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RESUME

L'environnement des patients dans les établissements de soins de santé s'est révélé étre
un réservoir de micro-organismes multi résistants potentiellement dangereux pouvant
entrainer des infections nosocomiales. La nécessité de lutter contre ces infections

nosocomiales a conduit a un regain d'intérét pour la recherche de nouveaux antimicrobiens.

150 échantillons ont été prélevés a partir de plusieurs sites de I’environnement
hospitalier des services : de néphrologie, de chirurgie vasculaire, d’urologie et du bloc
opératoire d’un établissement hospitalier spécialisé situé dans la wilaya de Blida durant la

période allant du mois de Janvier 2023 jusqu'au mois de juin 2023.

L’ensemble des prélévements étaient positifs et étaient répartis comme suit : 28% dans
le bloc opératoire, 26,67% dans le service de néphrologie, 23,33% dans le service de chirurgie

cardiovasculaire et 22% dans le service d'urologie.

Parmi les souches bactériennes isolées a Gram négatif, les entérobactéries étaient
prédominantes avec un taux de 60,53% suivies par d'autres bactéries a Gram négatif avec un
taux de 20,18% puis par les Pseudomonas avec un taux 14,91% et enfin par les Acinetobacter
avec un taux de 4,39%.

L'évaluation de la sensibilité et de la résistance aux antibiotiques a montrée I'existence
de souches résistantes dont 98,55% d’entérobactéries résistantes a ’AMP, a ’ATM et a
I’AMC. Pour les Pseudomonas, des souches ont présenté une résistance a la TC et a I’ATM et
au TIM. Les souches d’Acinetobacter ont montré une résistance totale & la CZ, a la CIP, a la
TOB, ala TIM et a la PRL. Les tests complémentaires nous ont permis de déceler des souches

d’entérobactéries productrices de BLSE de Classe A avec un taux de 25,8%.

Mots clés : Environnement hospitalier, Infections nosocomiales, Bactéries multi résistantes,

Résistance aux antibiotiques.



ABSTRACT

The patient environment in healthcare settings has continually proven to harbor a
reservoir of potentially harmful, and even lethal multidrug-resistant organisms. Increased
interest in the prevention of hospital-acquired infections has led to a renewed interest in

tackling this growing problem.

150 samples were taken from several hospital sites in the nephrology, vascular
surgery, urology and operating room departments of a hospital in the wilaya of Blida over a

period from January 2023 to June 2023.

All results were positive and distributed as follows: 28% in the operating theater,
26.67% in the nephrology department, 23.33% in the cardiovascular surgery department and

22% in the urology department.

Among the isolated Gram-negative bacterial strains, enterobacteria were the most
prevalent at a rate of 60.53% ,followed by other Gram-negative bacteria at a rate of 20.18% ,

Pseudomonas at a rate of 14.91% and Acinetobacter at a rate of 4.39% .

The antibiogram demonstrated the presence of resistant strains, with 98.55% of
Enterobacteriaceae showing resistance to AMP, to ATM, and to AMC. Among Pseudomonas
strains, were resistant to TC and ATM, and exhibited resistance to TIM. Acinetobacter
showed resistance to CZ, CIP, TOB, TIM, and PRL. Additional tests allowed us to detect
strains of class A extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing Enterobacteriaceae at
a rate of 25.8%.

Keywords: Hospital environment, Nosocomial infections, Multidrug-resistant bacteria,

Antibiotic resistance.



o gliall Al LS (e 5 e e s st Ll ) ety dpanall dle )1 cSUT b oy yall Ay it
e LSl (5 gl (e A8 1L ) i) alaia ) ol Airae a5 3 e ()5S3 (o) iy Al 5 Baaeilall 4y a3l
Apaliial) A5l 028 dallray alaia Wl s ) cilidii)

Cae 5 A sall sl 5 4y ge) die V1 Aal ja g JSI il el aludl 3 Cldiine Bac (e A 150 23 a3
2023 58 S 2023 il (e 8l (s2e e 30l AV 50 Sade 8 el

ol el and 872667 « cllealldi e 3728l sl Lo cie 55y dlag) m aea S
A ) sl and 8722 5 ¢ 4y seall Ao 5V 5 il da) ja andl 8 723,33 ¢ U

Leali ¢ 760.53 Janay 1Ll JSY) 4 4 small L Sl il ¢l ad) Al A5 jagd) 4S8y g O
Ja=as Acinetobacter s« 714.91 Jaxa Pseudomonas LosSs ¢ 720,18 Jazay 5,2 ol jall 4l |y 5
/.4.39

3 el LSl (40 798,55 & edal ua ¢ e slie YOG 3 sa 5 G el Calabicaal) A glia A jo < yelal

d 44 5lae IS ¢ Pseudomonas <Y g s AMC J SATM Je AMP « 4. lis Enterobacteriaceae
sTIM sTOB 5CIP 5CZ Jissis Acinetobacter <okl TIM  Jiesie sais c ATM 5 TC
O Cumy A da )l e aos sall Caglall culd LAY datie YDl CHLEKL LSl @) LaaY) W casass PRL

%25.8 Jaee & yelEnterobacteriaceagii>us

doalidal) clalSlf ¢ Ay guad) Claliaall da glia ¢ Badaiall 4 a0 A gliall U ,iSll ¢ culibdtnal (5 gae ¢ oadiuall Ay



Tables des matieres

Remerciements
Dédicaces

Liste des tableaux
Liste des figures
Liste des abréviations
Résume

Abstract

Uadla

(1] 0o 18 L3 £ T0] o NPU USSR

PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

I. ENVIRONNEMENT HOSPITALIER ....ccccooiiiceeceee s
1.1 Environnement NOSPITALIET ........ooiiiiiiiie e

1.2 Propagation des BMR dans le milieu hospitalier..............ccoccoiiiiiiiiinicee

Il. BACILLES GRAM NEGATIF FERMENTAIRES ET
RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES ...

[1.1 ENtEroDACIErTACEAE .......eeiveeeie ettt enee e
[1.1.1 Généralités et ClasSifiCation...........coceoiiiiiiniiiiree e
112 HaDIAL ...
[1.1.3 POUVOIr PAtNOGENE.........eoivieiecie et
I1.1.4 Entérobactéries trouvées dans I’environnement hospitalier .............c.c.coce.e

[1.1.5 Résistance aux antiDiOtiQUES .........coovveiieiiiieiicce e

11.1.5.1 Résistance naturelle ou iNtriNSEQUE .......ceccveieeireeie i



[1.1.5.2 RESISLANCE QCOUISE ...e.vveveerierieiesiesiesie st sttt ee sttt sttt e te b saesbesbeereane e 7

I11. BACILLES GRAM NEGATIF NON-FERMENTAIRES ET

RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES.........ooovcooooeecoeeeeeeceeeeeeeceeeeeeee e 7
[T1.1 PSEUAOMONES ...ttt 8
[11.1.1 Généralité et ClasSifICAtION ...........ccoiiiiieiiieee e 8
[11.1.2 Résistance auX antiDIOtIQUES ..........ccoeriiiiiriiiiie e 9
[11.1.2.1 RESIStANCE NATUFEIIE ... s 9
[11.1.2.2 RESISTANCE ACAUISE -....vereeteteieiiete sttt ettt et 9
[11.2 Acinetobacter DAUMENNTT .......ccviiiiiiiiee e 10
[11.2.1 Généralité et ClassifiCation ...........ccoceoiiiieiiiiieee e 10
[11.2.2 Résistance auX antiDIOtIQUES ..........cooiiieiiiriisiiereere e 10
[11.2.2.1 RESIStANCE NALUFEIIE ..o 10
[11.2.2.2 RESISTANCE ACGUISE .....vveveerreieieiteetectesteeste et e steeste e e s e e ste e e e s raesteeaesaeesreennesreesreeneens 11

IV. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES HUILES ESSENTIELLES 11

IV.1 Activité antibactérienne de 1’huile essentielle d’Origanum ...........ccceevvivereennnne 12

IV.2 Activité antibactérienne de 1’huile essentielle d’Eucalyptus ...........cccccoevrenene. 12

PARTIE EXPERIMENTALE

LMATERIEL ET METHODES.........oooooitiiioioiiiiiiceeeeeneeeeessssssssssssoeees 13
LLIMIAEENIEL ...t ettt 13
1.1.1 Matériel NoN DIOIOGIQUE .....ceouiieieeecee s 13
1.1.2 Matériel DiolOgIiQUE .......c.eceeie et 13

1.1.2.1 MAtEriel VEGELAL .........ccveiieie ettt nre e 13
1.1.2.2 PrEIBVEIMENTS .....eotiiiitiiiieiieiee ettt bbb b et 14
L2 IMBTNOTES ... bbbt e bbb 15

1.2.1 Méthode de PréleVEMENT..........coo i s 15



[.2.2 EXQMEN MACIOSCOPIGUE -...veertiereeeiiesieesiesieesteeseesteesbessee e ste e e sbeesaesneesseeeesnee e 16

[.2.3 Isolement et purifiCation ........cccccoiieii i 17
1.2.4 COlOration de Gram .......cccoviiiiiieiiesi e 17
[.2.5 Tests d’OTIENLAtION ....ccveeiirieiiiiie et nneas 17
1.2.6 Identification DIOCRIMIQUE ........cc.oiviiiiiiii e 18
1.2.7 ANTIDIOGIAMME ..o 18
[.2.8 TS AE SYNEITIE ...vevieveeee ettt ettt e e sraereenee e 19

Il. RESULTATS ET DISCUSSION

I1.1 Répartition des résultats selon les prélevements effectués ..........c.cccovvreenne. 22
11.2 Répartition des prélevements positifs selon Ies Services ........cccocovevverncnnne 21
I1.3 Résultats de la coloration de Gram et des tests d’orientation ............ccccceeevuveennee. 22
I1.4 Résultats de 1’identification bioChimique.........ccccvveiiiiiiiiiiiiiiiie e 24
I1.5 Répartition et fréquence des bactéries isolées a Gram négatif................c......... 30
11.6 Répartition des bactéries isolées selon [eS ServicCes..........coovvverineiineieniecnienes 32
1.7 Résultats de 1’évaluation de I'antibiorésistance des bactéries isolées ................ 33
11.7.1 Antibiorésistance chez les Enterobacteriaceae ...........c.ccoovvvveievnieneiiiennnnen, 33
11.7.2 Antibiorésistance chez PSEUAOMONAS .........cccerverierierenininieiese e 34
11.7.3 Antibiorésistance chez Acinetobacter baumannii............cccceveverenccinnnnne. 36

1.8 REsultat du teSt BLSE ........c.coveiiiiie it 37
11.9 Répartition des bactéries multi résistantes (BMR).........ccoeveriiirinnieneneenenen 38
CONCLUSION . . . e e e, 39

REFERENCS BIBLIOGRAPHIQUES.

