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Introduction

Les hopitaux, bien que fournis pour la prévention et le traitement ils sont parfois la cause
des infections. Au cours des 20 derniéres années, l'infection nosocomiale ou les infections
liées aux soins est devenu un probleme majeur de santé publique aux niveaux mondial,
notamment les infections urinaires et néonatals, opératoires et cutanées, les infections nasales,
pneumonies et bactériémies.

En I’Algérie, le taux de prévalence des infections nosocomiales en 2010 atteindre 13 %,
ou il était plus faible dans les centres hospitalo-universitaires comparé aux 1’établissement
public hospitalier (Amazian et al., 2010). La lutte contre ces infections est bien organisée
dans les pays développés comparé par les pays de faible niveau socio-économique qui
souffrent pour la majorité une absence de réglementation et du manque de données
représentatives de surveillance. Les premieres sources de cette infection sont les biofilms qui
jouent un réle écologique trés importent ainsi qu’en microbiologie clinique et médecine.

Les infections microbiennes humaines qui sont associées a la formation de biofilm a été
estimé de vaut 75 % (Miquel et al., 2016), et la raison de cela est susceptible des difficultés
diagnostiques et thérapeutiques avec un mode chronique au cours d’infection et des
symptomes retardee. Les biofilms associés aux secteurs medicaux peuvent étre abordés sous
trois angles différents. Premiérement, les biofilms directement liés aux surfaces tissulaires
peuvent étre distingués pour les professionnels de la santé, les visiteurs et les patients. Ces
biofilms dans la cavité buccale sur les dents, dans le tube digestif et le tractus génital féminin.
En plus, il existe des biofilms associés aux biomatériaux implantés dans le corps humain
comme les lentilles ou bien les valves cardiaque et les piéces additionné au genou. Les
biomatériaux médicaux sont fabriqués a partir d'une variété des matériaux différents comme
I’ivoire, I’or, I’argent, le plastique ou le verre avec une large gamme de propriétés mécaniques
et de surface. Ainsi que matériels hospitalieres de travaille et 1’ambulance sont donc
fréquemment colonisés par des microorganismes. Aussi, on peut distinguer également les
biofilms qui ne sont pas directement associés a la santé, ces biofilms se produisent dans tous
les coins de I’environnement hospitalier par exemple dans les systemes de distribution d'eau
ou dans les systemes de refroidissement et de climatisation.

Les bactéries qui forment le biofilm sont en deux états ou modes de vie, on trouve des
cellules libres en amas ou en suspension appelée état planctonique et des cellules qui adhérent

a des surfaces appelées état sessile, ces derniers sont considérées comme les plus courantes.
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La présence de bactéries varie a travers I'hopital qui forme une niche écologique a la fois
quantitativement et qualitativement, cela affecte toujours le c6té sain. De nombreuses
bactéries a Gram positif et a Gram négatif forment des colonies capables de propager
I'infection eux personnes ou l'équipement. Le biofilm bactérienne cause une transmission
permanente d’infection hospitaliere, ce qui en fait un sujet d’étude et d’analyse important.

Le but principal de cette étude est la surveillance de la santé de la communauté
hospitaliére et la fourniture de conditions de soins pour limiter la propagation des infections
nosocomiales, c'est aussi une dimension de la réforme hospitaliére et la devise principale du
ministére de santé algérienne.

Dans notre travail, on choisir deux types des bactéries I’'une sont des cocci a Gram
positive et I’autre des bacilles & Gram négatif, ils étaient isolés a partir de établissement public
hospitalier d’El-Meghaier pour I’évaluation de formation de biofilm clinique in vitro
quantitativement et qualitativement par le mesure de densité optique et sa capacité de
formation, on propose une méthode de comparaison afin de contribuer au développement du
diagnostic biostatistique du biofilm a l'origine des infections hospitaliéres. Pour cela nous
nous sommes fixés plusieurs objectifs:

e Isolement et identification des echantillons hospitaliere;

e Etude épidémiologique des infections nosocomiale;

e Evaluation de biofilm in vitro par deux méthodes RCA et TCP;

e Comparaison biostatistique de biofilm formé entre deux types bactériens;

e Application de quelques moyens de lutte.
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Chapitre 1 Généralité sur le biofilm clinique

1. Histoire de découverte

La découverte des biofilms microbiens est attribuée a I’inventeur du microscope Antonie
Van Leeuwenhoek en 1683 (figure 01), qui observa la présence des communautés des
microorganismes appelé «animalcule» a la surface de ses propres dents (Donlan, 2002).

Zobell en 1936 montra que surfaces solides bénéfiques au développement des bactéries, et
la quantité de bactéries fixées sur un substrat est largement supérieure a la quantité de

bactéries libres dans la phase liquide.

lentille

support
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Figure 01. Microorganismes de biofilm observe par Leeuwenhoek.

2. Définition de biofilm
Communautés complexes des micro-organismes attachés a une surface ou a une interface
enfermée dans une matrice d'exopolysaccharide (EPS) d'origine microbienne (Filloux et
Vallet, 2003), qui forme une structure tridimensionnelle organisée spatialement. Il est peut
étre constitué¢ d'une ou plusieurs couches composé chez laquelle constitu¢ d’une ou plusieurs
especes des microorganismes (Behlau et Gilmore, 2008). Les biofilms bactériens clinique se
développant sur des implants ou lors d’infections chroniques constituent des réservoirs de
pathogenes a I’origine de nombreuses infections nosocomiales (Lebeaux et Ghigo, 2012).
3. Facteurs favorisant et affectent la formation de biofilm
Outre que les propriétés des bactéries et sa proximité avec I'attachement surface, la nature
de la surface de fixation a également un réle important dans le processus d'adhésion.
Certaines des propriétés de surface importantes qui déterminent les bactéries la fixation
comprend la charge de surface, I'énergie libre de surface, la rugosité, I'nydrophobicité et la
rigidité (Song et al., 2015). Parmi les conditions qui affectent sur le développement du
biofilm aux certaines valeurs sont la température, le pH, les niveaux d'O,, I'nydrodynamique,
I'osmolarité, la présence d'ions spécifiques, de nutriments, croissance ralentie et de facteurs

dérivés de I'environnement biotique (Goller, 2008).
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4. Propriétés d'un biofilm

Les bactéries qui se développent dans les biofilms ont un certain nombre de propriétés qui
les distinguer des populations planctoniques (tableau 01). Dans les biofilms médicaux, il peut
étre plus approprié de décrit un biofilm par les propriétés phénotypiques et physiologiques
microbiennes plut6ét que par la structure, les biofilms se caractérisent par leurs populations
microbiennes qui s'adapter rapidement a de nouveaux environnements et en présentant une

large gamme de phénotypes (Jass et al., 2003).

Tableau 01. Caractéristiques de biofilm bactérien clinique (Jass et al., 2003).

Fonctionnalité La description

e De la défense de I'n6te et prédateurs.
Protection e Des agents antimicrobiens (taux de croissance

lent, mauvaise pénétration, phénotype modifié).

e Dessiccation des nutriments (phénomene de
surface, piégeage des nutriments).
o ) e Hétérogénéité microbienne et environnementale
Acquisition des nutriments o ) _
pour coopération métabolique.
e Hétérogénéité spatiale a optimiser le transport de

sous-produits et augmenter I'afflux de nutriments.

e Plasticité phénotypique (nouvelle expression
) génique et phénotype bactérien).
Nouveaux traits oo .
e Transfert génétique entre les organismes.

e Mutation due a la sélection.

o _ e QS (communication dépendant de la densite)
Communication intercellulaire o o
e Communication interspécifique

5. Cycle de formation du biofilm

La formation de biofilm est un processus dynamique complexe (O'Toole et al., 2000). Les
surfaces sont normalement conditionnées avec de l'eau, des lipides, une matrice polymere
extracellulaire ou d'autres nutriments provenant du milieu environnant (Dunne, 2002).

Le biofilm mature est le site de gradients inverses en nutriments et O, et en déchets
définissant des niches physiques et chimiques. Il peut se disperser et libérer des bactéries
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mobiles ou des agrégats bactériens entourés de matrice (Filloux et Vallet, 2003). La
formation se fait généralement en cing étapes (figure 02) :
5.1. Attachement réversible
L’attachement sur une surface est une « stratégie de survie » qui permet a la
bactérie de s’installer et de coloniser un environnement (Filloux et Vallet, 2003). Une fois a
la surface, différents processus physiques, chimiques et biologiques ont lieu au cours de cette
interaction initiale entre la cellule bactérienne et la surface. Sur la surface abiotique,
I'attachement primaire entre les bactéries et la surface est généralement avec médiation par
des interactions non spécifiques telles que électrostatique, hydrophobe ou forces de van der
Waals, alors que I'adhérence a la surface biotiqgue comme les tissus est a travers moléculaire
spécifique (lectine ou adhésine) par mécanismes d'accostage (Dunne, 2002).
5.2. Attachement irréversible
Apres la liaison a la surface a travers la matrice exopolymeéres, les cellules bactériennes
commencent le processus d'adhésion irréversible, de prolifération et d'accumulation en tant
que cellule multicouche grappes. Ces matrices extracellulaires, composées d'un mélange de
matériaux tels que les polysaccharides, les protéines, les acides nucléiques et d'autres
substances sont considérés comme essentiel dans la cimentation des cellules bactériennes
ensemble dans la structure du biofilm, en aidant a piége et conserve les nutriments pour la
croissance du biofilm, et dans la protection des cellules de la déshydratation et les effets des
agents antimicrobiens. Les flagelles, pili et lipopolysaccharides (LPS) constituent des
¢léments clés dans la mise en place de la phase d’adhésion irréversible (Costerton, 2001).
5.3. Accumulation des microcolonies
La bactérie fonde une microcolonie qui produit une matrice extracellulaire et qui peut
accueillir d’autres espéces bactériennes par accrétion (Lebeaux et Ghigo, 2012). Les micro-
colonies sont séparées par des canaux aqueux qui forment un réseau de circulation permettant, le
matériel soluble peut diffuser a travers la matrice d’exopolysaccharide (EPS) et étre utilisé
par les bactéries (Filloux et Vallet, 2003). La formation des agrégats de microcolonies génerer
des interactions significatives tel que I’échange de substrats, produits, inhibiteurs,
déploiement de molécules de signaux entre eux. La densité cellulaire, la taille et la géométrie
de l'agrégat et son activité métabolique conduisent a des barriéres de diffusion, qui peuvent
étre minimales ou suffisamment provoquer des changements importants dans sa biologie. Le
plus souvent, en raison de sa faible solubilité dans eau et taux élevé d'utilisation par les
bactéries, un fort gradient de tension en oxygéne se développe ce qui peut conduire & des

régions anoxiques et a la prolifération d'espéces anaérobies (Allison et al., 2000).
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5.4. Maturation du biofilm

