b - 4+ - o 4+ 4+ 4+ o+ o+ 4+ o+
marcescens
Morganella L L L . . 4 ..
morgani
s e
mirabilis
Proteus . _ L 4 & o+ - 4+ o+ - xla
vulgaris
Proteus______+++__++____+___
penneri
Citrobacter . . 4+ . . . o+ - -+ s+ o4 o
frendii
AC|netobac:_t_____+_____++_____+++
er baumanii

298 wwwuwwwy

oa wo Sy, ey Ul o sonfmn s e fay e

AL L

Figure 444 : Morganella morgani
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Figure 455 : Serratia
marcescens

API* 20E

0:0,10;{;]!‘!“ ’%;'A b
O OO0 0NY | ’\l\‘"

L J!

R

Figure 477 : Enterobacter clocacae
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Le Tableau suivant récapitule les germes isolés et le nombre de souches trouvés pour
chaque groupe. Au total 20 espéces ont €té isolées dans les 87 prélevements positifs.

Tableau XIX. Nombre total des isolats par espéces identifiés dans cette étude

[ e T nombre dolats |

Escherichia coli 12
Pseudomonas aeruginosa 10
Klebsiella pneumoniae 05
Serratia marcescens 03
Morganella morgani 02
Proteus mirabilis 01
Proteus vulgaris 01
Proteus penneri 01
Enterobacter cloacae, 02
Citrobacter frendii 01
Acinetobacter baumanii 02
Yersinia aldovea 01
Providencia reltgri 01
Staphylococcus aureus 14
Staphylococcus haemolyticus 06
Staphylococcus epidermidis 01
Streptocoque de groupe D 04
Streptocoque de groupe B, 03
Enterococcus faecalis 09
Enterococcus faecium 06
85
streptococcus et enterbacteries
enterococcus / 37%
25% '
/ pseudomonas
14%

3. Résultats de ’antibiogramme

Le profil de résistance et de sensibilité vis-a-vis des antibiotiques des bactéries isolées

comme suit ;
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e Pour les Enterobacteriaceae (Figure 48,53-54) :

Les 41 souches des entérobactéries présentent une résistance tres élevée vis-a-vis de

’ampicilline et de I’amoxicilline. 11 souches sont résistantes a la céphalosporine de 3°M®

Amikacine).

i
<

AM

géneration (céfotaxime). Une forte sensibilité vis-a-vis des aminosides (Gentamicine,
M Résistant M sensible

Ll
o [=} %)
5] 5}
)
-
—
i
0
I om o
CN FO

X CTX AT GMI ciP FO
Figure 48 : Profil de I’antibiogramme pour les entérobactéries isolées

41

34
36

28
24
31

17

11
10

e Pour les Pseudomonas (Figure 49, 52) :

Les 12 souches de Pseudomonas aeruginosa présentent une résistance vis-a-vis des
ticarcilines et les ticarcilines avec 1’acide clavulanique. Sept (07) souches sont résistantes a la
ceftazidime (les plus intéressantes). Ces bactéries présentent une grande sensibilité aux

quinolones (Lévofloxacine, Ciprofloxacine) et a la fosfomycine.
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B Résistant M Sensible
S S 8
s 3 s 2 3 .
o0
~ ~
wn wn
<
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CAZ TIC TCC CT™M AK GMI FO ClP TOB PI AZM LE
Figure 49 : profil d’antibiogramme pour les Pseudomonas isolées
e Pour les Staphylococcus (Figure 50) :

Les 21 souches sont résistantes a la pénicilline, 20 a 1’oxacilline et 18 a la Céfoxitine.

Aucune souche n’est résistante a la vancomycine. Elles ont une forte sensibilité vis-a-

vis de la fosfomycine.

M Résistant M Sensible

21
20
18
21
18
17

14
16
12
12
16
13

11
10

11
10

11
10
10

11

~
n n
<
o0 32
o o
|
P OXA FOX GEN AK E CL L SP VA TElI CIP RIF TET FO COT

Figure 50 : Profil d’antibiogramme pour les staphylococcus isolés
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e Pour les streptocoques et les entérocoques (Figure 51)

Les 22 souches présentent une résistance élevée vis-a-vis de I’ampicilline et de la

streptomycine.

Une reésistance élevée aux macrolides (Erythromycine) est relevée dans cette étude. Deux

o o
- i
< <
- Ll
00 0
™ ‘ ™
E RIF FO C

sont résistantes a la vancomycine (les plus intéressantes).

Figure 52 : antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa résistante a la ceftazidime
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Figure 484 : profil de résistance de Klebsiella pneumoniae
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On a trouvé 25 souches de bactéries multirésistantes (BMR) qui appartiennent
principalement a 8 espéces représentees dans le tableau suivant :

Tableau XX. Récapitulatif des Bactéries multi résistantes (BMR) sélectionnées pour la suite
de I’étude

Espéces Nombre | Profil de résistance

05 Résistante a la ceftazidime
Pseudomonas aeruginosa
02 Multi résistante

04 Résistante a la méthicilline
Staphylococcus aureus
03 Multi résistante

Acinetobacter baumanii 02 Multi résistante

02 multi résistante

Klebsiella pneumoniae o . . FREIY
P Résistante a la 3éme génération de

01 . .
cephalosporine
01 multi résistante
Escherichia coli 01 Résistante a la 3éme génération de
céphalosporine
Citrobacter frendii 01 multi résistante
Enterococcus faecalis 01 Résistante a la vancomycine
Enterococcus faecium 01 multi résistante
Proteus mirabilis 01 R,e5|stante a.la 3éme génération de
céphalosporine
H Total 25

4. ldentification par MALDI TOF

La spectrométrie de masse de type MALDI-TOF a permis une identification plus précise

des isolats cliniques par rapport aux techniques d’identification biochimiques (I’erreur et estimé

4 5%).
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Cette technique nous a permis non seulement une identification rapide et précise des
différentes espéces isolées, mais aussi une différenciation entre les différentes souches de la

méme espece (Tableau XXI).

Tableau XXI. Identification des souches par MALDI TOF

Identification biochimique Identification moléculaire

Staphylococcus aureus ssp aureus DSM 3463 DSM

Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus ssp aureus DSM 4910 DSM

Pseudomonas aeruginosa 19955 1 CHB

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 THL

Pseudomonas aeruginosa DSM 50071T HAM

Pseudomonas aeruginosa 8147_2 CHB

Klebsiella pneumoniae RV_BA 03 B LBK
Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 9295 1

CHB

Escherichia coli DH5alpha BRL

Escherichia coli Rv412_Al1 2010 06a LBK

Enterococcus faecalis 20247 4 CHB

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis ATCC 7080 THL
Enterococcus faecalis ATCC 29212 CHB
Morganella morganii ssp morganii 15284 _1 CHB

Morganella morgani

Morganella morganii 9544 1 CHB
Staphylococcus haemolyticus DSM 20264 DSM

Staphylococcus haemolyticus Staphylococcus haemolyticus 10024 CHB

Staphylococcus haemolyticus 19 ESL

5. Résultats sur les bactériophages

Apreés avoir prélevé des échantillons d’eau et de boues liquides et semi liquides de la station
de traitement des eaux usées de la ville de Beni Merad mared, a Blida et aprés filtration, nous

obtenons les résultats suivants :
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5.1 Isolement des bactériophages

L’isolement des phages a ¢été réalisé dans le Centre de Recherche Analyse Physico-
Chimique CRAPC sur des échantillons de la station de traitement des eaux usées de la ville de

Beni Mered, en utilisant les isolats de bactéries de I’hdpital du Fares yahia de Kolea.