ANNEXES.



INTRODUCTION



Introduction

INTRODUCTION

Le r6le de I'environnement dans I'hébergement et la transmission d'organismes
multirésistants est devenu plus clair a la suite d'une série de publications établissant un lien
entre la contamination de I'environnement et le risque accru d'infections nosocomiales.
L'incidence de la résistance aux antimicrobiens augmente également, entrainant une hausse de

la morbidité et de la mortalité associées aux infections nosocomiales (Chemaly et al., 2014).

Au niveau de I'hdpital, des facteurs intrinseques tels que le regroupement de patients
tres vulnérables, le recours fréquent a des procédures invasives et la consommation élevee
d’antibiotiques sont des facteurs qui contribuent au développement de I'antibiorésistance dans

les infections nosocomiales (Golkar, 2014).

Parmi les infections nosocomiales couramment rencontrées, les bactéries a Gram
négatif (BGN) sont les plus mises en cause, notamment en raison du taux nettement plus élevé

de complications qui leur sont associées (Al-Tawfiq, 2020).

En outre, des études antérieures ont indiqué que les bactéries a Gram négatif
deviennent résistantes a la plupart des antibiotiques disponibles, créant une situation tres
inquiétante (Rossolini, 2014). 1l devient donc crucial de surmonter et de s'attaquer a la double
crise antibiorésistance-infection nosocomiales en comprenant les schémas d'acquisition et de

propagation des résistances (Al-Tawfiq, 2020).

Cette situation nécessite des efforts pour aider a combattre ces problemes. L'une des
solutions possibles consiste a utiliser des huiles essentielles pour lutter contre les bactéries
résistantes aux antibiotiques (Raut et Karuppayil, 2014).

Ce projet de fin d’¢tude s’insere dans la thématique de ‘I’équipe 2’ du laboratoire
Biotechnologies, Environnement et Santé. Dans le but d'exploiter 1’effet antimicrobien de
deux huiles essentielle Origanumvulgare et Eucalyptus globulus, qui sont connues pour avoir
des propriétés antibactériennes sur les bactéries a Gram négatif en particulier les
Enterobacteriaceae, les Pseudomonas et les Acinetobacter multi résistantes, prélevés a partir
d'échantillons provenant de différents sites de prelevement de surface dans un établissement

hospitalier spécialisé de la Wilaya de Blida.
Les objectifs que nous nous sommes fixés sont :

e Isolement, purification et identification biochimique des BGN.
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Détermination des profils de résistance des bactéries isolées vis-a-vis de différents

antibiotiques
Etude de la sensibilité des bactéries isolées vis a vis de deux huiles essentielles (’"'HE

d’Origanum et I’HE d’Eucalyptus et détermination de leur CMI
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l. ENVIRONNEMENT HOSPITALIER

1.1 Environnement hospitalier

L'environnement hospitalier englobe généralement tous les éléments solides, liquides
ou gazeux en contact avec le personnel, les patients et les visiteurs au sein d'une structure
hospitaliére. Cet environnement comprend différents éléments tels que les surfaces, I'eau, lI'air
(médical ou atmosphérique), les dispositifs médicaux, les aliments, les déchets et les solutions

et qui peuvent étrecontaminés par des microorganismes (Saouide el Ayne, 2014).

Ces agents pathogenes peuvent persister de quelques heures a plusieurs mois. Leur

circulation est favorisée par le personnel soignant.

Les surfaces hospitaliéres en contact étroit avec les patients, telles que les barreaux et
les tétes de lit, les tables de chevet, les robinets et les poignées dans les services (surfaces
fortement touchées), sont considérées comme facilement contaminables et risquent de
transmettre des agents pathogénes aux patients (Facciola et al.,2019)qui sonta 1’origine des
infections nosocomiales ou infections associées aux soins de santé (IAS). Parmi ces
pathogenes nosocomiaux, on peut retrouver les bactéries bacillaires a Gram négatif
appartenant aux Enterobacteriaceae et le groupe des non entérobactéries représenté

majoritairement par Pseudomonas et Acinetobacter (Peleg et Hooper, 2010).
1.2 Propagation des BMR dans le milieu hospitalier

L’environnement hospitalier joue un rdle dans l'arbitrage et la transmission des
organismes multi résistants aux médicaments qui peuvent se propager en causant une

augmentation du risque d'infections associées aux soins de santé (Chemaly et al.,2014).

L’émergence de ces BMR peut se produire soit de maniére directe par le patient lui-
méme, ou de maniéere indirecte par le transport manuel par les mains du personnel soignant

(manuportages) ou des visiteurs (Duval, 2019).
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Il.  BACILLES GRAM NEGATIF FERMENTAIRES ET RESISTANCE
AUX ANTIBIOTIQUES

1.1 Enterobacteriaceae

11.1.1 Généralités et classification

Les Enterobacteriaceae constituent 1’une des plus importantes familles des bactéries
du fait de leur abondance dans I’intestin, leur mobilité, leur rapidité de multiplication et leur

frégquente résistance aux antibiotiques (Akel, 2014).

La famille des entérobactéries englobe plus de 40 genres et plus de 130 especes
différentes (Tableau I). Leur classification repose sur leurs caracteres biochimiques mais
également sur leurs caracteres génotypiques tels que le ribotypage et [I'hybridation
ADN/ADN. Les plus fréqguemment isolées en bactériologie clinique appartiennent a 12
genres :Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus,

Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella et Yersinia (Rock et Donnenberg, 2014).

Tableau I. Taxonomie de la famille Enterobacteriaceae

Domaine Bacteria

Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae

(Rock et Donnenberg, 2014)

11.1.2 Habitat

Les entérobactéries se trouvent dans le sol, I'eau ainsi que dans le tube digestif chez

I'Homme et les animaux (Brenner et Farmer, 2015).

11.1.3 Pouvoir pathogéne

Ils sont responsables d'une vaste gamme d'infections, tant dans la communauté que
dans les milieux hospitaliers, ils sont incriminés dans la plupart des infections urinaires, la

bacteriémie de la cavité péritonéale et des voies respiratoires. Ils peuvent étre détectes dans de
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nombreux autres sites, tels que le liquide céphalo-rachidien, le liquide synovial et les abces
(Peleg et Hoper, 2010).

11.1.4 Entérobactéries trouvées dans I’environnement hospitalier

* Escherichia coli : C’est l'agent pathogéne le plus fréquemment rencontré. 1l se
caractérise par des tiges cylindriques droites, mesurant entre 1,1 et 1,5 um de largeur et entre
2,0 et 6,0 um de longueur, se présentant soit individuellement, soit en paires. Il posséde des
flagelles péritriches qui lui conférent une motilité, bien qu'il puisse également étre immobile.
C’est une bactérie aérobie. Elle ne produit pas d'oxydase. En tant que chimio-organotrophe,
elle dépend de sources organiques pour sa croissance. Son développement optimal se produit
a une température de 37°C, en présence d'aération et a un pH de 7,0 (Scheutz et Strockbine,
2015).

* Klebsiella : Les bactéries du genre Klebsiella sont des bacilles droits, mesurant
environ 0,3 a 1,0 um de largeur et 0,6 a 6,0 um de longueur. Elles peuvent étre disposées
individuellement, par paires ou en courtes chaines. Elles sont souvent entourées d'une capsule
protectrice. généralement immobiles, elles sont facultativement anaérobies, ce qui signifie
gu'elles peuvent vivre en présence ou en absence d'oxygene. Elles ont a la fois un
métabolisme respiratoire et un métabolisme fermentaire. Elles se développent sur des milieux
de culture contenant des extraits de viande et forment des colonies qui peuvent étre plus ou
moins démes, brillantes et collantes, selon la souche bactérienne et la composition chimiques
du milieu de culture. Parmi les especes du genre Klebsiella, Klebsiella pneumoniae ;
Klebsiella oxytoca et Klebsiella granulimatis sont les plus incriminées dans les pathologies
humaines (Grimont et Grimont ,2015).