L'architecture complexe du biofilm se met en place avec la formation des canaux aqueux
et des pores entre les microcolonies, permettant I'acheminement d'oxygeéne et des nutriments
nécessaires a la croissance des micro-organismes, ainsi que I'élimination des déchets (Filloux
et Vallet, 2003). Un biofilm est constitué de 85 % de matrice extracellulaire et de 15 % de
microorganismes (Bahlau et Gilmore, 2008). La matrice extracellulaire (MEC) est
principalement constituée 97 % d’eau. Autres substances souvent présentes dans la matrice du
biofilm comprennent I'ADN, I'ARN, les protéines et les enzymes atteignant des niveaux
d'environ 2 % au total (Sutherland, 2001).

5.5. Détachement et dispersion du biofilm

Les cellules bactériennes détachées du biofilm reviennent a I'état planctonique et peuvent
rattacher aux zones vierges et initier un nouveau cycle de formation de biofilm. La carence
nutritionnelle est le facteur déclencheur du phénomene poussant les bactéries a trouver un
milieu plus favorable (O'Toole et al., 2000).

Il peut se disperser activement et libérer des bactéries mobiles ou peut s’effectuer
passivement via 1’action de stress hydrodynamique (Lebeaux et Ghigo, 2012). Le
détachement passif d’un groupe de cellules se fait par I’action de flux ou des forces selon trois
modes differents:

e Erosion (détachement continu de cellules individuelles ou de petits agrégats).

e Relargage (détachement massif et rapide de quantités importantes de bactéries).

e Abrasion (détachement par collision de particules).

,//\Dispersion active
s N

Bactéries
planctoniques

26 Dispersion o /0
pugsive ; / @@®0 &
! (agrégats) \Q.OOGO

Adhérence Adhérence
réversible irréversible

Microcolonie Biofilm mature

Figure 02. Développement d’un biofilm clinique bactérien (Lebeaux et Ghigo, 2012).
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6. Quorum sensing
Dans certaines conditions environnementales, les bactéries peuvent afficher un réponse
collective a l'environnement et démontrer le méme comportement, ce qui est indicatif de la
communication entre les individus de la population (Riedel et al., 2001). Cette forme de
communication autrement appelée quorum-sensing (QS) et dépend des signales de densité
cellulaire (Iglewski, 2000). Généralement de nombreuses espéces bactériennes a Gram
négatif utilisent acylhomosérines lactones (AHL) comme molécule de signalisation, tandis
que d'autres ont des molécules différentes qui n'ont pas encore été identifiées. Les bactéries a
Gram positif utilisent principalement un traitement post-transcriptionnel des peptides comme
auto-inducteurs ou des y-butyrolactones (Wai-Leung et Bassler, 2009).
7. Emplacements des biofilms cliniques
Les biofilms peuvent se former sur les surfaces biotiques et abiotiques. Les infections
associées aux biofilm (IAB) sont généralement classés comme des infections associées aux
dispositifs médicaux et des infections associées aux tissus (Hgiby et al., 2014). Dans certains
cas, les hotes peuvent souffrir des deux types d'infections, en raison de l'autre. La principale
différence entre les deux types est que les infections associées aux tissus n'impliguent pas de
surface de corps étranger. Les exemples courants incluent les infections associées aux biofilm
des dents, tractus gastro-intestinales, vagin et peau. De plus, le biofilm dans les infections des
plaies et les poumons infectés des patients atteints de mucoviscidose sont également
considérés comme des biofilms tissulaires. IAB dans les dispositifs médicaux tels que comme
cathéters, divers implants chirurgicaux, protheses valvulaires cardiaques, donc il faut
améliorer le diagnostic et le traitement des infections a biofilm (Seneviratne, 2017).
8. Lutte contre le biofilm
L’antibiofilm a pour but immuniser un individu contre certains antigenes bactériens
exprimés lors de I'adhésion initiale (adhésines) ou dans le biofilm mature (matrices
polysaccharides) afin d'empécher le développement du biofilm (Pflumm, 2011). Des études
in vitro et in vivo ont montré que cette approche lié au I’antibiofilm réduit le risque de
colonisation et d'infection des voies urinaires en ciblant les adhésines impliquées dans les
souches uropathogenes d'E. coli et plusieurs vaccins ciblant S. aureus ou S. epidermidis sont
en cours d'évaluation (Ebert et al., 2011). Les vaccins pourrait concerner des patients pour
lesquels I'implantation d'un matériel tel qu'un stimulateur cardiaque, une valve cardiaque
mécanique ou une prothése articulaire est prévue, ou chez des patients a risque d'infection

chronique comme mucoviscidose et infection urinaire (Lebeaux et Ghigo, 2012).
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Chapitre 2 Infection nosocomiale et les maladies bactériennes émergentes

1. Définition des infections nosocomiales

Le terme "nosocomial" a 1’origine du grec ancien, "nosos” signifier maladie et "komein"
signifier soins qui forment le mot "nosokomia”. Les infections qui surviennent pour les
patients hospitalisés sont appelées infections nosocomiales et certains I'appellent les infections
associees aux soins de santé ou infection acquise, ce développe aprés 48 hde séjour a
I’hopital et représente un délai supérieur a la période d’incubation (Bearman et al., 2014), les
infections contractées par le personnel, les visiteurs de 1’hdpital ou autre établissement de
santé peuvent aussi étre considérées comme des infections nosocomiales (Ducel et al., 2008).

2. Epidémiologie des infections nosocomiales

La santé est une priorité éleveée pour toute société et les infections restent une des
principales causes des maladies. De telles ces infections acquises entrainent une morbidité,
une mortalité et un fardeau économique importants au-dela de ceux attendus des seules
maladies sous-jacentes des patients. Dans le monde occidental, le taux d'infection associé aux
soins de santé est de 5 a 10 % infections pour 100 admissions de patients. Dans les pays en
développement, le taux peut atteindre 25 % ou plus. Certains hopitaux préferent mesurer le
nombre de personnes infectées pour 100 admissions. D'autres préferent additionner la durée
totale d'hospitalisation en jours pour tous les patients sur une période donnée et signaler le
nombre d'infections par 1000 jours-patients (Bearman et al., 2014). Les infections
nosocomiales peuvent étre envisagées en tant qu’endémiques ou €épidémiques, ces derniers
sont les plus répandues (Ducel et al., 2008).

3. Degrés de risque des secteurs médicaux

Il est utile de stratifier les secteurs de soins en fonction du risque d’acquisition d’une
infection parmi la population de patients. Pour certains services, tels que 1’oncologie, la
néonatologie, les soins intensifs et les unités de transplantation, il peut étre souhaitable de
prévoir une ventilation spéciale.

De méme, dans une unité centrale de stérilisation ou une cuisine d’hopital les zones
contaminées ne doivent pas présenter de risque pour les zones non contaminées et les patients
infectés doivent étre séparés des patients immunodéprimés. On a quatre degrés de risque en
secteurs médicales (Ducel et al., 2008):

e Secteurs a faible risque: par exemple services administratifs.

e Secteurs a risque modéré: par exemple services de patients ordinaires.

e Secteurs a haut risque: par exemple unités d’isolement, unités de soins intensifs.