Les résultats d’isolats apres enrichissement (milieu Luria Broth LB concentré dix fois)

(Figures 55-56) sont presentés dans les tableaux suivants :

Figure 55 : Absence de trouble dans les 7 tubes
du ler essai apres 1’étape d’enrichissement

1"

=/

Figure 56 : Différence entre les tubes témoin a droite et les
tubes positifs a gauche

L’¢étape de I’élimination des bactéries du bouillon d'enrichissement qui n’ont pas été
lysées par les bactériophages par la technique des seringues de filtration de 0.22 um de diamétre

est illustrée par la figure suivante :
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Figure 57 : Résultat de la filtration par seringue des EF

Au total, nous avons obtenu 16 isolats de phages. Le détail du nombre, de la nature des

échantillons et des bactéries cibles sont présentés dans les tableaux suivants :

Tableau XXII. Nombre d’isolats de phages par bactérie cible

Bactérie cible Isolats

Psedomonas aeruginosa (PsA) 02
Staphylococcus aureus (SaA) 03
Klebsiella pneumonie (KiP) 04
Citrobacter frendii (CiF) 02
Escherichia coli (Ecoli) 04
Enterococcus faecalis (ERV) 01
Total 16
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Tableau XXII1. Nombre d’isolats de phages obtenu par échantillons

Essai 01
Date : 07/06/2021
Filtration par 0.22

pum

02
Date : 20/06/2021
Filtration par 0.22 pm

, , Boue A
Bactérie Eau usée Eau usée liquide Boue —semi solide

SaA - - - -
SaA - - - -
SaA - - - -
SaA + + - -
SaA - - - -
SaA - - - -
SaA - + - -
PsA - - - -
PsA + - - -
PsA - - - -
PsA - - - -
PsA - - - -
PsA - - - -
PsA - + - -
ERV + - - -
ERV - - - -
KIP
KIP
KIP - +
Ecoli + -
Ecoli - - - -
CiF + + - -
PrMm - - - -
Aci - - - -
Aci - - - -
Total 07 06 02 01
SaA ; Staphylococcus aure us, PsA ; Pseudomonas aeruginosa, ERV ; entérocoques
résistante a la vancomycine, KIP ; klebsiella pneumonie E..coli ; Escherichia coli, CiF ;
Citrobacter frendii, PrM ; Proteus mirabilis, Aci ; Acinetobacter baumanii
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Tableau XXIV. Nombre d’isolats par rapport aux 25 souches des BMR

Essai 01 : Essai 02 : Essai 02 : Essai 02 :
Eau usée Eau usée Boue liquide Boue solide

O O

[ |

Nombre d’échantillon, négatif ~ B8 Nombre d’échantillon, positif

5.2 Titration des bactériophages

Le tableau suivant représente le résultat du phagogramme par la technique de
double couche d’agar choisi comme test antibactérien des 16 isolats de bactériophages avec

leurs bactéries cible (Figure 58,59).
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Tableau XXV. Nombre de plage de lyse par especes
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Figure 58 : phagogramme d’E. coli dans ’essai 01 :
Présence de 04 plages de lyse

Figure 59 : présence deux plages de lyse
(phagogramme de pseudomonas aeruginosa)
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Aprés incubation a 37°C, le lendemain, les plages de lyse sont comptées et la
concentration du phage est calculée. Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau XXVI. Concentration de bactériophage /ml dans chaque préparations phagiques

Essal Isolats Concertation /ml
PsA 3200 ufp/ml
Ecoli 4800 ufp/ml
KIP 1600 ufp/ml
Eal?i o KIP 1600 ufp/ml
CiF 20800 ufp/ml
SaA 1600 ufp/ml
ERV 1600 ufp/ml
PsA 1600 uf/ml
KIP 4800 ufp/ml
02 KIP 8000 ufp/ml
Eau usée CiF 20800 ufp/ml
SaA 1600 ufp/ml
SaA 1600 ufp/ml
02 Ecoli 22400 ufp/ml
boue liquide Ecoli 11200 ufp/ml
02
boue semi— Ecoli 6400 ufp/ml
solide

5.3 Tests de confirmation des bactériophages

Apres apparition de plages de lyses traduisant la multiplication des bactériophages en
infectant les bactéries. Les résultats des tests de confirmation sont illustrés par les photos

suivantes :

e Apres découpage de la gélose de la plage de lyse (Figure 60)
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Figure 60 : pour Escherichia coli a gauche le témoin positif (LB + bactérie) a droite la
coupe de gélose de la plage de lyse sans trouble aprés incubation 5h

o Apres la série des dilutions, le nombre de plage de lyse est en diminution (Figure 61)

Figure 61 : résultat de culture de 3 derniéres dilutions de phage avec Citrobacter frendii
5.4 Efficacité in vitro

L’efficacité de lyse in vitro des phages est testée en milieu LB a 37°C et RT (room
temperature). Le phage est incubé avec sa bactérie héte en utilisant un faible MOI (~ 0,001=1
phage pour 1000 bactéries) et la densité optique est lue a toutes les heures jusqu’a ce que la

bactérie prenne le dessus (Figures 62,63).
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e Les courbes de croissance des trois bactéries klebsiella pneumonie (Kip), Escherichia
coli (E. coli) et Citrobacter frendii (CiF) avec le milieu d’enrichissement LB a 37 C°
sont présentées dans la figure 62. La DO (600nm) augmente chaque heure apres la

lecture ce qui signifie qu’il y a une croissance bactérienne.

37C°

0,5
0,4

8 0,3 & O
0,2

o Lo

0,1 |;| ——0 A

0 A 4 e
0 1 2 3 4 5 6
Heure

O—KiP —O—E,coli —A—CiF

Figure 62 : courbes de croissance des bactéries a 37 C° par heure

Les courbes ci-dessus représentent la lecture de la DO a chaque heure apres
I’ensemencement des phages avec une faible concentration des bactéries hotes (Kip, Ecoli, CiF)
dans le milieu LB a 37 C°.

Durant les trois 1 MU j] y a une croissance de ces bactéries. Aprés, on note que la
DO diminue due au potentiel lytique des phages.

Durant la 7™ heure, la DO = 0 pour Kip, Ecoli, ce qui signifie qu’il y a une disparition

totale de ces bactéries et & la 8™ heure pour Citrobacter frendii (CiF) (Figure 63).

37C°
0,07
0,05 O O
Q 0,03 E 5 R o
4 R
0,01 O 7
O—N—nN
0,01 ¢ 2 4 6 8 10
Heure

O— KiP 0O E,coli N—CiF

Figure 63: courbes de croissance des bactéries en présence des phages
Iytiques a 37 C° par heure
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La figure suivante représente les courbes de croissance des bactéries hotes (Kip, E. coli,
CiF) en présence de forte concentration des phages lytiques en (Kip, Ecoli, CiF) dans le milieu
LB a 27 C°. Durant les trois 1éres heures, nous avons noté une croissance de ces bactéries.
Aprés, la DO diminue due au potentiel Iytique des phages. Dans la 8™ h, la DO = 0 pour E.
col et dans la 9™ h pour Kip et CiF..

27C°
0,07
0,05
O

Q 0,03

0,01 g g e B

B—n—pn
-0,01 0 2 4 6 8 10
Heure

O—KiP —0O—E,coli —A—CiF

Figure 64 : courbes de croissance des bactéries en présence des phages
Iytiques a 27 C° par heure

5.5 Combinaison phage-ATB

La synergie entre phage-antibiotique qui est ’augmentation de la plage de lyse en

présence d’antibiotiques

Nos résultats démontrent que la taille de plage de lyse est augmentée en présence

d’antibiotique céfotaxime et I’amikacine.
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Discussion

De nos jours, les maladies infectieuses d’origine bactérienne ne sont pas bien controlées
par les médicaments actuels dus a la croissance des résistances aux antibiotiques. Pour cela
I’OMS a alerté sur le danger de cette menace (Morgane, 2019). Face a ce probléme, il serait
envisageable de réhabiliter et d’utiliser une thérapie ancienne : la thérapie par bactériophages,
une pratique qui peut offrir une alternative de lutte antibactérienne naturelle qui répond

spécifiqguement a cette problématique (Dublanchet et Patey, 2015 et Martineau, 2010).