* Enterobacter : En forme de béatonnets droits, ces bactéries mesurent
généralement entre 0,6 et 1,0 um de largeur et entre 1,2 et 3,0 um de longueur. Capables de se
déplacer grace a la présence des flagelles répartis sur toute leur surface, elles sont classées
comme facultativement anaérobies. Elles peuvent facilement se développer sur des milieux de
culture ordinaires. La plupart des souches de ces bactéries présentent une reaction positive au
test de Voges-Proskauer. Les souches cliniques les plus courantes sont: Enterobacter

cloacae, Enterobacter cancerogenus et Enterobacter sakazakii(Grimont et Grimont, 2015).
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+* Citrobacter : Environ 1,0 pm de largeur et de 2,0 a 6,0 um de longueur, les
espéces sont généralement dépourvues de capsule et sont mobiles grace a des flagelles
péritriche, elles possedent a la fois un métabolisme respiratoire et un métabolisme
fermentaire. Elles peuvent se développer facilement dans les milieux de culture ordinaire.
Négatives au test de l'oxydase et positives au test de la catalase, elles sont chimio-
organotrophes. La plupart des souches de ces bactéries peuvent utiliser le citrate comme seule
source de carbone .Citrobacter freundii et Citrobacter koseri sont connues pour étre associées
a des maladies chez I’ Homme (Grimont et Grimont , 2015).

+* Proteus : Ce genre se manifeste sous forme des tiges droites mesurant entre 0,4
et 0,8 um de largeur et entre 1,0 et 3,0 um de longueur. La ciliature est péritriche. Les
especes sont anaérobies facultatifs, chimio-organotrophes et possédent un métabolisme a la
fois respiratoire et fermentaire. Présentent une réaction positive au catalase contrairement a
I’oxydase, les espéces de ce genre varient dans leur capacité a produire de l'indole ainsi que
dans les résultats des tests de VVoges-Proskauer et de citrate de Simmons. Proteus mirabilis et
Proteus vulgaris sont les plus fréguemment isolées dans les contextes cliniques (Penner,
2015).

+* Serratia : Se présentent sous forme de tiges droites, mesurant de 0,5 a 0,8 um
de largeur et de 0,9 a 2,0 um de longueur, Généralement mobiles grace a la présence de
flagelles péritriches, ces bactéries sont facultativement anaérobies et sont capables de réduire
le nitrate en absence d'oxygeéne .Lorsqu'elles se développent sur un milieu nutritif en gélose,
leurs colonies sont généralement opaques, légérement irisées et peuvent présenter une
coloration blanche, rose ou rouge. Elles sont fortement productrices de la catalase
contrairement a 1’oxydase. Serratia marcescens est celle qui est la plus fréquemment isolée

dans le contexte des infections humaines (Grimont et Grimont, 2015).
11.1.5 Résistance aux antibiotiques
11.1.5.1Résistance naturelle ou intrinseque

Les entérobactéries sont naturellement résistantes aux pénicillines, aux Macrolides,
aux Lincosamides, aux Synergistines et aux Glycopeptides. Elles sont habituellement
sensibles aux [-Lactamines, aux Phénicolés, aux Tetracyclines, aux Sulfamides, au
Triméthoprime, aux Nitrofuranes, a la Fosfomycine, a la Colistine et aux Aminosides

(Kanamycine, Gentamicine, Tobramycine, Amikacine, et Nétilmicine) (Patridge, 2015).
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11.1.5.2 Résistance acquise

La résistance acquise se limite aux souches spécifiques d'une espece donnée. Elle est
le résultat d'une altération du matériel génétique de la bactérie.(Lozniewski et Rabaud,
2010).

> Résistance des Entérobactéries aux 3-lactamines

+ Résistance non enzymatique : Imperméabilité, Excrétion de I’antibiotique par un
mécanisme d’efflux, Modification des protéines liées aux pénicillines (PLP) (Blair et
Piddock, 2009 ; Lagha, 2015).

* Résistance enzymatique : Production des Béta-lactamases; (B -lactamases a spectre
étendu « BLSE ») (Peirano et Pitout, 2010).

» Résistance des Entérobactéries aux aminosides
Le mécanisme prédominant de résistance aux aminoglycosides repose sur I'acquisition
d'enzymes bactériennes inactivatrices qui alterent les antibiotiques. Ces enzymes incluent les
phosphotransférases (APH), les nucléotidyltransférases (ANT) et les acétyltransférases
(AAC) (Partridge, 2015).

» Résistance des Entérobactéries aux quinolones
Les mécanismes de résistance aux quinolones sont généralement d'origine

chromosomique, bien que des genes plasmidiques (PMQR) été observés. Les niveaux élevés
de résistance sont souvent causes par des mutations dans les génes codant pour les topo-
isomérases (gyrA, gyrB, parC et parE). Les résistances de faible niveau sont associées aux
PMQR. En pratique clinique, la résistance aux quinolones est principalement due a des

altérations des cibles (mutations dans gyrA et parC) (Guillard et al., 2020).

I1l. BACILLES GRAM NEGATIF NON-FERMENTAIRES ET
RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Les bactéries a Gram négatif non fermentaires (BGNNF) constituent un groupe
hétérogéne de protéobactéries dont les plus répandues sont Pseudomonas spp, suivies
d'Acinetobacter spp (Gajdacs et al., 2019). Ces bactéries peuvent étre a l'origine de graves
infections associées aux soins de santé chez les patients dont le statut immunitaire est réduit,

tels que les patients agés, les patients en soins intensifs et les patients immunodéprimés. Les
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infections causées peuvent toucher de différents systemes, telles que les infections des voies
urinaires, les pneumonies et les infections de la peau et des tissus mous et la bactériémie
(Yadavetal., 2020).

I11.1 Pseudomonas
111.1.1 Généralité et classification

Le genre Pseudomonas contient plus de 140 espéces, dont la plupart sont saprophytes.
La plupart des Pseudomonas sont connus pour provoquer des maladies chez I'Homme et sont
associes a des infections opportunistes. Environ 80 de % des Pseudomonas identifiés dans les
échantillons cliniques sont constituées de Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas
maltophilia (Nadeem et al., 2009).

P. aeruginosa est une bactérie hétérotrophe, mobile, Gram-négatif, sous forme de
batonnet, d'une longueur de 1 a 5 um et d'une largeur de 0,5 a 1,0 um. C'est un aérobie
facultatif qui se développe par respiration aérobie et anaérobie avec le nitrate comme
accepteur terminal d'électrons. P. aeruginosa se développe bien a 37 °C, mais elle peut
survivre & des températures plus larges allant de 4 a 42 °C. Elle est souvent résistante a de
nombreuses classes d'antibiotiques et d'agents thérapeutiques, ce qui la rend problématique en
cas d'infection, car elle peut étre difficile a traiter (Diggle et Whiteley, 2020). La taxonomie

actuelle de I'espéce est représentée dans le tableau II.

Tableau Il. Taxonomie actuelle de I’espéce Pseudomonas

Domaine Bacteria

Phylum Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

(Diggle et Whiteley, 2020)
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111.1.2Résistance aux antibiotiques
111.1.2.1 Résistance naturelle

Pseudomonas aeruginosa est naturellement résistante a plusieurs familles
d'antibiotiques notamment les Bétalactamines par la production du céphalosporinase
chromosomique inductibles du géne AmpC, ’exportation des antibiotiques hors de la cellule
par le syst¢tme d’efflux membranaire MexAB-OprM et par la diminution de la taille des
porines qui donne une faible perméabilité membranaire aux B-lactamines (Mohanty et al.,
2021).

111.1.2.2 Résistance acquise

* Résistance aux Bétalactamines

Ces enzymes sont exclusivement codées par des plasmides. Les B-lactamases de
classe A d’Ambler (sérine-B lactamases, sensibles aux inhibiteurs) les plus fréquentes chez P.
aeruginosa sont celles du groupe PSE. {Barbier et Michel 2010).

* Résistance aux fluoroquinolones

La ciprofloxacine est la fluoroquinolone la plus active sur P. aeruginosa, Elle est
exclusivement chromosomique. Elle émerge par mutation des génes des topoisomérases Il
(gyrA) et IV (parC) et/ou de ceux régulant I’expression des systemes d’efflux (Barbier et
Michel 2010).

* Résistance aux aminosides

La résistance aux aminosides est liée le plus souvent a l’acquisition d’enzymes
inactivatrices (notamment AAC (6°)-1 et APH (3°)-I) et/ou d’un efflux actif
(MexXYoprM)(Barbier et Michel 2010).
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I11.2Acinetobacter baumannii
111.2.1Généralité et classification

Acinetobacter apparait sous la forme de petits coccobacilles a Gram négatif, aérobies,
catalase-positive, oxydase-négative, omniprésents dans la nature. Acinetobacter baumannii
cible généralement les patients hospitalisés les plus vulnérables, ceux qui sont gravement
malades. La pneumonie nosocomiale reste I'infection la plus courante causée par ce micro-
organisme (Delbos, 2012). La taxonomie actuelle de I'espéce est représentée dans le tableau
Il.

Tableau I11. Taxonomie actuelle de 1’espéce Acinetobacter baumannii

Regne Bacteria
Embranchement Pseudomonadota

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Moraxellaceae

Genre Acinetobacter

Espece Acinetobacter baumannii

(Doughari et al,. 2011)
111.2.2 Résistance aux antibiotiques

111.2.2.1 Résistance naturelle

Les souches d'Acinetobacter baumannii présentent une résistance naturelle a la
pénicilline G, a I'amoxicilline et aux céphalosporines de premiére et deuxiéme génération.
Elles résistent aussi a certaines B-lactamines par une association de plusieurs mécanismes
incluant une taille réduite des protéines de membrane externe et une production limitée de

porine (Figueiredo, 2011).
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111.2.2.2 Résistance acquise

* Résistance aux Bétalactamines:

Elle peut étre obtenue par différents mécanismes, notamment [l'inactivation par
hydrolyse grace a la production de béta-lactamases A, B et C. Elle peut également résulter de
l'augmentation de I'efflux, qui correspond a I'élimination active de I'antibiotique hors de la
cellule. De plus, la diminution de l'influx, c'est-a-dire la réduction de I'entrée de I'antibiotique

dans la cellule, peut contribuer a la résistance. (Kyriakidis et al., 2021).