e Secteurs a trés haut risque: par exemple salles d’opération.
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4. Principaux types des infections nosocomiales
Les infections hospitaliéres varient selon le lieu d’infection biotique ou abiotique, I'agent
causal et les maladies qui les provoquent (figure 03), on a de nombreux aspects que les
bactéries peuvent coloniser et se développer en infections temporaires ou chroniques. Parmi
les infections hospitaliéres courantes on a:
4.1. Infections urinaires
Les infections urinaires nosocomiales (IUN) sont dominées par les infections survenant
aprés sondage ou plus rarement apres d’autres manceuvres instrumentales. Ces situations
bouleversent les mécanismes physiologiques de défense, de telle sorte que des
microorganismes sans facteur de virulence spécifique pour I’arbre urinaire peuvent induire
une infection (Caron, 2003). Des souches d’E. coli uropathogenes sont coloniser les cellules
de I’épithélium vésical et de former de larges agrégats intracellulaires entourés d’une matrice
correspondant a un biofilm qui constituerait le réservoir de bactéries pathogenes cystites et
pyelonéphrites (Lebeaux et Ghigo, 2012).
4.2. Infections liées aux dispositifs médicaux
Tous les dispositifs médicaux implantés sont concernés par le risque de contamination
microbienne et de survenue d’une infection. La fréquence de cette complication varie d’un
type de dispositif a un autre, lorsque des micro-organismes adhérent a la prothese médicale a
demeure ou implantee. Si des conditions favorables prévalent, I'adhérence conduit a la
formation de biofilm sur ces surfaces qui entraine un dysfonctionnement du dispositif et des
consequences désastreuses pour I'hndte (Lebeaux et al., 2014). Le risque de colonisation n’est
jamais nul du fait de possibles contaminations par voie hématogéne ou par contact avec
milieux extérieur et constituent des réservoirs bactériens a 1’origine d’infections liées aux
soins (Lebeaux et Ghigo, 2012).
4.3. Endocardite infectieuse
L’endocardite infectieuse est une pathologie qui n’a cessé d’évoluer sur le plan
diagnostique et thérapeutique depuis sa premiére description clinique par William Osler a la
fin du XIXe siecle. Le profil épidémiologique et microbiologique de I’endocardite infectieuse
a ét¢ transformé ces derniéres années par I’évolution des pratiques médicales et par les
changements démographiques dans les pays du nord. Elle correspond au développement d’un
biofilm localisé aux valves cardiaques (Parize, 2011).
4.4. Pneumopathie nosocomiales
Les pneumopathies nosocomiales restent a 1’origine d’une importante morbidité et

mortalité, malgré les progres en antibiothérapie (Chastre et Fagon, 2002). Le diagnostic de
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pneumopathie nosocomiale est suspecté lorsque le patient présente des infiltrats nouveaux ou
progressifs sur la radiographie pulmonaire avec des signes d’infection telles que la fievre,
sécrétions trachéales purulentes, hyperleucocytose (Allaouchiche et Boselli, 2005).
4.5. Bactériémie nosocomiales
Les bactériémies ne représentent qu’une faible proportion des infections nosocomiales
(environ 5 %) mais possédent un taux de létalité élevé plus de 50 % pour certains micro-
organismes. L’infection peut se développer au point d’insertion cutané d’un dispositif
intravasculaire ou sur le trajet sous-cutané d’un cathéter (Ducel et al., 2008).
4.6. Autres infections nosocomiales
Les infections oto-rhino-laryngologie (ORL), infection buccodentaires (carie ou
stomatite) et des infections des plaies avec des complications cutanées liées au diabéte
impliquent également le développement des infections associées a un biofilm polymicrobien
et chroniques (Lebeaux et Ghigo, 2012).

Infections liées au matériel Infections chroniques

Pathologies buccodentaires !
et ORL (caries, stomatites, !
1

| Cathéters vasculaires
! centraux
1

chez les patients E
atteints de mucoviscidose

Infections urinaires
récidivantes

Figure 03. Infections associées au dispositif et chroniques (Lebeaux et Ghigo, 2012).

5. Quelques bactéries d’environnements médicales
Les surfaces de I’environnement hospitalier peuvent étre colonisées par des bactéries
multirésistantes et la surveillance microbiologique de ces surfaces doit faire partie intégrante

de la prevention des infections nosocomiales (Méité et al., 2010). Parmi ces bactéries on a:
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5.1. Cocci a Gram positif

Les cocci a Gram positif (CGP) sont un groupe hétérogene d'organismes définis par leur
apparence morphologique et font partie de la flore normale de toutes les surfaces cutanéo-
mugueuses et sont souvent isolées des infections telles que les abceés des organes profonds, la
septicémie obstétricale et gynécologique ainsi que les infections intra-orales.

5.1.1. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des CGP qui se grouper en amas. Une espéce, Staphylococcus
aureus ou S. doré, tient une place trés importante dans les infections communautaires et des
épidémies nosocomiales. La bactérie cultive facilement sur les milieux usuels et aussi sur des
milieux riches en NaCl. Elle possede une enzyme coagulase et DNase positive. La
transmission interhumaine s’opére par contact direct (manuportage) ou indirecte par les
vétements, la literie ou les aliments (Nauciel et Vildé, 2007).

5.1.2. Staphylococcus a coagulase négatifs

Les SCN (S. hominis, S. saccharolyticus, S. capitis et S. auricularis) sont trouvées de
facon constante sur la peau ou les muqueuses des orifices naturels. Les staphylocoques a
coagulase négatifs ne sont identifiés complétement que lorsque les circonstances de leur
isolement indiquent qu'ils sont potentiellement en situation de jouer un réle de pathogene.
Aujourd'hui les especes S. epidermidis (le plus important des SCN) et S. saprophyticus sont
des opportunistes potentiellement pathogénes (Gillespie et Bamford, 2012).

5.1.3. Streptococcus spp.

Les streptocoques sont classés en fonction de leur groupe sérologique et de caractéres
biochimiques et hémorragique, ce sont des cocci Gram positif. Le S. pyogenes groupe A est
responsable d’infections courantes pharyngées ou cutanées de la scarlatine et plus rarement
d’infections invasives ou de complications post-infectieuses. Le S. agalactiae de groupe B est
surtout responsable d’infections néo-natales. Ils peuvent étre responsables d’infections
diverses et surtout d’endocardites et une place trés importante dans la pathologie infectieuse
communautaire (Nauciel et Vilde, 2007). Les humains sont le seul hote de S. pneumoniae qui
est généralement asymptomatique. Les sérotypes S. pneumoniae varient selon les pays, temps
et groupe de sujets. Elle est la principale cause de pneumonie et de méningite d'origine
communautaire chez les enfants (Gillespie et Bamford, 2012).

5.1.4. Enterococcus spp.

Le genre Enterococcus est constitué de cocci a Gram positif groupés par paires ou en

courtes chainettes. Il se distingue du genre Streptococcus par des caractéres génotypiques et

par sa capacité a cultiver sur des milieux hostiles. Les espéces le plus fréquemment isolées
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chez I’homme sont E. faecalis et E. faecium. Il repose sur I’isolement de la bactérie au site de
I’infection ou par hémoculture (Nauciel et Vildé, 2007).
5.2. Bacilles a Gram négative

Les bacilles a Gram négative (BGN) sont un groupe hétérogéne d'organismes définis par
leur apparence morphologique. Un certain nombre de bacilles & Gram négatif de
I’environnement se comportent comme des bactéries opportunistes et sont souvent a 1’origine
d’infections nosocomiales. Parmi lesquels:

5.2.1. Escherichia coli

L E. coli peut devenir pathogéne si les défenses de 1I’hdte se trouvent affaiblies ou si elle
acquiert des facteurs de virulence particuliers. Elle est la bactérie le plus souvent en cause
dans les infections urinaires, les infections néonatale. Les souches responsables d’infections
intestinales par différents mécanismes entéropathogenes, entérotoxinogenes, entéro-invasifs,
entéroagrégants et E.coli a adhérence diffuse. Le diagnostic repose sur I’isolement de la
bactérie au site de I’infection (Nauciel et Vildé, 2007).

5.2.2. Klebsiella spp.

L'infection par Klebsiella spp. est généralement acquis dans I’environnement hospitalier.
Ces organismes sont une cause importante de pneumonie associée au ventilateur, d'infection
des voies urinaires, d'infection des plaies et de bactériémie. L’infection flambées en situation
de forte dépendance des patients ont été décrits et sont associés a une septicémie et une
mortalité élevée. La maladie la plus courante causée par la bactérie Klebsiella a I'extérieur de
I'népital est la pneumonie grave d'origine communautaire, associée a un mauvais pronostic.
Le traitement de la pneumonie se fait par des antibiotiques tels que les aminosides et les
céphalosporines. L’espéce K. rhinoscleromatis provoque une infection granulomateuse
progressive des voies nasales et les environnantes muqueuses. La plupart des infections se
trouvent sous les tropiques et K. ozanae a été associée a des maladies chroniques
bronchectasie (Gillespie et Bamford, 2012).

5.2.3. Pseudomonas aeruginosa

Le P. aeruginosa ou bacille pyocyanique mobiles a ciliature polaire se caractérise par la
pigmentation bleu-vert de ses colonies. Elle peut provoquer principalement la maladie de
mucoviscidose et des infections urinaires, des infections bronchiques, des infections oculaires,
des infections ostéo-articulaires. La bactérie produit plusieurs toxines cytotoxiques deux
hémolysines et 1’exotoxine a dont le mode d’action est similaire a celui de la toxine
diphtérique. La pression de sélection des antibiotiques en milieu hospitalier augmente le

risque de colonisation qui rend la bactérie multirésistante (Nauciel et Vildé, 2007).
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5.2.4. Legionella pneumophila

Ce sont des bacilles a Gram négatif, mobiles, aérobies, elles ne cultivent que sur un milieu
spécifique. Elles sont treés répandues dans 1I’environnement hydrique surtout les eaux chaudes
et dans les biofilms. La transmission a I’homme se fait par I’inhalation d’aérosols contaminés.
En milieu hospitalier la contamination peut aussi résulter du rincage a 1’eau courante de
matériels mis en contact direct ou indirect avec les voies respiratoires sondes, humidificateurs,
appareils a aérosols. La maladie des légionnaires se traduit par une pneumopathie souvent
sévere et survient surtout chez des sujets immunodéprimés et caractérisent par son résistantes
aux B-lactamines, mais sensibles aux macrolides, aux fluoroquinolones et a la rifampicine.
Les cas de légionellose surviennent de manicre sporadique ou bien sous forme d’épidémies
plus ou moins importantes. (Nauciel et Vildé, 2007).