En premier lieu, cette étude a isolé et identifié des microorganismes responsables des
infections nosocomiales a partir de 179 prélévements effectués dans 1’hopital Fares Yahia a

kolea puis nous avons dressé les profils des bactéries multirésistantes.

A partir des différents tests que nous avons réalisés, nous avons noté que les
prélevements sont souvent poly-microbiens. Nous avons isolé 87 especes bactériennes dont la
majorité appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae qui dominent avec un pourcentage
de 37%. Elles sont suivies des streptocoques et entérocoques 25 %, des Staphylocoques avec
24% et en dernier les Pseudomonas avec 14%.

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques nous a confirmé que parmi les especes
bactériennes isolées, 25 présentent une résistance aux différents antibiotiques utilisés comme
Pseudomonas aeruginosa résistante a la ceftazidime , klebsiella pneumonie, Eschirichia coli
résistante a la cefotaxime ,Staphylococcus aureus résistante a la methicilline , Enterococcus

résistante a la vancomycine. Acinetobacter baumanii a présenté une résistante plus éleveée.

En général et selon Strateva et al., (2009), les isolats cliniques de P. aeruginosa sont
moins sensibles que les entérobactéries a la plupart des classes d’antibiotiques, puisque
pratiquement tous les mécanismes connus de résistance aux antibiotiques s’y manifestent :
dérepression de la céphalosporinase AmpC chromosomique ; production de plasmide ou
d’integron- b-lactamases médiées de différentes classes moléculaires (carbenillinases et b-
lactamases a spectre étendu appartenant a la classe A, oxacillinases de classe D et enzymes
hydrolysantes carbapenem de classe B); perméabilité réduite de la membrane extérieure (perte
de protéines OprD); surexpression des systemes d’efflux actifs avec de larges profils de
substrat; synthese des enzymes aminoglycosides-modifiantes (phosphoryltransférases,

acétyltransférases et adéyltransférases); et modifications structurelles des topoisomérases Il et
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IV déterminant la résistance quinolone. Ce qui est inquiétant, ¢’est que ces mécanismes sont

souvent présents simultanément, conférant ainsi des phénotypes multirésistants.

Les B-blactamines constituent une famille d'antibiotiques tres largement utilisés en
clinique. Ces antibiotiques agissent en inhibant la synthése de la paroi bactérienne par fixation
aux protéines liant les pénicillines (PLP). La résistance des bactéries productrices de f-
lactamases a large spectre (BLSE: B-lactamases a spectre élargi) sont devenus un probléme de

santé majeur (Yala et al., 2016).

La majorité des BLSEs sont le résultat de mutations génétiques des P-lactamases
naturelles. lls sont tres actifs contre les pénicillines et modérément actifs contre les
céphalosporines de premiére génération. Les mutations génétiques a 1’origine des BLSEs
élargissent le spectre de ces enzymes et affectent également les céphalosporines de troisieme
géneération (ceftazidime, cefotaxime et ceftriaxone, etc.) et les monobactams (aztreonam)
(Tiemtoré et al., 2019).

Depuis I’apparition du SARM en 1961, la prévalence de ce type de souches de S. aureus
a augmenté de facon constante dans le monde entier. Les infections au SARM constituent une
préoccupation importante pour les patients des unités de soins intensifs. Comme il a été établi
auparavant, le SARM représentait pres de 60% de toutes les infections a S. aureus contractées
aux soins intensifs (Dibah et al., 2014).

S. aureus a développé différents mécanismes de résistance contre les agents anti-
staphylococciques. En particulier, les souches hospitaliére (et plus récemment communautaires)
ont développé une résistance croisée contre les pénicilline M (méthicilline et pareillement) par
la production de la protéine PLP2, liant les pénicillines qui possédent une faible affinité pour

ces molécules (Dumitrescu et al., 2010).

La résistance aux glycopeptides notamment la vancomycine est observée
principalement chez les entérocoques en particulier Enterococcus faecium et Enterococcus
faecalis, qui sont responsables d'infections séveres est difficile a traiter particulierement chez
les immunodéprimés (Lesens, 2009). Le mécanisme de resistance des ERV implique une
modification de la cible de cette antibiotique (les residus peptidyl Dala-Dala), le Dala étant
remplacé par I'acide D-lactiques (Lesens, 2009). Cette résistance a la vancomycine est codée
par le géne VanA. Ce géne est acquis est peut-étre transmis a d'autres bactéries cocci a Gram

positif comme les streptocoques et le staphylocoque doré (Lesens, 2009).
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Acinetobacter baumanii est aussi caractérisée par une grande variété de mécanismes de
résistance aux antibiotiques. Ces mécanismes de résistance se divisent généralement en trois
grandes catégories : (i) enzymes qui inactivent les agents antibiotiques principalement les béta-
lactamases qui hydrolysent et conférent une résistance aux pénicillines, aux céphalosporines et
aux carbapénémes. Cette bactérie produit aussi une céphalosporinase de type AmpC également
connue sous le nom de céphalosporinases dérivées d’Acinetobacter (ADC). (ii) Accés réduit
aux bactéries cibles (en raison de la diminution de la perméabilité de la membrane externe
causée par la perte ou la réduction de I’expression des porines, de la surexpression des pompes
a efflux multimédicamenteuses). (iii) Des mutations qui modifient les cibles ou les fonctions

cellulaires (altérations des protéines liant la pénicilline; PLP) (Manchanda et al., 2010).

La 2°™ partie de cette étude a pour objectif, d’isoler les bactériophages, de les appliquer

sur les bactéries multi résistantes isolées précédemment et les conserver pour screening et

génotypage.

16 phages ont été isolés a partir des prélévements d’eaux usées et des boues de la station
d’épuration de Beni Mered. 04 pour Klebsiella pneumonie (KiP), 04 pour Escherichia coli
(Ecoli), 03 pour Staphylococcus aureus (SaA), deux pour Pseudomonas aeruginosa (PsA), deux
pour Citrobacter frendii (CiF), et un seul phage isolé pour Enterococcus faecalis. Ces phages
ont été obtenus apres une filtration sur membrane de 0.22um et des étapes d’enrichissement et

titration pour faire ressortir a la fin le potentiel lytique de chaque phage isolé.

Nos résultats montrent que ce sont les eaux usées qui étaient les plus chargées en phages
que les boues, vu que I’extraction de ces virus a partir des boues comporte plusieurs étapes

avant la filtration ce qui diminue la concentration des phages dans ces échantillons.

L’utilisation des eaux et des boues comme source pour isoler les bactériophages a été
démontrée dans les travaux par plusieurs auteurs, nous citerons ceux de Bendaira and Brik,
(2015); Synnott et al., (2009), Martineau (2009) et Khan et al., (2002).

A Tokyo, les eaux usées provenant de la station municipale de traitement des eaux usées
ont aussi fait I’objet d’une étude de Synnott et al., (2009) pour isoler les phages qui ont présenté
des capacités lytiques contre Staphylococcus aureus provenant de lait de vache mastitique.

L’équipe de Cross et al., (2015) a adapté la méthode décrite par Van Twest and
Kropinski, (2009) qui consistait a isoler les bactériophages a partir du sol dans un tampon de
phage et filtré par un filtre de 0.22um pour éliminer les bactéries contaminantes. L’extrait filtré
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contenant les particules de phage d’ Arthrobacter qui est dilu¢ dans un bouillon 2 x LB avec les
bactéries spécifiques Arthrobactersp.KY3901 utilisées comme héte de propagation de phage a

donné des résultats prometteurs. Ce qui a été le cas dans cette étude.