* Résistance aux aminosides :
Cette résistance peut resulter de trois mécanismes distincts : les enzymes modifiant les
aminoglycosides (AME) qui affaiblissent la capacité de liaison des AG, l'altération du site
cible par les méthyltransférases de I'ARNr 16S et I'absorption limitée des AG a la suite d'une

perte de perméabilité ou d'une suractivité des pompes d’efflux (Kyriakidis et al., 2021).

* Résistance aux Fluoroquinolones :

Elle peut se produire par trois mécanismes différents : des mutations cibles dans la
gyrase et la topoisomerase 1V, qui affaiblissent les interactions quinolone-enzyme respectives
; une résistance transmise par le plasmide, médiée par les protéines Qnr, les AME AAC(6')-
Ib-cr et AAC(6')-1b-cr5, et par des pompes d'efflux codées par le plasmide et une résistance
dérivée des chromosomes résultant soit d'une faible expression des porines, soit d'une

surexpression des pompes d'efflux codées par les chromosomes (Kyriakidis et al., 2021).
IV ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES HUILES ESSENTIELLES

Les huiles essentielles, également appelées essences, sont des composés volatils
extraits de diverses parties des plantes. Ces métabolites secondaires sont responsables des
caractéristiques odorantes des plantes (Bonnafous, 2013 ; Hilan et al., 2011). L'activité
biologique des huiles essentielles dépend de leur composition chimique et en particulier de la

nature de leurs composés majoritaires (Jovanka et al., 2011).

Concernant I’activité antibactérienne des huiles essentielles, elles ont une plus grande
affinité et perméabilité a travers la membrane cellulaire des bactéries du fait qu’elles sont des
molécules hydrophobes, donc elles provoguent une expansion du contenu cellulaire
(Chouhan et al., 2017).
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IV.1 Activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Origanum

Responsables des propriétés antimicrobiennes d’Origanum, le carvacrol et le thymol
se lient aux protéines membranaires et augmentent la perméabilité de la membrane cellulaire
bactérienne. lls représentent les deux phénols primaires, constituant pres de 78-85% de I'huile
essentielle d’Origanum. (Lombrea et al., 2020).

Selon Semirgiotis et al., (2020), cet effet antimicrobien pourrait étre attribué a une
altération des composants lipidiques de la membrane plasmique bactérienne, entrainant la
fuite du contenu intracellulaire. Cette altération touchera les acides gras lors de la croissance

bactérienne (Barbosa el al. 2020).
IV.2 Activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Eucalyptus

L'activité¢ antibactérienne de 1’huile essentielle d'Eucalyptus est due a divers
composants tels que le 1,8-cinéole (eucalyptol), le citronellal, le citronellol, l'acétate de
citronellyl, le p-cymeéne, I'eucamalol, le limonéne, le linalol, le béta-pinene, le gamma-
terpinéne, I'alpha-terpinol, I'alloociméne et I'aromadendréne(Chandorkar et al., 2021).

Elle posséde des effets antibactériens contre un large éventail de micro-organismes
tels que les bactéries a Gram positif et a Gram négatif, bien que le mécanisme exact d'action
soit inconnu, plusieurs facteurs ont été proposes, tels que la capacité a perturber la paroi
cellulaire et les membranes, entrainant une fuite d'ATP et de métabolites. De plus, la nature
hydrophobe de I'huile permet une perméabilité cellulaire accrue, entrainant une fuite des
organites cellulaires. Cependant, il existe une lacune dans la recherche, ou il n'est pas clair
dans quelle mesure ces huiles sont efficaces particulierement contre les bactéries multi

résistantes (Elangovan et Mudgil, 2023).
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MATERIEL ET METHODES

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’hygiene de la wilaya de Blida

durant une période de cinq mois s’étalant du 21 janvier au 8 juin 2023.
.1.  Matériel

1.1.1 Matériel non biologique
Il est représenté principalement par les milieux de cultures, la verrerie et les

appareillages (Voir annexel).
1.1.2 Matériel biologique

Il est représenté par les prélevements des bactéries isolées, les plantes récoltées et les

souches de référence (ATCC).
1.1.2.1 Matériel vegétal

La récolte des feuilles d’Eucalyptus globuluset de la partie aérienne d’Origanumvulgare

a eté realisee dans la wilaya de Tipaza.

L’identification des deux especes a été réalisée par le personnel de la conservation des

foréts de la wilaya de Tipaza.

Figure 1 : Eucalyptus globulus Figure 2 : Origanum vulgare (photo
(photo originale ,2023). originale ,2023).
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1.1.2.2 Prélévements

Les prélévements ont été effectués a partir de différents sites (tableau 1V) au niveau des

services: de néphrologie, de chirurgie vasculaire, d’urologie et du bloc opératoire d’un

établissement hospitalier spécialisé situé dans la wilaya de Blida.

Le choix des sites a été motivé par le besoin de couvrir I’ensemble de

I’environnement du malade au sein de cet établissement hospitalier.

Tableau IV. Sites et nombre de préléevements par service

Lieux de prélevements

Sites de prélevement

Nombre de prélévement

Service de néphrologie

Lit

Potence

Armoire

Table a manger

Table de coin

Poignée de porte

Robinet

40

Service
d’urologie

Lit

Potence

Armoire

Table a manger

Table de coin

Poignée de porte

Robinet

33

Service de chirurgie
cardio vasculaire

Lit

Potence

Armoire

Table a manger

Table de coin

Poignée de porte

Robinet

35

Bloc opératoire

Masque respiratoire

Table opératoire

Potence

Réspirateur électrique

Scopes

Scialytiques

Interrupteurs

42

Total : 150 prélevements
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1.2 Méthodes
1.2.1 Meéthode de prélevement

Les prélevements ont été réalisés par la méthode d’écouvillonnage comme suit :

On humidifie I’extrémité d’un écouvillon stérile avec un bouillon nutritif (BHIB) et on
¢limine 1’exceés en pressant 1’écouvillon contre la paroi du tube. On trace ensuite a I’aide de
1I’écouvillon des stries rapprochées sur la surface du site en tournant I’écouvillon entre le pouce
et I’index, puis on replonge I’écouvillon dans le tube contenant le bouillon nutritif tout en
s’assurant que 1’écouvillon est immergé dans le bouillon pour maintenir la viabilité des micro-
organismes. Les prélevements sont ensuite acheminés vers le laboratoire pour les incuber a
37°C pendant 18h a 24h.

Les différentes étapes du protocole expérimental suivi dans cette étude sont présentées

dans la figure 3.
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Prélevement

v

Enrichissement dans le bouillon
BHIB

¥

Examen macroscopique

Y Y

Positif (trouble) Négatif (limpide)

Gélose Milieu Milieu
nutritive Hektoen mackonkey

-
Tests d’orientation (oxydase, catalase

et coloration de Gram)

v

Identification biochimique (galeries
miniaturisées)

v

Antibiogramme

v

Aromatogramme

¥

CMI

Figure 3 : Organigramme des différentes étapes du protocole expérimental
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1.2.2 Examen macroscopique

Apreés incubation, les prélévements doivent faire 1’objet d’une observation
macroscopique (a I’eeil nu). Cette derniére permet de déterminer la présence ou 1’absence

d’une croissance bactérienne (présence ou absence d’un trouble).

1.2.3 Isolement et purification

Seuls les tubes présentant un trouble subiront un isolement suivant la méthode des 4
cadrons sur des milieux de cultures spécifiques (gélose nutritive (GN), gélose Hektoen (HK)
et gélose Macconkey). Les boites sont ensuite incubées pendent18 a 24 heures a37°C.

Dans le cas ou le prélevement est polymicrobien, on doit réaliser une purification sur

le méme milieu jusqu’a obtention d’une culture pure.
1.2.4.Coloration de Gram (voir Annexe |)
I.2.5 Tests d’orientation

e Test de catalase
La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d'hydrogéne

(H20,), produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries en H,0 et 1/2 Os.

Avec une pipette boutonnée, on préleve une colonie et on la dépose dans une goutte

d’eau oxygenée déja déposee sur une lame propre. La lecture se fait immédiatement :

- Catalase + : dégagement de bulle d’O,.

- Catalase - : absence de bulle d’O,.

e Test d’oxydase
Ce test permet de mettre en évidence une enzyme: la phényléne diamine oxydase des

bactéries a partir de leur culture.

A Taide d’un disque imprégné du réactif N-diméthylparaphényléne diamine, on

dépose une colonie bien isolée et on I’écrase sur le disque. La lecture se fait immédiatement :

Si le disque se colore en violet : oxydase +.

Si le disque reste incolore: oxydase —.
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1.2.6 Identification biochimique
Aprés orientation par les examens macroscopiques, microscopiques et les tests
d’orientation, 1’identification biochimique a été réalisée par les galeries miniaturisées API 20

E et Api 20NE.

» Galeries miniaturisées
API 20Eest un systeme standardisé pour 1’identification des entérobactéries et des

bacilles a Gram négatif non fastidieux, comprenant 21 testes biochimiques (Annexe II).

API 20 NE est un systéme standardisé pour 1’identification des bacilles a Gram négatif

non entérobactéries et non fastidieux, qui comporte 20 tests (Annexe I1).

1.2.7 Antibiogramme

C’est un test in vitro qui permet de déterminer la sensibilité des bactéries vis-a-vis de

plusieurs antibiotiques afin d’adapter une antibiothérapie ou pour un suivi épidémiologique.