6. Prévention contre les infections nosocomiales

La prévention des infections nosocomiales passe par I’ensemble des personnes et des
services impliqués dans les soins de santé. Chacun doit contribuer a réduire le risque
d’infection a la fois pour les patients et pour le personnel. Le concept de prévention englobe
le personnel soignant, la direction, I’implantation de 1’établissement, la fourniture du matériel
et des produits, et la formation des agents de santé. Pour étre efficaces, les programmes de
lutte contre les infections nosocomiales doivent étre tres complets et porter aussi bien sur les
activités de surveillance et de prévention que sur la formation du personnel. Ils doivent aussi
bénéficier d’un soutien effectif au niveau national et régional, la prévention des infections
nosocomiales nécessite un programme intégré, controlé pour les différents niveaux de risque
infectieux dont les éléments suivants (Ducel et al., 2008):

e Limiter la transmission d’agents microbiens de patient a patient pendant les activités
de soins directs par le lavage adéquat des mains et le port de gants, et en observant des
pratiques et stratégies d’asepsie, d’isolement, de stérilisation, de désinfection et de
blanchisserie appropriées.

e Maitriser les risques infectieux liés a ’environnement et protéger les patients par
I’'usage approprié d’anti-infectieux, par I’alimentation et les vaccinations.

e Limiter le risque d’infection endogeéne par la réduction des gestes invasifs et par la
promotion d’un usage optimal des anti-infectieux surveiller les infections, identifier et
maitriser les flambées et assurer la prévention des infections chez les membres du
personnel et les patients ainsi que les visiteurs.

e Renforcer les pratiques de soins et assurer la formation continue du personnel.
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1. 3UpVHQWDWLRQ GH OLHX GTpWXGH

&H WUDYDLO D pWp UpDOLVp DX QLYHDX GH OfpWDEOLV\
6 D w G-Meghaier pour la premiere fois a propos du biofilm de secteur médical, ou tout le
travail de laboratoire a été applig{anexe 01)

El-Meghaier est unef LOOH DOJpULHQQH j OD UpJLRQ s@l§ikiXHG 5L JI
décret présidentiells® 15-140 du27 mai2015 elle est diviée en 8ommunegEl-Meghaier,
Oum Thiour, Stil, Sidi Khelil, Tindela, Djamaéa, Merara, Sidi OmranxMeghaier est
délimitée au nord par Milaya de Biskra a I'est par lavilaya d'El Oued a I'ouest par
la wilaya d'Ouled Djellakt au sud par lailaya de Touggouret dOurgla(figure 04).

Figure 4. CDUWH JpRJUDSKL T-Méghtiahl K{SLWDO G{(O

2. 0p W KR &hand@lfhnnage
2.1.Sites de prélevement

Le type d'hopital le plus connued 1$OJpULH HVW OfpWDEOLVVHPHQW &
(3+ '"(%$.+ 6DwBHleghfieQl contient généralement deux parties administratives et
médicales, qui offrent des services de santé gratuits. Parmi lesquels, des cas d'urgence et
UpDQLPDWLRQ WHOV TXH OfpWRXIIHPHQW HW OYDVWKPH C
brhlures, Is accidents et crises cardiaques avec un laboratoire des analyses médicale. De plus,
le service maternité et de pédiatrie améonatalogigainsi que médecine homme et femme

avec la médecine interne, bloc opératoire et salle de réveille, laboratoiral,ceniie de
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stérilisation et des salles dans lesquelles les patients résident quelques jours, la cuisine et
service des cadavres et blanchiment. Tout cela forme un environnement hospitalier diversifié
pour I'échantillonnage.

Des échantillons ont étgrélevés dans 6 services hospitaliers a raison de 3 échantillons
pour chacun, c'estdire 18 échantillons a partir des sites séche et humide. lls ont été réalisés
au niveau des servicesivanty(figure 05):

x Pédiatrie ehéonatalogie
X Médecine femmes

X Médecine hommes

x Urgence

X Bloc opératoire

X Maternité

Figure 05. Quelques services hospitaliefs. Urgence B: Bloc opératoireC: Pédiatrie

Les échantillons ont été prélevés aprés avoir observé les endroits les plus soupgonnés de
contenir l'infection par la formation du biofilm autour de lui ou bien les lieux que les
travailleurs et les patients consultaient fréquemment. Les prélevementsioatne:

X Poignée de porte

x Sol

x Paillasse

x Table fixe

X Avabo

X Chariot

X Instruments opératoires

X Lits

15



Chapitre 3 Matérielet méthodes

Dans le cadre d'un programme efficace de lutte contre les infectommcomialesle
laboratoire de microbiologie peut étre appelé a réaliser des aultleedivers sites
environnementaux VXU IDFH O fdd Beéom@dghBdti@hs pour le contréle des infections
environnementales ont été largement discutéesyvironnement est impliqué dara
transmission de la maladighez les patients immunodéprimdélsy a des moments ou ils
deviennent un élément important et souvent nécessaire d'un programme de contrdle des
infections qui affecte le laboratoire de microbiolodi®mbjectif du transport des échantillons
directementvers le laboratoire est deaintenri I'échantillon aussi prés que possible de son
état d'origine avedétérioration minimale et pour éviter tout risque pour le manipulateur
d'échantillongConnie et Donald 2019.

22.e TXLSHPHQWY HW SURGXLWYV GYpWXGH

2Q XWLOLVH OH PDWpULHO HW OHV SURGXLWYV PLFURELF
OfLVROPHQW OD VpOHFWLYLWp HW OYLGHOQnnékePH)WLRQ DL
toutes ces étapes nécessitent de travailler dans un endroit atédldeau ddavel et une
hotte microbiologiqueA chaque fois nous utilisons un outil doit étre jeté aprés avoir pris les
résultats pour maintenir un travail cohérent hors de doute. L'expérience doit étre répétée
plusieurs fois et en gardant les bactmgie nous recherchons dans un étuve spécial et des
conditionsde croissenbptimal.

2.3.Réactifs

X Voges Proskauer (VP1 et VP2)

x Nitrate (Nitl et Nit 2) #poudre de zinc

X ZYM AetZYM B

x Kovacs (JAMES)

x Ninhydrine (NIN)

X Tryptophane désaminaéEDA)

x Standard de McFarland

x Disquess GfR[\GDVH

X Eau oxygénée (3D.)

X Huile de paraffine

x Plasma de sang

x Ethanol

X Chlorure de sodiurfNacCl)

X Chlorure d’hydrogen@HClI)
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2.4.Méthode de prélévement des échantillons

L'écouvillon doit étre rempli d'eau physiologigagrile en laboratoire et placé dans un
support. Nous visitons les services hospitaliers a partir desquels les échantillons seront
prélevés de la maniere suivante:

x Ouvert I'écouvillon et se retirer progressivement, en exergant une légere pression sur

le caon imbibé d'eau physiologique.

x Déplacé I'écouvillon sur la surface du site choisi verticalement et horizontalement sur

laguelle la couleur du coton passe du blanc au jaune sale.

X On remet I'écouvillon dans le tube en une position modérée et on le ferme.

Nous faisons de méme avec d'autres emplacements secs et humides, puis transférons les
échantillons directement au laboratoire. Des gants et des masques doivent étre portés pendant
I'échantillonnage pour évitda contamination Pour entrer dans le bloc opératoire, il est
nécessaire de porter udtement spécial sur le tabligreboffe et Pierce,2011)

3. Préparation des milieux de culture

Les milieux de cliure (liquide et solideservent de support pour la croissance des micro
organismes en leur apportant les éléments essentiels a leur bon développement. Ils sont
XWLOLVpYV GDQV SOXVLHXUV GRPDLQHV QRWDPPHQW OfH
nombreux ypes dans lesquels ils different en composg et en propriétés tels qmelieu de
culture empiriquesélectif enrichietdifférentiel Dans cette étude, ont été choisis les milieux
de cultureappropriés suivani@nnexe 3):

3.1.Milieux de culture liquide
311 %RXLOORQ F°XU FHUYHOOH

/IH ERXLOORQ F(BKIB) Edtl Uny iHik2® eulture liquidepolyvalent riche en
produits d'origine naturelle (empiriquelilisé pour la culture des germes exigeagitda
recherche de la coagulase libre et la DNAse thermostablStalelsylococcusll peut aussi
servir dans la rechei H e@dfroccocus.e milieu en flacons ou tubes se conserve entre 15 et
25 °C (Connie et Donald 2019. On utilise se milieu dans cette étude pour évaluation de
biofilm sur les 96 puits de microplageepour préparer le milieu RCA

3.1.2. Bouillon nutritif

& 1 Hud Wlieu de culture liquide largement utilisé pour la culture des rocganismes
peu exigeants et pour conservation des souches. Le milieu en flacons ou tubes se conserve
entre 15 et 258C. Ce milieu se caractérise par la survie des bactéries par une période plus

longue par rapport au milieu solide.