Magin (2019) a exploré le potentiel des bactériophages dans le traitement des surfaces
en contact avec 1’eau, contaminées par un biofilm de P. acruginosa . Cet auteur a realisé
différents prélevements dans le but d’isoler des phages de I’environnement. Certains
¢chantillons sont issus d’eaux usées sur le site du CSTB (Nantes), d’autres de cours d’eaux,
riviéres ou encore de récupérateurs d’eaux de pluies et de réserves d’eaux. Il a utilisé dans les
méthodes d’isolement et de selection des phages d’inoculation standardisé en milieu LB,
amplification et suivi du titre des phage, méthode « spot test »le phagogramme pour
sélectionner les phages infectieux , afin d’obtenir 08 phages bien caractériseé contre P.
aeruginosa. Dans notre étude, nous avons suivi globalement les mémes étapes -afin d’obtenir

deux phages lytiques dirigés contre P. aeruginosa.

De plus, la spécificité reconnue de I’interaction d’un phage avec son hote bactérien
signifie que les chances de succes du traitement peuvent étre considérablement augmentées en
ayant plusieurs phages avec de fortes capacités lytiques et de larges gammes d’hote qui

complétent celles d’autres phages (Synnott et al., 2009).

Martineau (2010) a isolé des phages a partir des eaux qui ont été sélectionnés selon
leur capacité d’amplification, leur profil génomique et leur potentiel lytique envers différentes
souches bactériennes cliniques. Il a testé I’efficacité in vitro de ces phages isolés a 37C° et &
température ambiante. Les résultats étaient satisfaisants. Certains phages sont tres actifs car ils
maintiennent un niveau bas de bactérie hte pendant une longue période (>24h a 37°C
particulierement BP17 qui est efficace pendant 6 jours). Tous les phages testés rencontrent le
critére minimum de contréle du niveau bactérien, soit jusqu’ 6h, autant a 37°C qu’a
température ambiante (la plupart des phages laissent la bactérie prendre le dessus en 6h). Les
phages BP16 et BP17 présentent une trés bonne efficacité de lyse bactérienne a long terme a

température ambiante.

Notre étude a démontrer que les phages isolés sont plus efficaces et plus actifs a 37°C
qu’a 27°C. Les phages dirigés contre les bactéries Citrobacter frendii, Eschirichia coli,
Klebsiella pneumonie détruisent toutes les bactéries entre 7h-8h a 37C° et entre 9h -10h a
température ambiante. Dans les deux expériences les phages isolés possedent un bon potentiel

Iytique dirigé contre ces bactéries hotes.
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D’autre part, les travaux de Trojet en 2011 ont permis de caractériser le phénomene de
la Synergie Phage-Antibiotique « effet PAS ». Les phages utilisés pour ces travaux sont extraits
a partir d’urine d’enfant atteint d’une infection bactérienne urinaire et ont été testés avec ou
sans 1’antibiotique de céfotaxime a 30 ng/ml sur un tapis bactérien d’Escherichia coli AS19.
Les résultats obtenus montrent clairement que la taille des plages est directement liée a une
augmentation de la production de phage par la souche AS19 avec un titre d’environ 11 fois.

Nos résultats sont compatibles avec ces derniers, la taille de plage de lyse est augmentée

en présence d’antibiotique céfotaxime et I’amikacine.

Il existe trés peu de recherches publiées pour la conservation des bactériophages, Alvi
et ces collégues en 2018 ont réalisé une enquéte sur I’activité de cinq bactériophages a queue
JHP, RLP, RSP, SaPL et IttPL isolés de différentes sources d’eaux usées de Lahore au Pakistan
apres leur stockage a long terme. La nouveauté de leur étude est qu’aucun conservateur spécial
n’a été utilisé dans les solutions de phages. Le milieu choisi était le bouillon LB. En
comparaison avec d’autres études antérieures, les conditions de la conservation différent selon
le type de phage. La température a 4°C s’est avérée étre appropriée pour le stockage de ces
bactériophages, des résultats similaires décrits par d’autres travaux utilisant des phages a queue
sans lipides qui peuvent étre stockés pendant plus de 5 a 10 ans dans des conditions identiques
(Alvi et al., 2018).

Les résultats de la recherche de 1’équipe d’Alvi, (2018) sont similaires a une autre étude
de Merabishvili et al., (2009) qui n’a révélé aucun changement du titre des phages appliqués a
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa apres un an de stockage a 4°C. En effet,
aucun des phages étudiés n’a démontré une viabilité significative aprés un an de conservation
a température ambiante et a 37°C, sauf JHP ou une viabilité de 30% a été observée. lls ont
observé aussi une diminution de 25 a 71% et de 45 a 100% du titre de bactériophage, lorsque

les phages étaient stockés a -20°C et -80°C, respectivement pendant 1 an (Alvi et al. 2018).

Bien gue les phages représentent une grande espérance pour le traitement des infections
et leur utilisation strictement clinique dans certains pays européens; ’OMS ne mentionne
aucune approche de traitement possible par les phages face aux bactéries multirésistantes et
beaucoup de recherches restent a faire sur ce sujet (Bacteriophage.news, 2020b).
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CONCLUSION

La progression de I’antibiorésistance parmi les bactéries rencontrées en pathologie
infectieuse et le manque criant de nouveaux antibiotiques susceptibles de la combattre rendent
indispensable la recherche d’autres approches thérapeutiques. Parmi celles-ci, I’utilisation des

bactériophages est une des solutions les plus prometteuses.

Cette étude préliminaire porte sur I’isolement des bactériophages a partir des différents
¢chantillons d’eau usée et des boues liquides et semi-solide prélevés au niveau de la STEP de

la wilaya de Blida afin de les appliquer sur les bactéries multirésistantes.

Parmi les 179 prélevements pthologiques, 87 étaient positifs. Les résultats de

I’identification ont permis de caractériser 85 souches.

La résistance aux antibiotiques des germes isolés s’est révélée plus importante pour
25 souches, cela pourrait étre liée a la prise en charge des patients impliquant des soins invasifs,

a la pression d’antibiotique exercée et a un probléme de maitrise de I’environnement hospitalier.

Cing souches de Pseudomonas aeruginosa étaient résistantes a la ceftazidime et deux
souches multirésistantes. Pour Staphylococcus aureus, quatre souches étaient résistantes a la
méthicilline et trois souches multirésistantes. Pour Klebsiella pneumoniae, deux souches sont

multirésistantes et une souche résistante a la 3¢me génération de céphalosporine.

Pour Escherichia coli, une souche était résistante a la 3éme génération de céphalosporine.
Pour Enterococcus faecalis une souche était résistante a la vancomycine. Pour Citrobacter
frendii, Enterococcus faecium, Proteus mirabilis et Acinetobacter baumanii, étaient

multirésistantes.

La spectrométrie de masse de type MALDI-TOF a permis une identification plus précise

des isolats cliniques par rapport aux techniques d’identification biochimiques.

Cette étude a permis €galement d’isoler 16 phages a partir des eaux usées et des boues de
consistance variable distribués comme suit : 13 phages isolés a partir des eaux usées et trois

phages a partie des boues.

Le nombre d’isolats par bactérie cible était comme suit : Quatre phages contre klebsiella

pneumonie, quatre contre Escherichia coli, trois contre Staphylococcus aureus, deux contre
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Pseudomonas aeruginosa, deux phages contre Citrobacter frendii et un contre Enterococcus

faecium. Les phages isolés présentaient un bon potentiel lytique contre les bactéries hotes.

Le monde étant actuellement confronté aux infections nosocomiales difficiles a traiter,
les bactériophages représentent un potentiel médicinal naturel offrant une panoplie
d’applications relativement peu coiteuses et qui répondent en toute sécurité aux impératifs de

cette lutte antibactérienne en milieu hospitalier.