Ce test peut étre effectué par plusieurs méthodes, dans notre étude nous avons choisi la
méthode de diffusion des disques sur milieu solide. Cette méthode se base sur I’utilisation des
disques des différents antibiotiques a des concentrations bien déterminées. Nous avons suivi
la méthode de standardisation de 1’antibiogramme publiée par le CLSI et recommandée par
I’OMS (CLSI, 2020).

» Préparation de ’inoculum
A partir d’une culture pure et jeune de 18 a 24 h, on prépare une suspension de la

bactérie en raclant des colonies identiques bien isolées a I’aide d’une anse de platine que I’on
décharge ensuite dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile jusqu’a obtention d’une

suspension dont la densité égale a 0,5McF.

» Ensemencement
11 est effectué sur gélose Mueller Hinton via la méthode d’écouvillonnage. Apres avoir

bien homogénéisé la suspension, on trempe un écouvillon stérile dans I’inoculum puis on
’essore en le pressant contre la paroi interne du tube pour le décharger au maximum.

On frotte ensuite 1’écouvillon de haut en bas sur la surface de la gélose en stries
serrées, en tournant la boite 60° deux fois. On fait pivoter I’écouvillon en méme temps sur lui-
méme et on termine 1’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de pétri, il faut retremper I’écouvillon

a chaque fois dans la suspension bactérienne.

18



Materiel et Méthodes

» Application des disques d’antibiotiques
A T’aide d’une pince stérile, on dépose les disques d’antibiotiques (voir annexes) de
maniere a ce que la boite ne doit pas contenir plus que 6 antibiotiques. La distance entre eux

antibiotiques doit étre de 30 mm (Figure 4).

Figure 4: Réalisation de I’antibiogramme d’une souche de Klebsiella pneumoniae.

» Incubation
L’incubationdesboitessefaita37°Cpendant18a24h.

» Interprétation
Apres incubation, I’inhibition de la croissance autour du disque d’antibiotique se
traduit par une zone circulaire exempte de culture. Les diamétres de ces zones sont mesurés a
I’aide d’un pied a coulisse afin de les comparer avec les diamétres critiques figurants dans les

tables de lecture conformément aux normes du CLSI (CLSI, 2020).

Aprés comparaison, le germe est qualifié de sensible(S), résistant(R) ou intermédiaire
(1) (CLSI, 2020).

1.2.8 Test de synergie

La réalisation de ce test a pour but la recherche de la BLSE (Betalactamase a spectre
étendu) chez les entérobactéries. Il se fait dans des conditions standards de 1’antibiogramme,

tout en utilisant les inhibiteurs de la B-lactamase (Sbiti et al., 2017).

On dépose un disque d'amoxicilline + acide clavulanique (AMC 20/10ug) au centre de
la boite entouré par 3 disques de C3G, céfotaxime (CTX 30ug), céftazidime (CAZ 30ug),
céftriaxone (CRO 30ug) et un disque de monobactame, aztréonam (ATM 30ug) a une

distance de 20 mm. Puis on incube les boites a 37 °C pendant 24h.
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La production de BLSE peut se traduire par la production de synergie : Image de

bouchon de champagne.
1.2.9 Extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d’eau

On place tout d’abord la matiére végétale dans 1’alambic, puis on fait bouillir de I’eau
dans la chaudiere pour générer de la vapeur d’eau qu’on fait passer a travers les plantes. Cette
vapeur circule et chasse la plupart des composeés volatils de la masse végeétale, puis la vapeur
traverse un tube froid (condenseur) ou elle sera condensée et séparée en phase aqueuse (HA)

et en phase organique (HE) a I’aide d’une ampoule a décanter (Figure 5).

Figure5: Extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d’eau (originale,
2023)

» Rendement en huile essentielle
Le rendement en huile essentielle est estimé par rapport a la masse d’huile essentielle

obtenue et a la masse de la matiere végétale fraiche utilisée. Il est exprimé en pourcentage et

est calculé selon la formule utilisée par kaid-sliman, (2004):
RHE = (Mue/ Myg) X100

- RHE : Rendement en huile essentielle (%)
- MHE : masse d’huile essentielle récupérée (g)

- MVE : masse végétale fraiche utilisé pour I’extraction(g)
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RESULTATS ET DISCUSSION

Sur une période d’étude allant du mois de Janvier jusqu’au mois de juin 2023, 150
¢chantillons ont été prélevés a partir de plusieurs sites de 1’environnement hospitalier au
niveau de service: néphrologie, de chirurgie cardiovasculaire, d’urologie et du bloc

opeératoire appartenant a un établissement hospitalier situé dans la wilaya de Blida.
.1 Répartition des résultats selon les prélévements effectués

Sur les 150 échantillons prélevés provenant de divers services, il a été constaté que
tous étaient positifs, ce qui correspond a un taux de positivité de 100%.

Ce taux trés élevé nous fait penser a la propagation des infections nosocomiales
souvent due a la contamination croisée. Les moyens les plus courants de transmission des
agents pathogenes se produisent entre les mains du personnel de santé et les patients (Drees
et al., 2008).

Toutefois, il est important de noter que I'environnement hospitalier peut également
contribuer a la propagation des agents pathogenes. En effet, des études ont démontré qu'en
cas de situations endémiques ou épidémiques, il existe une contamination de I'environnement
et un transfert de bactéries entre les patients et leur environnement (Oliveira et Damasceno,
2010).

Dans une étude transversale menée en Ethiopie dans certains services de I'HUCSH
(Hawassa University Comprehensive Specialized Hospital) par Bitew et al., (2021) le taux de

positivité rapporté était de 74,67%.

Selon Bitew et al., (2021), cette différence des taux de positivité est peut-étre due a
une désinfection inadéquate du matériel médical, aux types de désinfectants utilisés, a des
pratiques professionnelles inadéquates et a la nature du matériel médical et des surfaces

inanimées étudiés.
1.2 Répartition des prélévements positifs selon les services

Sur les 150 prélévements positifs, le taux le plus élevé est retrouvé au niveau du bloc
opératoire (28%) suivi par le service de néphrologie (26,67%) ensuite par le service

d’urologie (22%) puis le service de chirurgie cardiovasculaire (23,33%) (Figure 6).

21



30% 28%
26,67%

25% 23,33% 55%
20%
15%
10%
5%
0%

Bloc opératoire Service de Service de chirurgie Service d’urologie
néphrologie cardiovasculaire

Taux de POSitiVité des prélevements

Les services

Figure 6 : Répartition des prélévements positifs selon les services

Dans une étude descriptive réalisée dans I’hopital en Ethiopie du Sud par Bitew et al,.
(2021), Les auteurs ont analysé la contamination bactérienne du matériel de soins des patients
et d'objets inanimés dans certains services. Les résultats des préléevements positifs étaient :
76.4% (n=23) dans le service de chirurgie, 71,8% (n=23) dans 'unité de soins intensifs

néonatals et 66.6% (n=22) dans le service de pédiatrie.

Selon Bitew et al., (2021), cette différence des taux de positivité est peut-étre due a
unedésinfection inadéquate du matériel médical, aux types de désinfectants utilises, a des
pratiques professionnelles inadéquates et a la nature du matériel médical et des surfaces
inanimeées étudieés.

Les surfaces et dispositifs médicaux sont colonisés par les microorganismes en milieu
hospitalier, Ceux-ci peuvent étre issus des patients, de 1’air, des visiteurs et du personnel
soignant Les établissements de santé constituent un écosysteme favorable aux bactéries multi
résistantes pour deux raisons, d’une part, 25% des patients hospitalisés regoivent en
permanence des antibiotiques avec une pression de sélection des germes; d’autre part, la
transmission interhumaine, trés facile, des bactéries en raison de la promiscuité et de la

densité des soins(Chaouia et al.,2019).
11.3 Résultats de la coloration de Gram et des tests d’orientation

Sur 150 prélevements positifs, 98 prélevements étaient positifs pour les Gram -.
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Le tableau V et VI montrent les résultats de la coloration de Gram et des tests

d’orientation.

Tableau V. Résultats de la coloration de Gram (Gx100)

Enterobacteriaceae

Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumannii

Gram- Gram- Gram-
Tableau VI. Résultats des tests d’orientation
Tests d'orientation
Tests/ Souches Entérobactéries Pseudomonas Acinetobacter

baumannii

Test catalase

Positif

Positif

Positif

Test oxydase

Négatif Positif

Négatif

23




11.4 Résultats de I’identification biochimique

» Résultats de I’identification des Enterobacteriaceae
Les résultats obtenus apres culture, isolement et identification biochimique par galerie

API 20E sont représentés dans le tableau VII.

Tableau VII. Résultats de I’identification biochimique des Enterobacteriaceae.
Espéce Culture Api 20 E

Escherichia coli

OlA|L|O|C|H|U|T VIG|IG|M]|I R|S |M[A A
N|ID|D|D|T|2 |[R(D|N|P|E|L[A|N|O|H|AE|M R
A - PIH|C|[C|T|S|E|A|D LIUINJIO|R|A|C|L|Y A
Sur gelose MacConkey: . v
+l -+ ===+ -|F]+]-|F+|-]|F+]|+]|-|+

Colonies roses ayant aspect
ceuf sur plat (lactose +).

Escherichia
vulneris

LY
U

o
Wy 4

4
)
-

ofalL[ofc[uulT[r [v][G[G[M S[R[Ss [M[A A

, Nip[p[p|T|2 |R|D|N|P|E|L|[A|[N|O|H|A|E|M|R

Surge|OSGHektoen: p|lH|C|Cc|T|s |E|a|D L|U|N|[Oo[R|A|C|L|Y|A
G E

e [ o LT BT e T e e T e T [+ [

Petites colonies oranges
(lactose +) bien délimitées.