17



Chapitre 3 Matérielet méthodes

3.2.Milieux de culture solide
3.2.1. Gélose nutritive
La gélose nutritive ordinairéGN) est unmilieu solide d'isolemennonsélectif. Surla
gélose nutritive, on observen nombre des colonies différentesll permet de séparer
desmicro-organismeslans un mélange qui pourront étre ainsi étudiés individuellement
3.2.2. Milieux Chapman
&THVW XQ PLOLHX G fifférBnbeHd? seqn\syniidtiQuiddesVihactéries du
genreStaphylococcugbactéries halophiles) cultivant en milieu hypersalé avecdaence de
chlorurede sodium et le rouge de phé(@bnnie et Donald, 2019.
3.2.3. GéloseMacConkey
La gélose MaConkey est umilieu sélectif et différentiel contiente cristal violet, les
sels biliaireset I'indicateur de pHe rouge neutrgour l'isolement des bacillésGram négatif
qui fermentat certainssucres et d'éliminer les bactérie€ram positif, la gélose M&ponkey
estemployée entre autres pour la culture elegrobactériest duPseudomonas aeruginosa
qui ont la capacité de fermenterlactose monohydra{€onnie et Donald, 2019.
3.2.4. Milieu Hektoen
Un milieu d'isolement de nombreuses bactéries a Gram n@gatifent se développer sur
ce milieu différentiel L'identification d'entérobactériepathogenes repose sur le non
utilisation des glucides (salicine, saccharede lactose) présents dans le milidDeux
LOQGLFDWHXUV VRQW SUpV Ht€uwdé pBl DeQbleu@él bidm@Hymedla O TLQ G L
fuschine acidegjui se colore en présence d'aldéhy@ennie et Donald, 2019. On observe
alors une teinte saumonée si la souche utilise un ou plusieurs des glucides.présents
3.2.5. Milieu BCP
Gélose purpre debromocrésol(BCP) est un milieunon sélectifutilisé pour la détection
HW O TLVR Ehi¢rdharidtiaGhist des bacilles a Gram négatif non exigeatdmns
OTHOXXULQH HW nmilidwdiffereatiel idovhpatidht umdicateur de pHyui facilite
la différenciation des donies par le caractére lacta€&illespie et Hawkey, 2006)
3.2.6. Gélose au sangrais
L'hémolysine est une toxine qui joue un réle important dans la pathogénicgélosa au
sangfrais est unmilieu riche nonVpOHFWLI SRXU OfLVROHPHQMuEHY EDF
soit leur métabolisme& fHVW XQH JpOR \YldbHeR @pUWjesll Bapg\deGriditon,
OfKpPRO\WH HVWIRQLHQWWLHR Q EsRiiffddednteHe@pdtesS XU G
Streptocoquest GEihterococcuglLeboffe et Pierce,2011)
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3.2.7. GéloseMuller -Hinton
& T HV Vgélosenbh sélectiet riche pour la réalisation d'antibiogramstandard, il
permet de tester l'action des antibiotiques sur les bactér@s exigeantespar
@fisemencement ermppe(Gillespie et Hawkey, 2006)
4. Méthodes d'isolement des souches bactériennes
Les échantillons prélegé contiennent de nombreux mievoganismes, nous le
mélangeons par vortex pour homogénéi€efl L Q R &XQuX Passons par des étapes pour
isoler les bactéries que nous recherchons, et toutes leurs conditions doivent étre respectées
pour obtenir des isolats purs, nous appliquons une série de techniques suivantes:
4.1.Pré-enrichissement
Nous effectuons m préenrichissement pour permettre aux miorganismes de se
développer, en particulier ceux affectés par des facteurs de stress tels que la température, en
placant les échantillons dans des tutiebouillon nutritif et les maintenons a une température
de37f& VXU XQ FRXUW WIEMRBWJISHMhQFXEDWLRQ
4.2.Enrichissement
I THQULFKLVVHPHQW D SRXU EXW GH IDFLOLWHU OD
microorganismes dans les échantillons prélevés et les développer pour obtenir le plus grand
nombreafin d'assurer leur préace et de faciliter leur étudieeboffe et Pierce,2011)
Pour cela, nous réalisons en placant chaque écouvillon dans wohibeant le bouillon
nutritif et en le laissant dans l'incubateur pendant 24 h 2C37ous leséchantillons sont
numérotés, un code est établi vers I'endroit d'ou I'échantillon a été préleve.
4.3.Mise en culture et isolement
Aprés la dilution en séries,fIL V R O peleQd¥ séparer une ou plusieurs souches
contenues dans un mélange. On ensemdacarspensiodiluéede 1: 100 OD VXUIDFH G
milieu solide la gélse nutritive de maniére suivefhieboffe et Pierce,2011)
X Stérilisez une anse en platine ou pigette Pasteur par la flamme de bec benzéne et
prenez une suspension bactérienne a partir d'un bouillon nutritif enrichi apres 24 h.
X Ouvrir la boite de pétri et déposer la pointe de I'anse ou de la pipette au point de départ.
X 1RXV GpSODoR @theOdepant de departSad formant des stries serrées sans
rayer la gélose, faisant tourner la boite a chaque fois pour trouver des endroits
ensemencons ou les miepoganismes sont répartis différemment.
x Stériliser l'anse ou jeter la pipette, referneerboite et la déposer dans I'étuve chez

lequel le couvercle est au bas.
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SHQGDQW OTfLQFXE® \thadue® micrakganpisme déposé se multiplie pour
donner un clone de cellules identiques. Lorsque les roiganismes sont suffisamment

éloignés, le clone se développe abondamment pour produire une cffignre 06).

Ensemencement Stries serrées Colonie isolée

=>
N=_“~

ww

Point de départ

Figure 06. Isolement des souches sur gélose nutritive.

4.4.Purification des souches
Aprés 24 h de culture en gélose nutritive, nous réensemencons différentes colonies de
chaque échantillon dans des milieux de culture sélectifs et différentiels avec une anse de
platine ou pipette Pasteur afin d'obtenir des bactéries completement puredisons les
données des différents milieux de culture en fonction de ses caractérigmpmique
(Connie et Donald, 2019 ou nous avons distribué les colonies de 18 échantillons pour
chaque milieu et laissé incubé duip W X YH S H&3G QW K
4.5.Conservation des souches
Nous conservons des souches pendant toute la durée de cette étude. Les souches sont
cultivées dans des tubes contenant étoge nutritive pendant 24 h 3T, puisils sont
conservés au réfrigérateur a 4 °C pour que nous puissions réutiliser plus tard.

5. OpWKRGH GYLGHQWLILFDWLRQ GHV VRXFKHV EDFWpULH
Pour déterminer les souches bactériennes, nous passons plusieurs examens a travers les
changements qui se produ@&V GDQV OH PLOLHX GH FXOWXUH HW Of

optique, ainsi que les résultats de leur interaction avec un groupe de réactifs. Nous classons
ces examens en:
5.1.1dentification macroscopique
Les observations macroscopiques sont la premiere étape dans l'identification des souches
en lisant les résultats dans les différents milieux de culture aprés 24 h, ou nous prenons une
LQIRUPDWLRQ SUpOLPLQDLUH VXU fion| Raudlel de® ¢oloBiessUG OD

bactériennes qui caractérisent une so\figare 07).
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o W B k=

Punctiforme Circulaire Filamenteux I[rrégulicre  Rhizoide  Fusiforme

Elévation — —— N - A

Plane Elevée Convexe Bombée Bossue

pte L N NS ™y A

Régulier Ondulé Lobé dentet¢  Filamenteux Bouclé

Figure 07. Différents aspect des colonies sur les milieux des cultWwékey et al.,2008.
5.1.1. Aspects macroscopiques clé pour les GG
Il existe de nombreux milieux de culture différents pour identifier les isolats de
Staphylococcu®t de Streptococcus travers plusieurs propriétés macroscopiques dans le
boite de pétri permis laquelle
5.1.1.1 Mannitol -Sel
Le milieu Chapman o¢mannitotsel) contient le chlorure de sodium qui rend cela milieu
sélectif pour les staphylocoques puisque la plupart des autres bactéries nevydeet & ce
niveau de salinitéLe halo jaune autour decolonie deS. aureusest di a la fermentation du
mannitol avec des produits acides fina(beboffe et Pierce, 2011) La fermentation
dumannitolrévélé grace au virage de l'indicateur coloré ddlpirfbuge de phénjl
5112.7HVW GYKpPRO\VH
Le testdhémolyse sur gélose au sdingis est un critére deélection treés important en
milieu clinique (figure 08). Il est utilisé pour différentier les souches &reptococcuset
GBhterococcugt la recheche de I'activité hémolytiqug.eboffe et Pierce,2011) Aprés une
incubdion de 24 h a 37°@ntrouve WU RLV W\ S H \Gilk§derPHawkey, A006)

a. Hémolyse . en cas d'hémolyse partielle, qui distingue la souSheptococcus
pnomoniade plus abondat etS. viridans S. mutansS. sanguin

b. +pP RO\Veéh cas d'hémolyse complete, qui distingue la soRtneptococcus
agalactiaede group Be plus couranétS. pyogenede group A

c. +pPRO\\gH se caractérise par lI'absence d’hémolyse, qui distingue deux souches
soit Enterococcus faecalde group Dou bienEnterococcus faeciunha confirmation

des souches été réalisépar galerie api 2&trep
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Figure 0. DLIITpUHQWYV W\SHV BWKp PWROJIVIHORVH DX VDQJ IL

5.1.2. Aspects macroscopiques clés pour les BGN
Il existe des milieux deulture pour les bactéries Gram négatives contient des inhibiteurs
pour empécher la croissance des bactéries Gram positives, qui ont des caractéristiqgues qui
nous permettent de le#fférencier macroscopiquement
5.1.2.1.Fermentation de lactose
Nous avons utilisé trois milieux implantairpermettentde différencier les @ats en
fermentant le lactosées milieux de culture difféerent en lisant les résultats de la fermentation

du lactose sur eux, mais ils donnent plus de validation du rédsl&int

a. Lactose sur MacConkey: le pH de rouge neutrait la différence entre Gram négatif
fermentant et non fermentant le lactose par la couleur de la croissance coloniale rose
ou clair en cas deéseudomonase aeruginosa GH coli (figure 09).

b. Lactose sur Hektoen: la gélose entérique Hektoen (HEA) a un couleur vert et
contient des indicateurs de la fermentation du lactose, des colonies jaune saumon chez
E. coli et des colonies vert a bleuatre avec oxydase positive Bseadomonase
aeruginosgpar exemple % DLOH\ HW 6 FRWW{V

c. Lactose sur BCP Ce milieu a ue couleur violette et devient jaune si le lactose au

milieu est fermenté par les bactéries.