D’aprés les études précédentes, on peut estimer que 1’usage des phages a été mis en
évidence malgré la courte période d"étude et le trés peu d'essais in vivo. Par conséquent, la
recherche sur les bactériophages et leurs applications doit se poursuivre et ne pas s’arréter la.
Cette recherche présente des limites et nécessite beaucoup d’approfondissement afin d'atteindre

les objectifs fixeés.

Des nouvelles techniques et méthodes pour I’isolement et la caractérisation d’un

maximum des phages pourraient étre développés.
Comme perspectives :

v’ Caractérisation des phages en analysant leurs génomes (ADN ou ARN) avec
I’utilisation des techniques de biologie moléculaire.

v' L’étude de la pureté par I’évaluation le dénombrement des endotoxines pour les phages
de bactéries Gram négatif et idéalement le séquencage complet du génome du phage.

v L’étude de la Cinétique d’adsorption, cinétique de réplication et purification des phages

<

Une meilleure visualisation sous microscopie électronique a balayage
v L’application in vitro et in vivo des phages en vue d’une meilleure compréhension de

leurs effets.

Comme I’ont souligné Dufour et Debarbieux en 2017, la phagothérapie n’est pas une arme
thérapeutique universelle mais une alliée incontournable pour le futur. Elle doit faire I’objet
d’une évaluation approfondie et rigoureuse, unique condition a8 méme d’établir son champ
d’activité le plus efficace et le plus shr. Face a la progression de I’antibiorésistance, il s’agit a
ce jour de I’arme thérapeutique la plus prometteuse de par le polymorphisme et le mode d’action

de ses agents antibactériens.
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Annexe 01 : les autres cycles de multiplication des bactériophages

Cycle lysogénique (phage tempéré)
Certains phages ont la possibilité de choisir un cycle de vie différent nommé « cycle lysogéne
» qui different des phages lytiques. Dans ce cas deux issues possibles de 1’infection peuvent
se produire aprés 1’injection d’ADN (Poxleitner et al., 2018).
Le phage intégre son acide nucléique dans le génome de I’hote. Le phage est appelé prophage
et la bactérie est dite lysogene(Bourema et al., 2014)
Le prophage a la capacité d’intégrer son génome a celui de son hote (bactérie), de rester ainsi
« silencieux » et de se multiplier avec lui. Il est alors transmis a chaque cellule fille produite
lors de la division cellulaire jusqu’au moment ou, par induction, sous 1’influence de certains
facteurs environnementaux soit physico-chimiques (les UV, lesrayons X, les substances
chimiques...etc) soit biologiques ; le génome du phage s’échappe,on dit qu’il s’excise.
Déslors, le phage libéré entame un cycle complet a 1’instar des phages strictement
lytiques(Dublanchet, 2017).

1. PHAGE ADSORPTION
& DNA INJECTION

TN, iz T
S,

1 2. PHAGE DNA
CIRCULARIZATION

Q S
6. CELL LYSIS &
PHAGE RELEASE
<3 " e
e z LA @ 'y~ s i
3. PHAGE DNA
REPLICATION g?:.ﬁ;gNGAE’:I(V:E
5. DNA PACKAGING
& PHAGE ASSEMBLY
P i' ‘_’4\\
\o.\,\s\ = C‘;) T Se

4. PHAGE HEADS &
TAILS PRODUCTION &
MORE DNA REPLICATION

Cycle lysogéne (Poxleitner et al., 2018).
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+« Cycle chronique (phages filamenteux)

Le cycle chronique n’a été décrit que pour une espéce de phages, les phages M13 du genre
inovirus(Magin, 2019),Ce cycle se fait par des phages de forme filamenteuse a ADNsb qui
infectent les bactéries a Gram négatif (Karlsson et al., 2003).

% Cycle pseudolysogénique

Un autre état de réplication qui est moins mentionné est connu sous le nom de
pseudolysogénie : c'est a dire qu'un bactériophage se trouve dans un état de blocage qui peut
étre interprété comme un état de non choix entre un cycle lytique et un cycle
lysogénique((Dufour et al., 2016).
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> Chromosome bactérien cellule N Génome viral
@ Bactériophage bactérienne = Division cellulaire

Cycles chronique et pseudolysogénique d'un bactériophage (Dufour et al).
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Annexe 02 : matériels non biologique

e Gélose nutritif (GN), Hektoen, Chapman, Gélose au sang
frais (GSF), Gélose au sang cuit (GSC), Bile esculine azite
(BEA)

Mueller-Hinton (MH), Gélose mole MH & 6g/I, MH liquide
Luria Broth (LB), Luria Broth (LB) X 10

Gélose conservateur

BGT, BHIB

Gélose DNASE

King A et King B

Milieu de culture

Réactif e VP 1/VP2, TDA, Kovacs, Zim 1/Zim2, JAMES

e Cacl2, Mgso4

Produit chimique e Bleu de toluidine

- systeme de filtration
- Pompe a vide

- Autoclave

- Sécheuse

- Incubateur
Appareillage - Vortex

-  MALDI TOF

- microscope optique
- microscope électronique a balayage
- spectrophotometre
Bain marie

Fiole

Bicher

Flacon en verre
Tube en verre
Pipette pasteur

Verrerie

Boite pétri

Micro filtre 0.45um

Micro filtre 0.22um

Filtre seringue .0.22um

Papier wattman

Micropipette 1000ul, 200ul, 100ul, 50ul, 10ul
Cone stérile 200ul, 10ul

Huile de vaseline

Autre matériel
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Annexe 03 : composition de milieu du culture

Milieux de culture

Composition chimique (pour 1L)

Intérét d’utilisation

esculine azide)

Peptone pepsique de viande.....3 g
Extrait de

sodium..................... 0,25 ¢g
Esculine...............c.oooinl. lg
Citrate ferrique ammoniacal...0,5 g
Citrate de sodium............... lg

La gélose nutritive | - Tryptone .........cccccevvvviennne 59 La gélose nutritive ou gélose
- Extrait de viande ............ Ig ordinaire est un milieu non-
- Extrait de levure ............ 2g sélectif a usage genéral qui
- Chlorure de sodium ......... 5¢ permet la culture d’un large
- Agar agar........ccceeveieiinns 12g* éventail de microorganismes
(bacteéries et champignons)
qui ne sont pas trop
exigeants.
Milieu Chapman - Tryptone........cccoevvenee. 50 Le milieu de Chapman est un
- Peptone pepsique de viande...5 g | milieu sélectif, surtout utilisé
- Extrait de viande ............. 1g en microbiologie médicale,
- Mannitol ..................... 10g permettant la croissance des
- Chlorure de sodium ......... 75¢ germes halophiles. Parmi ces
- Rouge de phénol ........... 25 mg germes figurent au premier
-Agaragar..............oe.aen. 15 g? | rang les bactéries du genre
Staphylococcus, mais aussi
les Micrococcus, les
Enterococcus, les Bacillus, et
de rares bactéries a Gram
négatif.
Milieu Hektoen - Protéose peptone.............. 129 La gélose Hektoen est un
- Extrait de levure...........cco.... 3g | milieu sélectif pour
- Chlorure de sodium............. 5¢ Iisolement et la
- Thiosulfate de sodium........ 59 différenciation des bacilles
- Sels biliaires............. ......... 99 Gram (-) entéropathogenes,
- Citrate de fer ammoniacal....1,5g | en particulier les Salmonelles
- Salicing .....coooveveevieie, 29 sp. et les Shigella sp.
- Lactose ......ccoevvvirieiieen, 12¢g
- Saccharose ........ccccceeeeenen 12g
- Fuchsine acide...................... 0,1g
- Bleu de bromothymol...... 0,065g
AN 149
-pHfinal........cccocovevevrenn, 752
La gélose BEA (bile | Tryptone...................co.o..e. 17g | La gélose BEA est un milieu

d’isolement sélectif, utilisé
pour la recherche des
Enterococcus et
Streptococcus du groupe D.