24



Klebsiella
pneumoniae

Citrobacter
freundii

Citrobacter
koseri

Sur gélose MacConkey:

Grosses colonies roses
mugqueuses, collantes et
brillantes (lactose+).

Sur gélose MacConkey:

Petites colonies roses et plates
qui fermentent le lactose .

Sur gélose Hektoen:

Petites colonies oranges
lactose + a contour irrégulier

+|O%20

o

+|mmmea

cz=

o=

e

rmz
-z
=

ofaL c[u[u I M[1 s s [M[Aa]a
N|p(p|D|T |2 [R|D|N A|N|o|H|A|E MR
PlH|C T|s |E D N|o|r|a|C|L A
G E

+]+] - +[-]- - +[+ [+ IEERE

Zo»

Wz

emZ
-z
Pl

+|0= 20

W
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Serratia
marcescens

o[a[L[O[C[H[U[T[T [V[G[G[M[T [s [R[s [M[A ][]

, N(D|D|D|T |2 |RI(D|N|P|E|L|A|N(O|H|A[E | M|R

Sur gélose Hektoen: PlH|c|c|T|s|E|a|p| |L|U|N|Oo[R[a|C|L|Y A
G E

ATl T T [ [ T e T T - T - T T -

Petites colonies oranges
arrondies qui fermentent le
lactose

Serratia ficaria

Surgé|oseHektoen: ofalcfofcTuulr[r [v[c[G[m[1 [s [R]s [M[a ]
N|p|p|D|T|2 |R|D|N|P|E|L|A|N|O|H|A|E|M|R
plufc|c|T|s|[E|a|D L|Uu|N|o|R|a|C|L]|Y A

. G E
Grossescolonlesoranges + - [+T-1-1- S+ -+ - +

muqueuses et bombées
fermentant le lactose

Serratia
plymuthica

O Al L| O C| H U/ T| 1| V| G G M I| S| Rl S M A A
N D| D| D T| 2| R| D/ N| P| E| L| Al N| O H Al E| M/ R
Pl Hl €|l €| T| S| E| A| D L| Ul N Ol Rl Al C| L| Y| A
G E

Sur gélose MacConkey

Grosses colonies roses
légérement bombées
fermentant le lactose
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Enterobacter

cloacae
O|A|L|O|C|H|U|T|I [V|G|G|M|I RSMAlA
, N|ID|D|D|T|2 |IR|IDIN|[P|E|L|A|N(O|H|A|E|M|R
SUFgElOSEHektoen: plujc|c|T|s |E|A|D L|ju|N]jo|rR|a]c|L|Y]A
G E
++| - H - -] -] -+ -] F]F ][+ +
Grosses colonies oranges
plates a contour irrégulier
fermentant le lactose
Enterobacter -
sakazakii
SUI"gélOSEHektoen: olafr]o]c[uJulr i [v]c[c[m[1 [s [R]s [m]a[la
NIDIDID|T|2 |R|ID/N|P|E|L[A|NJO|H|A|E|M|R
P|H|C|C|T|S|E|A|D LYU|N|O(R|A|C|L|[Y|A
petites colonies oranges plates T
fermentant le lactose
Enterobacter
cancerogenus

O Al L| O C| H T| 1| V| G| G| M I | S| R S| M A| A
N D D D| T| 2 D N| P| E| L| Al N| O Hl A| E| M| R
Pl H Cl C|T|S Al D L/ U Nl O R| Al C| L| Y| A
G

L mm»c

Sur Hektoen

+
+
+
+
+
+
+
+
+

Grosses colonies oranges
plates fermentant le lactose
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Klebsiella

oxytoca
Sur Gélose Héktoen : FI g iy Py e By R P gy g B ey
Grossa colonies oranges
(lactose+) gonflées et
muqueuses .
Proteus
mirabilis
O/A|L|O|CH(U|T|I [V|G|G|M|I |S| R[S M[A|A
N(D|D|D|T|2 |[R|D|N|P|E|L|A[N|O|H|A|E|M|R
; PlH|C|C|T|S|E|Aa|D L|U|N|O|R|A|C|L|Y|A
Sur gélose Hektoen: G E
- -] =-|+|+H|+|F+|[F]-|F+|F+]|+]|-|F]-]|-]|-]-]-]-
Grosses colonies envahissantes
qui ne fermentent pas le lactose
mais produisent le H,S.
Pantoea spp

3 O[A[L[O[C[H[U[T[I [V][G|G[M[L ]S [R[S[M[A]A
Surgek)seHektoen: Np|p|p|T|2 |R|D|~N|P|E|L|[a|N|O|H|A|E|M|R
plufc|c|T|s|E|a|p| |L|u|N|o|rR[a|c|L|Y]|a

G E 1
Al LT I [ e+ [ - [+

Colonies identiques a celles
d’E.coli, orange (lactose +)
ayant un aspect ceuf sur plat.
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Leclerciaadecar
boxylata

> Résultats de I’identification de Pseudomonas et Acinetobacter

Sur gelose Hektoen:

Grosses colonies séches
difficiles a racler

ofafL]ofc[H[U[T]I [V[G[G[M[I [sR][s [M][A]A
N(D|D|D|T |2 |R|D|N[P|E|L|A|N|O|H|A|E|M|R
P|H|C|C|T|S |E|A D L|UIN|O[R|A|C|L|Y|A
G E

Hl -]l ===+ -+ +][=]+]+]+

Les résultats obtenus apres culture, isolement et identification biochimique par galerie

API NE sont représentés par le tableau VIII.

Tableau VI11. Résultats de 1’identification biochimique des Pseudomonas et Acinetobacter.

Pseudomonas et Acinetobacter

Espéece Culture Api
Pseudomonas
aeruginosa
Sur gélose Hektoen : N[T[G[A[UJE[G[P|G[A [M[M][N|M[G[C[a[M[C][P
H A OR|L|D(R|(S|E|N|L|(R|/N|A/A|A|N|A|D|L|I A
Colonies vertes et bombées dont Jplulnlelelc|plvlale|nlelLlT|p|r|T]T|c
elles ne fermentent pas le lactose, G
. R +| - + |+ +| =+ -|+ |+ |+ |+ |+ |-+
produisant un pigment vert
(pyoverdine) et caractérisées par
une odeur florale.
Pseudomonas

fluorescens

Sur gélose nutritive:
Grosses colonies a bord irrégulier
produisant pyoverdine

==R—-

aee
4=n
UJN:

I |[V|[G|G|M|I |[S[R|S|M[|A A
N|(P|E|L|A|N|J|O|H[A|E|M|R
D LIU|IN|O|IR|A|C|L|[Y |A

R Z0
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Acinetobacter
baumannii

N[T|G|A|U|E|G|P|G|A MMINIMG|C|AM|C|P
O(RIL|D|R|S|E/N|IL|R/N|/A/A|A|N(A|D|L|I (A
s |[PIU(H|E|C|L|P|U|A|E[N|G|L|T|P|I |T|T|C

7 G
Sur gélose Hektoen: T e e oo el e =2+

Petites colonie vertes brillantesa
bord régulier dont elles ne
fermentent pas le lactose

1.5 Répartition et fréquence des bactéries isolées a Gram négatif

La répartition des bactéries a Gram négatif isolées est presentée par la figure 7 qui
montre une prédominance des entérobactéries (60,53%), suivi par le genre Pseudomonas
(14,91% ) puis par Acinetobacter baumannii (4,39%).

Les autres groupes bactériens sont représentés par 20,18%.

70,00%

60,53%
60,00%
50,00%

40,00%

30,00%

20,18%
20,00% 14,91%

0,
10,00% 4,39%

0,00% [ ]

Entérobactéries Pseudomonas Acinetobacter Autres

Figure7: Répartition des bactéries isolées a Gram négatif

En général, les bactéries a Gram négatif sont la source la plus potentielle d'infections
nosocomiales (Bakkali et al., 2015 ; Ghadiri et al., 2012) en particulier les entérobactéries
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en raison de leur capacité a acquérir de nombreux mecanismes de résistance aux antibiotiques
(Partridge 2015 ; Peleg et al., 2010 ; Lemmen et al., 2004) avec la possibilité de persister

sur des surfaces seches pendant des jours et voire des mois (Kramer et al., 2006).

Le tableau IX présente la fréquence des BGN isolés qui montre qu’Escherichia coli
est I'entérobactérie la plus fréquemment isolée dans notre étude avec un pourcentage de
18,42%. Cette bactérie colonise naturellement I'intestin humain et est a l'origine de diverses

infections opportunistes.

Tableau IX. Fréquence des bactéries isolées a Gram négatif

Famille/ Genre Espece Fréquence

Escherichia coli 18,42%

Escherichia vulneris 1,75%

Klebsiella pneumoniae 9,65%

Klebsiella oxytoca 1,75%

Enterobacter cloacae 8,77%

Enterobacter cancerogenus 0,88%

Enterobacter sakazakii 2,63%

Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 4,39%
Leclercia decarboxylata 1,75%

Serratia marcescens 0,88%

Serratia ficaria 0,88%

Serratia plymuthica 0,88%

Citrobacter freundii 0,88%

Citrobacter koseri 0,88%

Pantoea pp 6,14%
Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa 13,16%
Pseudomonas fluorescens 1,75%

Acinetobacter Acinetobacter baumannii 4,39%

Autres 20,18%

Nos résultats sont similaires a I'étude de Saadi et al., (2021) dans un hopital situé
dans la Wilaya de Chlef. Ces auteurs ont trouvé que la contamination bactérienne des
surfaces hospitalieres et équipements médicaux est due essentiellement aux entérobactéries
avec un taux de 42,59%. Escherichia coli était I'entérobactérie la plus fréquemment isolée

avec un pourcentage de 11,11%.
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11.6  Répartition des bacteries isolées selon les services

La répartition des bactéries isolées selon les services est présentée dans la figure 8.