B g e
Figure 09. A: E. colilac’, B: P. aeruginosdac en MacConkey

%DLOH\ HW 6FRWW 1V

e
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5.2.ldentification microscopiques
Les méthodes mettant en évidence les bactéries dans leur intégralité sont fondées
principalement sur les techniqgues de microscopie en absencelatation ou aprés la
colordion, on a plusiers techniques
52.1. ([DPHQ GH OfpWDW IUDLV
La technique de I'état frais correspond a l'observation d'une suspension bactérienne entre
lame et lamelle sans fixation préalable par la chaleur ou l'alcool a I'obg@tifavec cette
technique nous pouvondserver le mouvement des bactéries. En fonction de la mobilité
observée si elle est présente, on peut classer le type de ciliature de la lcténies parties
décrivent mouvement de bactéries polaires monotricketsles parties décrivent les
mouvemets de bactéries péritriches, ce qui oriente sur la bactérie en cause.
5.2.2. Coloration de Gram
En 1884, le médecin danois Hans Christian Gram développe une technique de coloration
qui différencier les cellules bactériennes dans le tissu pulmonaire maéadeloration de
Gram est un outil de diagnostic précieux utilisé en milieu clinique et de recherche. Bien que
plus récent des techniques moléculaires ont été développées, la coloration de Gram est encore
une méthode largement utilisée pour l'identificattes bactéries inconnues et dans certains
cas, il peut fournir une identification présomptive de l'organisme. Il est possible de faire la
différence entre les bactéries a Gram positives et a Gram négdigies 10), car il est
considéré comme un moyegmincipal de classer les bactéri@own et Smith, 2015) Les
étapes de coloration de Gram s(arinexe04):
x Coloration primaire: couvrir un frottis fixé a la chaleur avec violet de Gentien et
laisser reposer 30 secondes.
X Laver brievement la taiche@ DLGH G{fXQH SLVVHWWH GH ODYDJH
I'excés d'eau.
X Mordancage: couvrir le frottis avec la solution lugol et laisseposer 1 minute.
x IDYHU OH OXJRO SDU OfHDX GLVWLOOPH
x Décoloration: ajouter I'alcool pendant 15 secondes, mais pmugmenter la période,

en notant la dissolution de la couleur de tache sur la lame.

(

x Arréter OD GpFRORUDWLRQ HQ ODYDQW OD ODPH DYHF OfH

x Contre coloration: Couvrir le frottis par fuschine pendant 1 minute.

X Laver pendant quelques secondes, sémber du papier absorbant et laissé a l'air.

X
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S. aureus

P. aeruginosa

,l

Figure 10. Coloration de Gram pour quelques bactéfir®wn et Smith, 2015)

5.3.Identification biochimiques

Les bactériese distinguent entre elles par des propriétés biochimiques qui aident au
diagnostic et a l'identification microbiologiques grace a un ensemble de tests qui révelent une
partie de l'identité des bactéries telles que leurs enzymes, substratesantageurface et
sécrétions... etc. La méthode de réalisation de ces tests varie selon Enees et la
méthode de travalil.

5.3.1. Tests biochimiques classiques

Les tests biochimiques classiques sont effectués dans des tubes a essai préts a I'emploi
avec unmilieu approprié pour la détection ou bien sur la lame ou en présence des disques
révélateurs, comme suit

5.3.1.1.Testes biochimiques clé pour les CGP

a. Test catalase

La catalase est une enzyme appartenant a la catégorie des oxydoréductases qui catalyse la
décomposition du peroxyde d'hydrogéne@g) en oxygene et en eau. Cette enzyme utilise
les groupes heme et manganése comme cofdtiehnffe et Pierce,2011)

2H,0, —> 2H,0 + O,

Placer une goutte de,8, sur une lame propre, puis la mettre en contact avec une colonie
isolée, prise directement avec une pipette pasteur ou une anse de platine.

Xx SionREVHUYH OD IRUPDWLRQ GHVY EXOOHV GTDLU OHV E

X Sin'estrienobservéion, la batérie n'a pas d'enzyme catalase.

Ce test a pour but de différencier les bactéries a Gram positive, Les bactéries des genres
Staphylococcunt un catalase positif tandis que les bactéries des g&mtesococcus
Streptococcuyspossedes un catalaségatif. La plupart des bactéries a Gram négatif ont une

catalase positif et la recherche de catalase sur ce type de bactérie est donc sans intérét.
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b. Test coagulase

Le fait que 97% des souches d§. aureussont coagulase positive et que les autres
especes sont toujours coagulase négative rend le test de coagulase un excellent test définitif
pour confirmer l'identification d&. aureugBrown et Smith, 2015)

Le test de la coagulase consiste a inoculer un petit tube de plasma avec plusidess bouc
de l'organisme et ficuber a 37C pendant plusieurs heures. Si le plasma se coagule (forme
un caillot), I'organisme est coagulase positive. La coagulation peut se produire en 30 minutes
ou plusieurs heures plus tard. Tout degré de coagulation, aillot mmeuble en suspension
dans le plasma a un caillot solide et inamovible, est considéré comme un résultat positif,
méme si cela prend 24 ba méthodecomme sui{Brown et Smith, 2015)

x Etiqueter les tubes a plasma en fonction des boites contenastldeies ressemblant

a des staphylocoques.

X Avec une anse de platine, ensemencer le tube approprié de plasma avec des

organismes des colonies.

x Fermer les tubes et placer dans un bain marie a 37 °C.

x Veérifier la solidification du plasma tous les 30 minutearde reste de la période.

Ce test est valable uniqguement pour les bact&i€@am positives ressemblant a des
staphylocoquescar certains bacilless Gram négatifs, tels qu&seudomonaspeuvent
provoguer une réaction faussement positive. Le méuoanisle coagulation dans ces
organismes n'est pas dd a coagulase.

c. Test DNase

Une enzyme qui catalyse la dépolymérisation de I'ADN en petits fragments est appelé
désoxyribonucléase (DNasd)e fait que les bactéries a coagulase positive sont également
capables hydrolyser I'ADN fait du test de DNase un outil fiable de confirmer l'identification
deS. aureusLe colorantvert de méthylet ADN polymérisé forment un complexe qui donne
la géloseune couleur blewert La capacité de produire cette enzyme peut étre déterminé en
cultivantun inoculumS DU O fH Q V HRfQidgd 8aB3@W cm de long du bdedboite
au centreet en observant un organisme sur une boite contient gélose de test E&Nasgbée
24 h & 37C (Connie et Donald, 2019.

Lors de l'utilisation de la gélose DNassans l'indicateyrinonder la boite avec l'acide
chlorhydrique (HCI) (annexe 02) Laisser reposer la boit pendant quelques minutes pour
permettre au réactif d'absorber dans la gélose. Décanter I'exces d'acide chlorhydrique puis

examiner laboitedans les 5 minutes sur un fond sombre.
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d 7THVW GIDJJOXWLQDWLRQ

'HV UpDFWLIV GIDJJOXWLQDWLRQ RQW pWp GpYHORSSpV
plus fiable deStaphylococcus aureus &8HV WHVWYV GIDJIJOXWLQDWLRQ VR
VHQVLELOLVp SDU GX ILEULQRJqQQH HW GHVtée,gourelLQ GH
fibrinogene et la protéine A, qui sont des protéines caractéristiquigsadeeusUne étude de
FHY VRXFKHV D PRQWUp TXYfHOOHV SRVVpGDLHQW WRXW
particules de latex sensibilisées uniqguement par le fibrirrogeles IgG.

x HomogénéiselOH UpDFWLI ODWH[ j OfDLGH GYXQ YRUWH]

X DéposéXQH JRXWWH GH UpDFWLI ODWH[ GDQV XQ GHV FHU

x Préleverune colonie de CGP et catalasec une anse de platine stérile, puis les

émulsionner avec unegtte de latex pendant 10 seconds.
x Homogénéiseen 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.

x Effectuer la lecturepuis jeter la carte dans un igient désinfectant, ne pas réutilisé.