! https://microbiologie-clinique.com/G%C3%A9lose-nutritive.html
2 https://microbiologie-clinique.com/HEKTOEN.html
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Chlorure de

La gélose au sang
frais (GSF)

La gélose au sang frais, est
constituée d’une base nutritive non
sélective a laguelle a été ajoutée 5%
de sang frais.

La gélose de base au sang et de la
composition suivante :

- Protéase peptone........... 15¢g

-pH=7,4+02

Elle convient a la culture de
certaines bactéries exigeantes
par exemple les
Streptococcus Neisseria
meningitidis, les
corynébactéries et bien sar
toutes les bactéries non
exigeantes, et permet de
mettre en évidence le pouvoir
hémolytique de certaines
bactéries (hémolyse alpha et
béta)

La gélose au sang
cuit (GSC)

La gélose au sang cuit posséde les
mémes éléments cités
précédemment pour la gélose au
sang frais sauf que les globules
rouges sont lysés a cause de
chauffage, ce qui apporte au milieu
deux facteurs de croissances

- Le facteur X ou hémine
(apporté par ’hémoglobine).

- Le facteur Vou NAD: la
coenzyme intracellulaire
Nicotinamide adénine
dinucléotide.* (“les milieux de
cultures,” n.d.)

La gelose GSC est utilisée
pour l'isolement d'organismes
tres fastidieux, tels que
Haemophilus influenzae,
ainsi que Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria
meningitidis. C’est bactérie
poussent tres bien sur ce
milieu une fois incubé a 30-
37° C dans un atmosphere
enrichi en CO, & 5%. °
Contrairement a la gélose
GSF ce milieu de culture ne
permet par la lecture de
caractere hémolytique des
bactéries.

La gélose Sabouraud

Peptones................... 10g
Glucose.......covviiiiiiiiinn. 40
g

Agar......oooiiiiiii 15
pH =5,6

il existe aussi :

e Sabouraud + chloramphénicol
e Sabouraud + chloramphénicol +
actidione

La gélose Sabouraud est une
gélose non sélective utilisée
pour cultiver les
champignons et plus
précisément en microbiologie
médicale, les levures, les
moisissures et les
dermatophytes.

Pour rendre ce milieu sélectif
pour les champignons on
ajoute un ou plusieurs
antibiotiques a large spectre,

3 https://microbiologiemedicale.fr/gelose-bea/
4 https://microbiologie-clinique.com/milieuxcultures.html#mnss
5 http://probiologiste.blogspot.com/2018/11/la-gelose-chocolat.html
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tels le chloramphénicol et la
gentamicine.

Enfin, on peut aussi ajouter
de I’actidione
(cycloheximide) pour inhiber
les moisissures et certaines
especes de levures et
permettre plus facilement
d’isoler les dermatophytes. °

La gélose MH
(Mueller-Hinton)

Hydrolysat acide de caséine

(peptone)........coevvevvennnn. 17,5 ¢g
Extrait de viande.................. 2¢g
Amidon......................l. 1,5¢g
Calcium...........c.ooevveninnn. 20a
25 mg

Magnésium.................. 10a12,5
m

Agar......oooiiiiiiiiiii, 15¢
pH=7,4 +/- 0,27

La gélose MH est un milieu
standardisé recommandé pour
1I’é¢tude de la sensibilité aux
antibiotiques des bactéries
peu exigeantes. Pour les
bactéries exigeantes, comme,
par exemple, les
Streptococcus, les
Haemophilus, Neisseria
meningitidis, on utilise une
gélose MH-F, c’est une
gélose MH enrichie avec du
sang défibriné de cheval et du
B-NAD (facteur V des
Haemophilus).

Luria broth

Composition (g) pouvant étre
modifiée pour 1 litre de milieu:
Tryptone: 10,0

Extrait de levure: 5,0

Sodium chlorure: 10,0

pH du milieu prét a I'emploi a
25°C:7,0+£0,2

Le milieu de culture LB (pour
lysogeny broth, bouillon
lysogéne) est un milieu non
sélectif de culture nutritif,
servant initialement a la
culture bactérienne. Les
milieux LB sont devenus un
standard dans l'industrie pour
la culture d'Escherichia coli.
IIs ont été fortement utilisés
en microbiologie moléculaire
pour la préparation de
plasmides d'’ADN et de
protéines recombinantes. Il
reste a ce jour, I'un des
milieux les plus utilisés pour
le maintien en vie et la

5 https://microbiologiemedicale.fr/gelose-sabouraud/
7 https://microbiologiemedicale.fr/gelose-mueller-hinton/
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culture de lignées
recombinantes d'Escherichia
coli. Il existe diverses
compositions de LB.

Tampon SM 137 mM NaCl 8,0 g/L Le tampon phosphate salin
2,7mM KCI 0,2 g/L (souvent abrégé PBS, de
10 mM Na2HPO4 1,42 g/L I'anglais phosphate-buffered
1,76 mM KH2PO4 0,24 g/L saline) est une solution

tampon couramment utilisée
en biochimie. Il s'agit d'un
soluté physiologique
contenant du chlorure de
sodium, du phosphate
disodique, du phosphate
monopotassique et un peu de
chlorure de potassium.
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Annexe 04 : PASTOREX™ STAPH-PLUS (BIORAD)

e PREPARATION DES ECHANTILLONS
Les échantillons utilisés avec ce test doivent étre purs et frais.

e REACTION D’AGGLUTINATION

- Déposer une goutte de réactif latex test dans un des cercles de la carte
d’agglutination

- Déposer une goutte de réactif latex témoin négatif sur un autre cercle.

- Prélever 1 a 3 colonies de coccis Gram-positifs catalase + avec une 0se ou un
batonnet en plastique, puis les émulsionner avec une goutte de latex pendant 10
secondes

- Procéder de la méme facon pour le réactif latex témoin négatif.

- Homogénéiser en effectuant un mouvement rotatif de la carte. La lecture doit se
faire pendant les 30 secondes qui suivent le début des mouvements rotatifs de la
carte.

e INTERPRETATION DES RESULTATS
+ Réaction positive

- Une réaction est positive lorsqu’il y a formation d’agrégats uniquement avec le

latex test, visibles a 1’oeil nu sous un éclairage normal, en moins de 30 secondes.
+ Réaction négative
- Dans le cas d’une réaction négative, la suspension ne présentera pas d’agrégats
et gardera son aspect laiteux.
+ Résultats non interprétables
- L’indication d’un résultat non interprétable est donnée dans le cas d’une
agglutination du réactif controle négatif. Dans ce cas, rechercher la présence de

la coagulase libre et de la DNAse thermostable
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Annexe 05 : Pastorex™ Strep (BIORAD)

e Procédure de test
e Préparation de I’extraction :

- Déposer 300 pl de suspension d’enzyme d’extraction dans un tube a hémolyse
pour chaque souche isolée a tester. En utilisant une 6se, émulsionner avec
précaution 5 a 10 colonies d’une culture fraiche de streptocoques dans la
solution enzymatique de maniere a obtenir une suspension homogene. Si le
diamétre des colonies est inférieur a 0,5 mm, augmenter 1’inoculum jusqu’a
I’obtention d’un trouble visible a 1’ceil nu.

- Incuber soit pendant 15 a 45 minutes a température ambiante (18-30°C), soit
10 & 30 minutes a 37°C.

e Procédure de groupage a partir d’une gélose au sang :

- Déposer 40 ul de solution d’extrait sur chaque cercle de la carte
d’agglutination.

- Agiter lentement les réactifs. En maintenant le flacon compte-gouttes a la
verticale, déposer une goutte de chacun des réactifs A, B, C, D, F et G a coté
de la suspension, sur la carte d’agglutination.