La figure, montre une predominance des entérobactéries (88,89%) dans le bloc
opératoire , suivi par le service d’urologie (61,67) suivi par le service de néphrologie (
57,50%) et puis par le service de chirurgie cardio-vasculaire ( 54,84%).

Par rapport aux Pseudomonas, le taux le plus élevé était dans le service de CCV
(19,35%), suivi par le service de néphrologie (15%) suivi par le service d'urologie (14,71%)
et absence totale dans le bloc opératoire.

Concernant les espéces d’Acinetobacter baumannii, on les avait retrouvé seulement
dans le service d'urologie (9%) et service de CCV (6%).

Le service de néphrologie présentait le taux le plus éleve concernant les autres
bactéries a Gram négatif (27,50%).
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Néphrologie Urologie Chirurgie Bloc opératoire
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M Entérobactéries ™ Pseudomonas Acinetobacter baumannii Autres

Figure 8 : Taux de répartition des BGN selon les services

Selon Bitew et al,.(2021), ces divergences dans la prévalence et les types d'isolats
bactériens dans les différents services pourraient étre dues a des fluctuations dans les normes
des pratiques d'hygiéne et des méthodes d'assainissement de I'environnement appliquées dans

les hopitaux.
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11.7 Résultats de I’évaluation de 'antibiorésistance des bactéries isolées

Nous avons testé la sensibilité et/ou la résistance des entérobactéries, des espéces du
genre Pseudomonas et d’Acinetobacter baumannii vis-a-vis des antibiotiques selon la

standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques & I'échelle nationale 8éme Edition 2020.
11.7.1 Antibiorésistance chez les Enterobacteriaceae

Selon les résultat de 1’antibiogramme illustrés par les figures 9 et 10, parmi les
souches d’entérobactéries, nous avons noté une résistance €levée a I'AMP (98,55%), a
I'ATM (60,87%) , a I’AMC (59,42%) , au CZ (57,97%) et ala CTX (49,28 %).

Tandis qu'une sensibilité a été notée vis-a-vis de la GEN (78,26%), a I'AK (75,36%),
au C (72,46%), au COT (69,57%) et a 'IMP (65,22%).

120,00%

98,55%

100,00%

75,36%
78,26%

80,00%
60,00%

40,00%

Taux de résistance (%)

20,00%

0,00%

<
eSS T TSI ES

Antibiotiques testés
M Sensibles m Résistantes

Figure 9: Profil de I’antibiorésistance des entérobactéries vis a vis des antibiotiques

testés.

Concernant 1’évaluation de 1’antibiorésistance des entérobactéries vis-a-vis des
aminopenicellines, les résultats obtenus concordent avec ceux d’ Ango et al., (2020), qui ont
mené une étude au niveau du service de réanimation au CHU de Treichville en Cote d'lvoire.
En effet les auteurs ont noté que parmi 31 souches d’entérobactéries, il y avait une résistance
a I’AMP (93,54%), a ’AMC (77,41%), au CZ (61,29%) et au CTX (61,29%). Cependant
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dans la méme étude, les auteurs ont indiqué que les entérobactéries se sont montrées trés ou

peu résistantes vis-a-vis des céphalosporines et des monobactames.

D’apres Da et al., (2022), la résistance aux antibiotiques tels que les céphalosporines,
monobactames et les aminopenicellines pourrait se faire par production d’enzymes détruisant
I’antibiotique comme la sécrétion de la B-lactamase a spectre élargie. Ce mécanisme de
résistance est le plus fréquemment trouvé chez les entérobactéries et qui leur confere une

résistance aux B-lactamines.

Figure 10 : Zones d’inhibitions des antibiotiques testés sur une souche d’E.coli.

11.7.2 Antibiorésistance chez Pseudomonas

D’aprés les résultats de I’antibiogramme illustrés dans la figure 11, nous avons
constaté que parmi les souches de Pseudomonas , y avait une forte résistance a la TC
(88,24%) a ,I’ATM (88,24%) , a ’AK (88,24%) , au TIM ( 82,35%) tandis qu'une résistance

moyenne a I'lMP (47,06%) et une faible résistance au CIP (23,53%) ont été marqué.

D’autre part, il y avait une sensibilité au GEN (82,35%) , au CIP (76,47%) , a la TOB
(67.70%) et a I''lMP (52,94%).
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Figure 11: Profil de I’antibiorésistance des Pseudomonas Vis a vis des antibiotiques testés

Dans une étude descriptive sur 117 échantillons environnementaux dans deux
hopitaux de soins tertiaires au Bangladesh, rapportée par Karabi et al., (2022) , ces auteurs
ont trouve que parmi les 82 isolats de P. aeruginosa , il y a avait une résistance au CIP
(63%), a I’ATM (54%) et a ’AK (37%) et vis-a-vis de 'IMP (41%).

Nous avons enregistré un taux de résistances tres élevé (88,24%) a 1’égard de I’ATM

en comparaison avec la méme étude (54%).

Selon Jorth et al.,(2017), la résistance des Pseudomonas aux ATM pourrait étre due
aux mutations chromosomiques. Dans leur étude, les auteurs ont identifié 19 genes mutés de
maniere récurrente associés a la résistance a l'aztréonam. Les mutations les plus fréquemment
observées affectent les régulateurs transcriptionnels négatifs du systeme d'efflux mexAB-
oprM et la cible de I'aztréonam.
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Figure 12:Zones d’inhibitions des antibiotiques testés sur Pseudomonas aeruginosa.

11.7.3 Antibiorésistance chez Acinetobacter baumannii

D’aprés les résultats illustrés dans la figure 13, les souches d’A. baumannii ont
présenté une résistance totale (100%) contre la CZ, la CIP, la TOB, la TIM, la PRL et la TC.
La plupart des souches ont également montré une résistance a ’AK (80%) et a la GEN
(60%)
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Figure 13: Profil de I'antibiorésistance d'A baumannii vis a vis des antibiotiques testés

Nos résultats corroborent avec ceux de Liazid (2012) qui a mené une étude sur la
résistance aux antibiotiques des bactéries & Gram négatif non fermentaires au niveau du
C.H.U de Tlemcen en Algérie, et a relevé un taux de résistance élevé a la CIP (97,14%), a
I’AK (82,85%) et a la GEN (74,28%). Cependant la céfalexine (CN30) était inactive sur
toutes les souches.

Dans d’autres travaux réalisés par Mellouli et al., (2021) et Debabza (2015), le taux
de résistance a la TC était respectivement 96,4% et de 100% ce qui est en accord avec nos
résultats (100% de résistance a la TC).

Selon Liazid (2012), cette résistance est expliquée par le faite que A. baumannii
possede des mécanismes de résistances naturelles aux [lactamines, correspondent
principalement a la production d’une céphalosporinase (ou B-lactamase de type AmpC)
chromosomique.
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Figure 14:Zones d’inhibitions des antibiotiques testés sur Acinetobacter baumannii.

11.9 Résultat du test BLSE

Sur la totalité dessouches d’entérobactéries,20,29% étaient productrices de BLSE( figure 16

) Tandis que 77, 71% n’étaient pas productrices de BLSE.

Nos résultats se rapprochent de ceux decrits par Zahar et al.,(2010) dont le taux
rapporté par les auteurs était de 25,8%.

La production des béta-lactamases (BLSE) a spectre étendu est assez fréquente chez
les entérobactéries (BLSE) car ce sont des enzymes capables d'hydrolyser et donc d'inactiver
les antibiotiques de type béta-lactame tels que les pénicillines, les céphalosporines et les
monobactames. De multiples variantes de BLSE ont été détectées et regroupées en plusieurs
familles structurelles et évolutives, dont TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES, BES, TLA et
OXA. Parmi celles-ci, CTX-M et TEM sont les BLSE les plus courantes (Paterson et
Bonomo, 2005).

Figure 15 : Synergie de type BLSE “chez une souche d’Enterobacter cloacae.
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11.10 Répartition des bactéries multi résistantes (BMR)

Sur la totalité dessouches qui ont été testées vis-a-vis des antibiotiques nous avons
enregistré un taux de 51,65%de BMR isolées a partir du milieu hospitalier. Les
entérobactéries occupaient la premiére place 61,70%, suivies par Pseudomonas aeruginosa
27,66% et Acinetobacter baumannii 40,64%.

Nos résultats ne corroborent pas ceux d’une étude réalisée par Sserwada et al.,(2017)
a I’hopital central de Kawolo en Ouganda ou le taux des BMR a Gram négatif rapporté était

de 27% .

Selon Odoyo et al.,(2023), les bactéries présentes dans les environnements
hospitaliers ont la capacité de former des biofilms sur des surfaces telles que les instruments
médicaux, les cathéters et les surfaces des équipements hospitaliers en s’enveloppant dans
une matrice protectrice, ce qui leur confere une résistance contre les agents antimicrobiens, la

désinfection et la dessiccation.
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CONCLUSION



Conclusion

CONCLUSION

L'environnement hospitalier est considéré comme un réservoir de bactéries Gram
négatif, en particulier les bactéries multi-résistantes, qui se propagent par des voies directes
ou indirectes et causent des infections nosocomiales. Ces infections sont un reflet de I'état
d'hygiéne des établissements de santé, elles peuvent étre a 1’origine de 1’augmentation de la

morbidité et de la mortalité.