8QH UpDFWLRQ HVW SRVLWLYH ORUVTXTLO \ D IRUPDWLR
YLVLEOH® spud fin éclairage normal, en moins de 30 secondes.

e. Test bile esculine

La gélose bile esculine (BEA) esh milieu de culturesélective et différentielle en tube
FRQWHQDQW H[WUDLW GH E°XI HW OD JpODWadn@eHe 02XL IRXUC
/D ELOH HVW O DJHQW VpOHFWLI DdbBuésMiauBe’ Xtidptdqouesd) HU Ot
du citrate ferrique est ajouté comme source de fer @xmlir indiquer un test positif déle
esculing(Connie et Donald, 2019. Dans ce test et aprés 24 h a 37 °C, lorsque les molécules
d'esculine sont scindées, l'esculétidagit avec le F& du citrate ferrique et forme un
précipité brun foncé dans ce cas est la bile esculine pop#iveontreles bactéries qui ne
s'‘assombrit pas le milieu est considérer comme bile esculine négatif.

f. Test de pousse en NaCl

On teste la croissance des bactéries dans un rd#ieulture en tube contenant bouillon
BHIB avec6.5% de NaCl (annexe 02)lesentérocoquesont tous capables de se développer
en milieu hypersalé contrairement asgxeptocoqueslLes organismes tolérantau sel
produiront une forte croissance dans2ds. Des coloniesbactérienng ont été prélevés et
inoculées dansdestubes de BHIB hypersaléavec ou sanginflicateurBCP et incul®es 24 h a
37 °C. Si le milieu sans indicateuun trouble indgue une croissance bactérienneuat
changemeinde couleur du violet au jauné L RQ X WL O L {6 DQ PLHY GAW D6W RWWV TV
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5.3.1.2.Tests biochimiques classique pour les BGN
a. Test oxydase
Une oxydase est une enzyme qui catalyse une réaction d'oxydoréduction. Le test de
OYR[\GDVH HVW XQ WHVW GH GpWHFWLRQ GH OTHQ]\PH F\W
négative qui produisent cette enzyme. Les Disqmeslase sont des disques de papi
DEVRUEDQW LPSUplJQ petrarGethylp-phényldntdiainfhe dihydrochloride. En
présence de cytbhcome oxydase, le 1 1 1 f-tétfamethyp-phenylenediamine

dihydrochloride (incolore) forme un composé coloré en (Bailey et 6 F R V2Q¥4)V

x 30DFHU XQ GLVTXH GYR[\GDVH VXU XQH ODPH j OYDLGH
X Choisir une colonie bien isolée et représentative de la culture fraiche a tester.

x 3UpOHYHU OD FRORQLH FKRLVLH j OYDLGH GTXQH DQVH
x Frotter doucement la colonie sur@LVTXH HW REVHUYHU OYDSSDULWL

Si la réaction est positive, la coloration bleu foncé a violet apparaissant dans une 30
VHFRQGHYVY WDQGLV TXYfHQ OD UpDFWLRQ QpJDWLI QYREVHU

5.3.2. Galeriesbiochimiguesminiaturisés
Les galeries APbu également appelées galeries biochimiques miniaturisés se présentent
VRXV OD IRUPH GYfXQH VpULH GH SHWLWV WXEHV QRPPp
testbiochimique spécifique. Chaque tubule est ouvert aesdrémité supérieure par une
cupule pouvant étre rempliey non, de liquide afin de placer le tube dans des conditions
particulieres. Chaque tuke contient un substrat défiet avec lequel les microrganismes
réagissent différemmefBrown et Smith, 2015). On a plusieurs types
5.3.2.1.Galerie API 20 Staph
*DOHULH $3, 6WDSK HVW XQ V\WVWgPH VWDQGDUGLV¢
StaphylococcysMicrococcuscomprenant detests biochimiques miniaturisés etneporte 20
microtubescontenant des substrats déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une
suspension bactérienne et les réactions produites se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par l'addition de réadiisexe05).
5.3.2.2.Galerie APl 20 Strep
Galerie API 20 Strep est un systeme 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 dsseptocoquesentérocoque®t pour les germes apparésatles
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.
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Les tests enzymatiques sont inoculés avec une suspension d@atfiségra partir d'une
culture pure, qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période
d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par l'addition de
réactifs. Les tests de fermentation sont inoculés aveenilieu enrichi (contenant un
indicateur de pH) qui réhydrate les sucres. La fermentation des carbohydrates entraine une
acidification se traduisant par un virage spontané de l'indicateur ¢aioréxe06).
5.3.2.3.Galerie API 20E
Galerie API20EHVW XQ V\VWqgqPH VWD Q G D desSEntepob&diexidded2 LG HQV
comprennent un bon nombre des agents pathogenes les plus connus ®npreella
Escherichia coliKlebsiellaet Shigellaet autres bacilles a Gram négalti galerie API1 20 E
comprenan®0 tests biochimiques miniaturisés, la lecture des résultats positifs et négatifs se
UpDOLVH SDU OYfREVHUYDWLRQ GH FKDQJHPHQW GH FRXOF
I'absence de la réactigannexe07).
5.3.2.4.Galerie APl 20NE
Galeie API 20 NE est uynVv\VWqgPH VWDQGDUGLVgesackles OFaE HQW L |
négatif non entérobactéries et non fastidieux corpseidomonascomporte 20 microtubes
contenants des substrats déshydratés. La lecture des résultats positifs et négatiée r
OYREVHUYDWLRQ GHV WHVWYV FRQYHQWLRQQHOV SDU OH
le présent de trouble ou non sur les tubules, ou les bactéries cultivent seulement capable
GIXWLOLVHU OH VX&vaexdddpW FRUUHVSRQGDQW
5.3.2.5.Manipulation sur galerie API 20
La technique denanipulation et de remplitesgaleriesAPI 20 selonson typenécessite
un chanp stérile autour de bec benz€aanexe09), comme sui{Brown et Smith, 2015)
X $ ONDYEEQRHFHO TLQRFXOXP R X MaFarland/ DEAGdE Gur@ lanse
de platine stérile, retireune seule colonie bien isolée de la boite et émulsionner
completement dans un tube de suspension moyenne oaolutierssaline stérile NaCl
a 085% de 5 ml et omélange par vortex.
Xx B3UHPLqQUHPHQW B5HPSOLU OH VXSSRUW GHouw®éerDOHULFE
une atmosphére humide et met le couvercledeasus.
x Deuxiemement,a l'aide d'une anse de platine stérile déposer une suspension
bactérienne dans abun des tubules de la galefour éviter la formation @dulles
G 7 @ tbnd des tubes, poser la pointe de la pipette sur le c6té de la cupule, en

inclinant [égerement la boite d'incubation vers l'avant.
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x Ensuite,remplir les tubules des cat&res encadrées CIT, VP et GEL ... p&r la
VXVSHQVLRQ EDFWpULH Qnidr i Xxenisguecadniexe XSXOH RQ

x De plus, crée un microenvironnement anaérobiose on remplir les cupules des
caractéresoulignésADH, LDC, ODC, HS, URE... etcpar OfKXLOH GH SDUDIILQ

Apres 24 h a 37 °Qnetre une goutte des réactifs suivants dans le tubule correspondant
selon le type de la galerie et les tests qui y sont prédgaldsau 02).

Les tests sont séparés par groupes de trois et une Yakau 4 est indiquée pour chacun
par ordre. En additionnant a l'intérieur de chaque groupe les valeurs correspondant a des
réactions positives ou négatives, on obtient 7 chiffres qui constituent le profil numérique, en
collectant les résultats positffur chaque tripléLeboffe et Pierce,2011)

I MLGHQWLILFDWLRQ D pWp UpDOLVpPpH j OfYDLGH GTXQH OL’
logiciel d'identification apiveb™, on entré le profil numérique & 7 chiffres.

Tableau 02. Liste des testqui nécessitent des réactés galerie API 20.

Tests Réactifsde révélation

NIT
NIT 1 et NIT 2
NOs
TRP
Kovacs (JAMES)
IND
VP VP letVP 2
PAL
LAP
PYRA
ZYM AetZYM B
*8/
* $/
*85
TDA TDA
HIB NIN

6. 3URWRFROH JpQpUDOH GYLGHQWLILFDWLRQ

La coloration de Gramesk tests biochimiques spéciaetxles milieux illustrés permetent
a un microbiologiste de détecter les difféerences entre blestéries. Ces procédures
spécifiguement pour isoler [EGN pathogenes et |[€8GPa partir d'échantillonde secteurs

médicaux environnementagontenantin mélange de microrganismegfigure 11).
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7. Technigue de formationet détection debiofilm in vitro

Les approchesexpérimentales classiques pour étudier les nocganismes ne
conviennent pas pour étudier leur mode de vie complexe de biofilm. Ces derniéres années, les
chercheurs ont donc développé différents modeles expérimentaux combinant analyse
moléculaire et mi@scopie. Plusieurs tests qualitatifs et quantitgtibsir la détection de
biofilms, parmi eux:

7.1.Méthode de gélose rouge Congo

La méthode duouge Congo aggdRCA) a été proposée par Freeman en 1998 pour former
HW GpWHFWHU OH ELRILOP GH P DQ phgbotypiguedeQliffévedtWLYH S
biofilm formé. La méthode rouge Congo agar était rapide, plus sensible, reproductible et
gu'il avait I'avantage deslonies restant viable sur le milieu.

7.1.1. Réalisation de méthode RCA

La formation de biofilmin vitro nécessite I'utilisation'un milieu enrichidans ce cas la
gélose de rouge Congo est un milieu contenbnGH JpORVH F°RH) guHa&J&téHOOH
conplété avec B saccharose et rouge Congo. Le médium était composé de BHI (37 g /
saccharose (50 dY, le rouge du Congo ®.g /1) et gélose n°1 (10 gl). Le rouge Congo a
été préparé comme solution aqueuse concentrée et autoclave a 121 °C pendanttes,
séparément des autres constituants moyens et il a ensuite été ajouté lorsque la gélose avait
refroidi & 55 °C. Les boite de pétri ont été inoculées avec une anse de, path® Q H
suspension a testé et incubées en aérobie pendant 24 h a(Rwéditha et al., 2012)
I'expérience a été répété trois fois.