- A Tl’aide d’un batonnet mélangeur, mélanger la goutte de latex avec la
suspension sur toute la surface du cercle en changeant de batonnet entre
chaque réactif de latex.

- Agiter lentement la carte, horizontalement, pendant 1 minute maximum.

- Observer si une agglutination visible a I’ceil nu se forme dans un délai d’1
minute maximum. La taille des agglutinats et la rapidité de leur apparition

dépendent de la concentration antigénique de la suspension d’extrait.
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Annexe 06 : lecture de galeries APl (BioMerieux)

API 20

E

Tableau XXX : lecture de la galerie APl 20E

Wicro- caractére présent(s) dans fo | "evélateurs | ECUDR | aspect | aspect
B " résents caractére + || caractére -
tube racherché microtube P éventuellement
. ONPG, .
ONPG B-galactosidase B-thiogalactosidase Jaune inclore
Peptone de levure
Pyridoxal phosphate
ADH Arginine dihydrolase Acide aminé R d . é
LDC Lysine décarboxylase correspondant ouge de liaune & orang
o phénol (sauf LDC 24 h)
oDC Ornithine décarboxylase Glucose ?777?
Rouge de phénol
pH initial acide
L ) Citrate de sodium Bleu de
crr ilisation du oirate comme SeUle |lgjey de Bromothymol  |[Bromothymol || vert-jaune
(BBT) (BBT)
Production d'H:S  partir d peptons de précipité
HzS roduction d'zS a partir de thiosulfate de sodium  ||fer 1l X TR L |02 S de precipi
thiosulfate noir
fer 11l
Urée .
URE Uréase Rouge de - jaune
Rouge de phénol phénol
|TDA ||Tryptophane désaminase ”Tryptophane || Hchlorure de fer Il Hmarron Hjaune ‘
|IND ||Produclion d'indole ”Tryptophane || H.lames ou Kovacs _
Production de butan-dione, 3- g 1.
VP hydroxybutanone ou 2,3- pepmn{e :?Dp:t T-ol Eag;:l T-ol rose incolore
ldihydroxybutane pyruvate
GEL Gelatinase gélatine agglomérée carbone noir pas de dﬁusnop
avec du carbone du carbone noir
GLU
MAN peptone
INO Utilisation des glucides ou dérivés (|glucide correspondant
SOR correspondants Bleu de Bromothymol  ||Bleu de
RHA (glucose, mannitol, inositol, (BBT) Bromothymol |- ljaune
SAC sorbitol, rhamnose, saccharose, | Dans le tube Glucose  ||(BBT)
MEL méibiose, amygdaline, arabinose) |sont ajoutés des
AMY nitrates)
ARA
Réduction des nitrates en nitrites I 1-naphtylamine et
NO: dans la cupule GLU utilisation du tube Glu |- acide sulfanilique
N Réduction des nitrates en diazote |[utilisation du tube Glu Si NOz — alors
2 [dans la cupule GLU aprés lecture NOz poudre de zinc
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API 20 NE (BioMerieux)
Tableau XXXIX: lecture de la galerie APl 20NE

QTE RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS/ENZYMES
(mglcup.) NEGATIF | POSITIF
NIT1+NIT2/5 min
NO3 potasshum nitrate 0.136 réduction des Nitrates en nitrites incolore | : rose-rouge
Zn /5 min
réduction desNitrates en azote rose | incolore
JAMES / immeédiat
. " incolore
TRP L-tryptophane 02 formation d'indole (TRyptoPhane) vert pale / jaune rose
GLU D-glucose 1,92 fermentation (GLUcose) bleu & vert jaune
ADH L-arginine 1,92 Arginine DiHydrolase jaune orange / rose /
rouge
. orange / rose /
URE uree 0,76 UREase jaune rouge
ESC esculine 0,56 hvdrol | id ESCuli ‘aune gris / marron / noir
citrate de fer 0,072 ydrolyse (B-glucosidase) ( uline) ]
gélatine . pas de diffusion diffusion du
GEL (origine bovine) 06 hydrolyse (protéase) (GEL atine) du pigment pigment noir
PNPG 4-nitrophenyI-BD- 0,22 B-galactosidasev(Para-NitroPhényI—BD- incolore jaune
galactopyranoside Galactopyranosidase)
GLU D-glucose 1,56 assimilation (GLUcose) transparence trouble
| ARA| L-arabinose 1.4 assimilation (ARAbinose) transparence trouble
MNE D-mannose 1.4 assimilation (ManNosE) transparence trouble
MAN D-mannitol 1,36 assimilation (MANnRitol) transparence trouble
NAG N-acétyl-glucosamine 1,28 assimilation (N-Acétyl-Glucosamine) transparence trouble
MAL D-maltose 1.4 assimilation (MALtose) transparence trouble
GNT potassium gluconate 1,84 assimilation (potassium GlucoNaTe) transparence trouble
CAP acide caprique 078 assimilation (acide CAPrique) transparence trouble
ADI acide adipique 1,12 assimilation (acide ADIpique) transparence trouble
MLT| acide malique 1,56 assimilation (MaLaTe) transparence trouble
CIT trisodium citrate 2,28 assimilation (trisodium ClTrate) transparence trouble
PAC acide phénylacétique 0,8 assimilation (acide PhénylACétique) transparence trouble
(voir notice _ ~ ) .
OoX du test oxydase) cytochrome-oxydase (voir notice du test oxydase)
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API Staph (BioMerieux)

Tableau XLVIII : lecture de la galerie API Staph

TESTS COMPOSANTS ACTIFS QTE REACTIONS / ENZYMES RESULTAT
(mgfcup.) NEGATIF POSITIF
0 Aucun Témoin negatif rouge —
GLU D-glucose 1,56 (Témoin paositif) (D-GLUcose)
FRU D-fructose 14 acidification (D-FRUctose)
MNE D-mannose 14 acidification (D-ManlMNosE)
MAL D-maltose 1.4 acidification (MALtose)
LAC (orizi_ézclt)%i?ne) 14 acidification (LACtose) rouge * Jaune
TRE D-tréhalose 1,32 acidification (D-TREhalose)
MAN D-mannitol 1,36 acidification (D-MANnRitol)
XLT xylitol 14 acidification (XyLiTol)
MEL D-mélibiose 1,32 acidification (D-MELibiose)
MNIT 1+ NIT 2/ 10 min
NIT nitrate de potassium 0,08 Réduction des NITrates en nitrites incolore-rose pale rouge
ZYMA+ZYMB /10 min
PAL R-naphtyl phosphate 0,0244 | Phosphatase ALcaline |nco!ore‘ b?ige—‘rosé, Violet
violet trés péle
VP 1+VP2/10 min
VP sodium pyruvate 1,904 F\ng:(;tigrog;?:fg; méthyl-carbinol incolore-rose pale violet-rose
RAF D-raffinose 1,56 acidification (RAFfinose)
XYL D-xylose 14 acidification (XYLose)
SAC D-saccharose 1,32 acidification (SACcharose) rouge jaune
woo | e | g asaton (it
NAG N-acétyl-glucosamine 1,28 acidification (N-Acétyl-Glucosamine)
ADH L-arginine 1,904 | Arginine DiHydrolase jaune orange-rouge
URE urée 0,76 UREase jaune rouge-violet
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API Strep (BioMerieux)