Cette étude nous a permis de déterminer la fréquence des bactéries & Gram négatif les
plus retrouvées dans 1’environnement hospitalier ainsi que leur profil de résistance vis-a-vis

des antibiotiques et des huiles essentielles.

Sur un total de 150 prélevements issus du milieu hospitalier des différents services
(Service de néphrologie, service d’urologie, service de CCV et le bloc opératoire), la totalité
des échantillons ont été testés positifs, tandis que seulement 98 échantillons ont été positifs
pour les bacilles Gram-négatif. A partir des 98 prélevements, nous avons isolédes
entérobactéries suivies par Pseudomonas puis par Acinetobacter baumannii. Les autres

bactéries Gram négatif étaient présentes avec un effectif de 23.

Les résultats de I’antibiogramme, nous ont permis de noter une résistance élevee chez
les entérobactéries a I'AMP, a I'ATM, a ’AMC, au CZ et a la CTX. Tandis qu’une
sensibilité a été notée vis-a-vis de la GEN, ’AK, la C, au COT et a I’IMP.

Pour les Pseudomonas, nous avons constaté que parmi les souches de Pseudomonas,
il y avait une forte résistance a la TC a ’ATM, a I’AK, au TIM tandis qu’une résistance

moyenne a I'IMP et une faible résistance au CIP a été notée .D’autre part, une sensibilité a la

GENauCIPalaTOB et al'IMP a été révélée.

Concernant Acinetobacter baumannii, les souches ont présenté une résistance totale
contre laCZ, la CIP, laTOB, la TIM, la PRL et la TC. La plupart des souches ont montré une
résistance a I’AK et a la GEN.

Ces résultats d’antibiogramme nous ont permis de remarquer que 51,65% des souches
étaient des BMR

Le test complémentaire visant a révéler les bactéries productrices de béta-lactamases a
spectre étendu (BLSE) a permis d'identifier la présence de souches d'entérobactéries

productrices de BLSE avec un taux de 20,29%.
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Annexe |

% Matériel non biologique
e Boite de pétri

e Ecouvillons

e Lames et lamelles

e Pince métallique

e Pied acoulisse

e Pipette pasteur stérile

e Tubes a essai stériles

e Tubes sec

Appareillage

e FEtuve 37°C
e Microscope optique
e Autoclave

Milieux de culture

«» Gélose Nutritive

Composition pour 1 litre du milieu

e Peptone... ...cccevveeenen. 10g
e Extrait de viande.......... 39
e Extrait de levure........... 39

e Chlorure de sodium......5g
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Milieu Mueller Hinton

Composition pour 1 litre du milieu

Peptone .......ccoooviiiiiiiii . 17,5¢
Extraitde viande ........................l. 2g
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Gélose MacConkey

Composition pour 1 litre du milieu

Sels biliaires ........ccoovvviiiiiiiiiiiane I,5¢g
Chlorure de sodium..................coovvinnnn. 5¢g
Rouge neutre............cooooviiiiiii 30 mg
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% Gélose Hektoen

Composition pour 1 litre du milieu
e Peptone pepsique de viande............... 15¢
e Extrait de viande..........c.ccoceeviieiiennns 39
e Extraitde levure........c.ccoovviiiiiiiennn, 39
e Chlorure de sodium...........ccccccerernnnnne. 59
e Sels biliaires......cccocvvveviveviiiieiicen, 49
® LactOSe......ccovvveviiiiiiiee e 129
®  SaliCiNe... oot 29
®  SACChAr0Se .....covvvvvviieieierie e 129
e Fuchsine acide .......c.ccevvevvevivenenne. 0,19
e Bleu de Bromothymol ................... 65 mg
O AQAr.. oo 189
® PH . 75+0,2

Les réactifs utilisés dans les tests d’orientation

Tableau X. réactifs utilisés dans les tests d’orientation

Réactif Test Photo

Violet de Gentiane + Lugol Coloration de Gram
+ Fuschine + Alcool
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Les solutions et les disques impréegnés

e [’eau physiologique

e [ ’huile a immersion

e [ ’huile de vaseline

e Disques d'antibiotiques

e Disques vierges stériles

% Matériel biologique

e Les prélevements positifs
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Figure 16 : Les prélevements positifs (Photo originale, 2023)

Annexes ||

+ Coloration de Gram
Cette coloration permet de mettre en évidence les caractéristiques de la paroi
bactérienne, afin de distinguer entre les Gram négatifs et les Gram positifs. Les bactéries
Gram négatif sont riches en lipide et pauvres en peptidoglycane (20%), contrairement les
bactéries Gram positif sont pauvres en lipides alors que leur paroi est constituée
principalement par le peptidoglycane (80%).

Commengant par la réalisation de frottis qui se fait comme suit :

71 On étale une goutte de suspension bactérienne sur la lame et on la fixe a la chaleur
1 Coloration: Recouvrir la lame de violet de gentiane et laisser agir 1 minute.

71 Rincer avec ’eau de robinet

1 Fixation: Recouvrir de lugol et laisser agir 1 minute.

7 Rincer a I’eau de robinet

"1 Décoloration: recouvrir la lame avec 1’alcool et laisser agir pendant 30 secondes puis

rincer avec I’eau de robinet
'] Recolorer avec la Fushine diluée et laisser agir 1 minute.

Tl Laver a I’eau de robinet et sécher entre 2 papiers.
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'] Déposer une goutte d’huile a immersion sur la lame et I’observer avec un microscope

optique (objectif X100).

Apreés observation, les bactéries Gram négatif apparaissent en rose et les bactéries Gram

positif apparaissent en violet.

¢ Protocole de préparation de la galerie Api 20 E

> Préparation de la galerie
-Remplir le fond de la boite par I’cau distillée stérile pour humidifier la galerie, puis déposer

la galerie dans la boite stérilement.

> Préparation de I’inoculum
-A partir d’une culture jeune (de 18 a 24h), on préléve quelques colonies isolées et identiques

a partir de notre gélose, puis les mettre dans 5 ml d’eau physiologique.

> Inoculation de la galerie
- A I’aide d’une seringue stérile, on inocule les microtubes en placant la pointe de la seringue
contre la paroi de micro tube et en inclinant la galerie vers I’avant afin d’éviter 1’apparition

des bulles d’air.

-Pour les tests : ADH, ODC, LDC, H2S et URE, on doit inoculer leurs tubes et créer une

atmosphere d’anaérobiose tout en remplissant les cupules par ’huile de vaseline.

-Pour le test CIT, VP et GEL, remplir le tube et la cupule. Pour les autres tests, remplir les

cupules seulement.
-Fermer la boite et incuber pendant 18 a 24h a 37°C.

-Apres incubation, la lecture se fait par I’ajout des réactifs pour certains tests :

Indole : Kovacs / TDA : réactif TDA / VP : réactifs VP1/VP2 (Laisser agir 10 min avant la

lecture).
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Figurel7:Galerie Api 20E(Photo originale, 2023)

Tableau XI. Différents tests d’api 20E

Test Intérét Test Intérét
ONPG Test de l'enzyme B- | GEL Production de
galactosidase par I'enzyme gélatinase

hydrolyse du substrat
o-nitrophényl-bD-

galactopyranoside

ADH Décarboxylation de | GLU Fermentation du
I'acide aminé glucose
arginine par
I'arginine
dihydrolase

LDC Décarboxylations de | MAN Fermentation du
I'acide aminé lysine mannose
par la lysine

décarboxylase

oDC Décarboxylations de | INO Fermentation de
I'acide aminé I'inositol
ornithine par
I'ornithine

décarboxylase
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CIT Utilisation du citrate | SOR Fermentation du
comme seule source sorbitol
de carbone

H2S Production de RHA Fermentation du
sulfure d’hydrogéne rhamnose

URE Production de SAC Fermentation du
l'uréase saccharose

TDA Détection de MEL Fermentation du
I'enzyme mélibiose
tryptophane
désaminase

IND Production d'indole a | AMY Fermentation de
partir de tryptophane I'amygdaline
par I'enzyme
tryptophanase

VP Détection de ARA Fermentation de

I'acétoine produite
par fermentation du

glucose

I'arabinose

> Réactifs utilisés pour la lecture de certains tests




Annexe

Figure 18 : Réactifs utilisés pour la lecture de certains tests d’Api 20 E (Photo originale,
2023)

< Protocole de préparation de la galerie Api 20 NE

La préparation de I’inoculum est identique a celle de I’API 20 E sauf que :

e Du NO3 jusqua PNPG seulement les tubules sont remplis avec la suspension
bactérienne.

e Pour remplir du GLU au PAC, on doit prendre 200ul de la suspension bactérienne et
la transférer dans I’ampoule d’API AUX Medium et ’homogénéiser puis inoculer les
tubes et les cupules tout en évitant les bulles d'air.

e Lestests GLU, ADH, URE s’effectuent en anaérobiose.

- L’incubation de 18 a 24h a 37 °C.

- La lecture se fait par I’ajout des réactifs : NIT1, NIT2 pour NO3 et Kovacs pour RTP
et la poudre de zinc est utilisée dans le cas ou le NO3 est négatif.

- Pour les autres tests la lecture se fait selon le virage de couleur et la présence des

troubles.

Figure 19 : Galerie Api 20NE (Photo originale, 2023)

> Reéactifs utilisés pour la lecture de certains tests
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Figure 20 : Réactifs utilisés pour la lecture de certains tests d’Api 20NE
(Photo originale, 2023).