Tableau LVI : lecture de la galerie API Strep

QTE RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS . REACTIONS/ENZYMES
(mgleup.) NEGATIF POSITIF
VP 1+ VP 2/jusqu'a 10 min (3)
) production d'acétoine
VP sodium pyruvate 1.9 (Voges Proskauer) Incolore Rose-Rouge
MIN / jusqu'a 10 min
HIP acide hippurique 0.4 |hydrolyse (acide HIPpurique) Incolore/Bleu pale Bleu foncé/Violet
' Gris-bleuté
4h 24 h 4h 24 h
Esc esculine 116 | hydrolyse B-glucosidase incolore | | éﬂf“:ﬁ . Noir Noir
citrate de fer 0,152 | (ESCuline) Jaune pale Gris clair Gris
ZYM A + ZYM B / 10 min (PYRA a LAP) (1)
au besoin décoloré par éclairement intense
acide pyroglutamique- ) ) Incolore ou
PYRA 2 naphtylamide 0’0256 PYRrolido nyl Arylam idase ____g@_"_g‘?f[ﬁﬂé'? -------------- -C?r-a-rjg-;t-e ---------
6-bromo-2-naphtyl-aD- ) !
aGAL galactopyranoside 00376 |a-GAladosicase | l_rlti[fl_o_rf: ___________________ leet __________
acide naphtol-ASBI- .
BGUR glucuronique 00537 | R-GlUcuRenidase ] I_rlric_n-l_o_rf: ____________________ B I-e_u- __________
RGAL 2-naphtyl-8D- 0.0306 |B-GALactosidase Incolore ou Violet
galactopyranoside | ~ | | . Vidletrespale L e
. Incolore ou .
PAL 2-naphtyl phosphate 00244 Phosphatase Alcaline | Violet _tf§§_EF?I_L'9_ --------------- leet ----------
LAP | L-leucine-R-naphtylamide | 0.0256 |Leucine AminoPeptidase Incolore Orange
ADH L-arginine 19 Arginine DiHydrolase Jaune Rouge
4h 24 h 4h 24h
RIB D-ribose 14 acidification (RIBose) Rouge Orange/ Orange/ Jaune
—_— ' Rouge Jaune
) - ) ] Orange/ Orange/
RA L-arabinose 14 acidification (ARAbinose) Rouge Rouge Jaune Jaune
. e . Orange/ Orange/
AN D-mannitol 1,36 | acidification (MANnRitol) Rouge Rouge Jaune Jaune
) - ) . Orange/ Orange/
SOR D-sorbitol 1,36 | acidification (SORbitol) Rouge Rouge Jaune Jaune
D-lactose e Orange/ Orange/
LAC (origine bovine) 14 acidification (LACtose) Rouge Rouge Jaune Jaune
. e Qrange/ Orange/
TRE D-tréhalose 1,32 | acidification (TREhalose) Rouge Rouge Jaune Jaune
- - . . Orange/ Orange/
Ny inuline 5,12 | acidification (INUline) Rouge Rouge Jaune Jaune
o ) Orange/ Orange/
RAF D-raffinose 3,12 | acidification (RAFfinose) Rouge Rouge Jaune Jaune
) - ) ! Orange/f Orange/
MD amidon (2) 2,56 | acidification (AMiDon) Rouge Rouge Jaune Jaune
GLYG glycogéne 1,28 | acidification (GLYcoGéne) Rouge ou Orange Jaune franc
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API NH (BioMerieux)

Tableau LVII : lecture de la galerie API NH

QTE RESULTATS
TESTS COMPOSANTS ACTIFS malcu REACTIONS
(mglcup.) NEGATIF POSITIF
bleu jaune
otassium Jaune-vert
1) PEN p I 1,36 PENicillinase jaune-bleu
benzylpenicilline .
(absence de (présence de
pénicillinase) pénicillinase)
2)GLU D-glucose 0,5 acidification (GLUcose)
3)ERU D-fructose 0,1 acidification (FRUctose) rouge jaune
4) MAL D-maltose 0,1 acidification (MALtose) rouge-orangé orange
5) SAC D-saccharose 05 acidification (SACcharose)
6) ODC L-ornithine 0,552 Ornithine DeCarboxylase IZL:;T;T bleu
7) URE urea 0,41 UREase jaune rose-violet
5-bromo-3-indoxyl- incolore bleu
8a) [LIP| caprate 0033 |LIPase gris pale (+ précipits)
4-nitrophényl-phosphate . incolore :
9a) | PAL 5CHA 0,038 Phosphatase Al caline jaune pale jaune
4-nitrophényl-BD- ; . .
10a) | BGAL| galaciopyranoside 0,04 R GALactosidase incolore jaune
ZYM B /3 min
L-proline-4-méthoxy- Proline Arylamidase jaune
8b) M B-naphtylamide 0,056 si LIP est +, ProA est toujours — (Srf:g?ﬂgli) orange
ZYM B /3 min
y-glutamyl-4-méthoxy- jaune
9b) Iﬂl R-naphtylamide 0,049 Gamma-Glutamyl Transférase orange pale orange
(jaune-orange si PAL +)
JAMES /3 min
10b) | IND | L-tryptophane 0,036 |INDole incolore rose
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Annexe 07 : La liste des antibiotiques a tester selon la bactérie isolée (document CLSI
M100 30th ed 2020)

VALEURS CRITIQUES DES DIAMETRES DES ZONES D’INHIBITION ET DES CMI
POUR Enterococcus spp et streptococcus spp

ANTIBIOTIQUE | Charge des disques Diameétres critiques (mm)
TESTES

R I S
Ampicilline 10ug 6 | - 17
Tétracycline 30ug 14 15-18 19
Vancomycine 30ug 14 15-16 17
Tiecoplanine 30ug 10 11-13 14
Gentamicine 120ug 6 7-9 10
Streptomycine 300ug 6 7-9 10
Ciprofloxacine Sug 15 16-20 21
Lévofloxacine 5ug 13 14-16 17
Erythromycine 15ug 13 14-22 23
Rifampicine sug 16 17-19 20
Fosfomycine 200ug 12 13-15 16
Chloramphénicol 30ug 12 13-17 18

VALEURS CRITIQUES DES DIAMETRES DES ZONES D’INHIBITION ET DES CMI
DE Staphylococcus spp

ANTIBIOTIQUE | Charge des disques Diameétres critiques (mm)
TESTES
R I S
Pénicilline 10ug 28 | - 29
oxacilline | - | e e e
Cefoxitine 30 ug 21 | - 22
Gentamicine 10ug 12 13-14 15
Amikacine 30 ug 6 | - 18
Erythromicine 15ug 13 14-22 23
Clindamycine 2ug 14 15-20 21
Vancomycine CMI | e e e
Ciprofloxacine Sug 15 16-20 21
Rifampicine Sug 16 17-19 20
Tetracycline 30ug 14 15-18 19
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VALEURS CRITIQUES DES DIAMETRES DES ZONES D’INHIBITION ET DES CMI
DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

ANTIBIOTIQUE | Charge des disques Diametres critiques (mm)
TESTES
R I S
Ticarciline 75 ug 15 16-23 24
Ticarcilline+ 75/10 15 16-23 24
Ac clavulanique
pipéracilline 100ug 14 15-20 21
Aztréonam 30ug 15 16-21 22
Amikacine 30ug 14 15-16 17
Gentamicine 10ug 12 13-14 15
Tobramycine 10ug 12 13-14 15
Ciprofloxacine Sug 18 19-24 25
Lévofloxacine 5ug 14 15-21 22

Fosfomycine | =m0 ] seeeeee | e e

VALEURS CRITIQUES DES DIAMETRES DES ZONES D’INHIBITION ET DES CMI
DES ENTEROBACTERIES

Charge des Diameétres critiques (mm)
ANTIBIOTIQUE | disques
TESTES R ' S
Ampicilline 10 ug 13 14-16 17
Amoxicilline+ 20-10ug 13 14-17 18
Ac clavulanique
Céfazoline 30ug 19 20-22 23
Céfoxitine 30ug 14 15-17 18
Céfotaxime 30ug 22 23-25 26
Aztréonam 30ug 17 18-20 21
Amikacine 30ug 14 15-16 17
Gentamycine 10ug 12 13-14 15
Ciprofloxacine Sug 21 22-25 26
30 ug 12 13-17 18
Chloramphinicol
Fosfomycine 200ug 12 13-15 16
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