7.1.2. Interprétation sur RCA

/TLQWHUSUpW D WaLdétectibhHig RaVpioduckdn de slime. La détection des
productions de biofilm par la méthode eige Congo agar taient basées samélioration
de la production d'exopolysaccharid@iveditha et al., 2012) On a différents aspects qui

expliquent ledegré ddormation de biofilm(figure 12).

o
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Une souche aun biofilm positif a été indiquée par des colonies noires avec une
consistance cristaline qFKH HW OfTDEVHQFH GHL&SRAGESRAAIReSLH FROF
productons deslimesont généralement restés raserouge avec un aspect lisse et considérer
comme biofilm négatitBellifa et al.,2016)

7.2. Technique deplague deculture de tissu

La techniquede plaque deculture detissu aSR XU EXW G | guabti@ienienivia P L
formation de biofilm.La technique de TCRrésentune forte corrélationet a été trés
satisfaisant termes de détection de phénotypes positifs au biofilm, avec une discrimination
aisée entre producteurs et nprodudeurs forts, modérésu faibles mais les producteurs
faibles étaient difficiles a distingudes isolats a biofilm négaii®liveira et Cunha, 2008)

7.2.1. Condition et choixde technique TCP

Les plaques pour la culture du biofilm doivent étre des plaques stériles de raigeotih
tissu de polystyréne a 96 puits a fond plat avec couvercle. Le processus de formation du
biofilm commence par la fixation initiale des bactéries a une surface, qui est affecté par un
certain nombre de facteurs, y compris les caractéristiguessdeféae a laquelle adhérent les
bactéries. Il existe différents types de plaques de microtitration concu a des fins différentes.
La plaque de microtitration préparée pour la culture tissulaire impligue que sa surface était
spécialement traitée pour pertnet une excellente fixation cellulaire et prolifération.
Certaines souches produisent uniquement du biofilm sur des plaques de culture tissulaire, et
de nombreuses souches présentent une positivité du biofilm plus faible sur de plaques de
microtitration de culture non tissulaire. De plus, les perturbations et les chutes dans les
morceaux de la couche de biofilm pendant la procédure de lavage est plus faible dans le
microtitrage traité par culture tissulaire assieti&tgpanovicet al.,2007)

7.2.2. Démarche detechnique TCP

Des souches ont été cultivées pendant 18 h a 37 °(hdai®n BHIB supplémenté avec
5 % de saccharoséa culture a été dilué: 1100 dans un milieu fraide BHIB supplémenté
aussiavecb % de saccharose. Des puits individuels deysagle culture tissulaire stériles en
polystyréne a 96 puits a fond plat ont été inoculés par 200 ul de BHIB dilué et ensuite
incubés.Les puits de contréle négatifs (témoin) contiennent 208u BHIB seulemenet
supplémenté avee% desaccharospar puts (Ngonganget al.,2019.

Apres 24 h d'incubation a 37 °C, le contenu de chaque puits a étdpaetiécantatioret
lavé 4 fois par I THDX SK\WLRORJLTXH VWpULOHde& Rotddie pildd PLQH U
«planctoniquexLes cellules adhérentestachées «sessiles» aaghe puits ont été teint avec

0.1 % de cristal violet pendant 10 min. La plaque a été lavée deupadisau physiologique
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VWpULOH SRXU pOLPLQHU O H[FqQV GH FRORUDQW SXLV RQ

adhérat a été lue par un lecteur de miglaque ELISA(Kord et al.,2018) On résume cette
démarche comme suftigure 13):

Culture des souches en 9 ml BHIB 9 ml BHIB Culture de 200 pl dans chaque puits en Coloration par cristal violet 10 min

BHIB avec 5 % de 1:10 1: 100 plaque de microtitration 24 h 2 37 °C
saccharose 18 h a 37°C
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Lecture de microplaque par un lecteur ELISA Récupération de biofilm par Ringage par I’eau

4600 nm, enregistrement les données I’éthanol 95 % physiologique stérile 2 a 3 fois

Figure 13. Démarche de technique de plague de cuturdaissu
7.2.3. Principe de lecture sur TCP
L'estimation quantitative du biofilra été réalisée palosage sur plaquse microtitration,
environ 2 O G pWkDQrRR @é pjoutégourchacunde puits.Les plaques ont éte lues
a une longueur d'onde 600 nm en utilisant un lecteur ELISBasé suwaleurde densité
optique (Prasanth et Saravanakumari, 2017, I'adhérence de l'organisme a été classée
commesuit (tableau03):

Tableau 03. Lescatégoriesle biofilms en fonction de densité optiqird et al.,2018)

Valeurs moyennes de DO Estimation de biofilm
DOt<D2 " DOt Faible

2xDOt<DO " 1DOt Moyen

4x DOt <DO Fort

DO: densité optique, DOt: densité optique du témain.
Cesintervallessont standards grace a la valeur de la densité optiguénain il est
possible de trouver les limites des difféerentes catégories de biofilm dans cette étude, ce qui

permet de le classer comifagble, moyen ouort.
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8. Méthode de omparaison biostatistique de biofilm clinique
Dans ette étudelesespeces bactériaesqui ont été sélectionnés sont deux c@Giram
positives et deux bacillegd Gram négatif Une comparaison a été faite entre les souches
bactériennes ou les informationgcessaires ont été collectées pour chacune des techniques de
formation de biofilm et un tedtiostatistiquespéciala été appliqué par un logiciel statistique,
tout cela afin de contribuer aiagnostic du biofilntlinique
8.1.Logiciel statistique IBM SPSS 20
Le logiciel statistiquelBM SPSSfournit une analyse statistique avancée qui est facile a
utiliser, car il s'agit d'une large plafterme d'algorithmes d'apprentissage qui peuvent étre
étendus et intégrés avec les mégadonnées. Le progriBiMnBPSSest utilisé dans tous les
projets de tdlies différentes et de niveaux complexgace asa flexibilité ce qui nous permet
d'améliorer l'efficacité et de réduire les risques grace a sa prise en charge des approches de
test d'hypothéses et a sa présentation avec une grande précision.
8.2.Collection de donnéesie RCA
En lisant les résultats sur lgélose de rouge Congo, nous pouvons les classer
qualitativementes fréquences de chaque soudaes un tableau facile a lire au moyen du
programmdBM SPSS, ou nous sélectionnons le test lidindggue des données du tableau a
un seuil de risque= 0.05.
8.3.Rassemblage des valeurs densité optique de TCP
Apres avoir obtenu les différentes valeurs de la densité optique des souches étudiées, nous
les organisons en un tableau bref et les classofsnetion de l'intenigé de la formation du
biofilm ou chaque bactérie compte des valeurs différdatesuite, nous entrons les données
dans le programmiM SPSSet choisissons le test approprié fenction des données du
tableaua un seuil de risque 0.05.
9. Application de quelques moyens de lutte
Les bactéries qui forment des biofilms et qui catiseme infection hospitaliere se
caractérisent par leur résistargeeé a en partie gagné estressenvironnementale_es études
ont donc développé de nbnmeuses facons de les éliminer, notamment
9.1. Antibiogramme
/ fantibiogrammeHVW XQH WHFKQLTXH GH ODERUDWRLUH TXL Y
souche bactérienne visvis de plusieurs antibiotiquesfDQWLELRJUDPPH SHUPHW |
de choisir le meilleur traitement antibiotique individualiséntre la souche bactérienne
UHV SR QVD E OH ll@dt n@dhin2ht+éalié e éh@dsauciel et Vildé, 2007)
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x Desinfections graves, récidivantes

x EncasdipFKHF WKpUDSHXW Lahtiolétiqu¥ HF XQ SUHPLHU

x IQIHFWLRQ FKH] XQH SHUVRQQH LPPXQRGpPSULPpPH RX G

/Y DQWLELRJUDPPH HVW pJDOHPHQW XWLOLVp SRXU FRQ
(surveillance faite par les autorités de santé) et pour lutter contre leimdenbsocomiales.

8 5pDOLVDWLRQ GTDQWLELRJUDPPH

$ SDUWLU GIXQH FX®DIWXUHX S XRIHD IGHHX G KLV R@ipdAdzAQW DS S
ODLGH GI1XQH 8d4ail¥dielguds Somad hi€hHsolées et parfaitement identiques
placezles dans un tube a essai contenant de l'eau physiologique stéril® ml et
homogénéiser par le vortefin place la culture de bactériewlées sur gélose dduller-
Hinton par ensemencement en nappe avec un rateau de pipette pastemsedelquelques
minutes SXLV RQ GpFDQWp Odpdifdsiji\éstpidsanRO X WL R Q

Appliguer les disquesnprégnés pades antibiotiquea dose connu@ableau 04) a l'aide
d'une pince préalablementaibée, en appuyant légéremengs Idisques doivenétre
parfaitement appliqués a plat sans glissement. Une distance minimale de 15 mm doit séparer
un disque périphérique du bord de la boite, et chaque disque doit étre éloigné au minimum de
30 mm des autres. Incuber les boites pendant®281C, le couvecle toujoursen bas

Tableau 04. Liste des antibiotiques testé

Familles GfDQWLE q Antibiotique s Charge desdisques
Oxacillin (OX) 1 g
_ Cefazoline (C2) 30ug
-lactamines
Penicillin (P) 10Ul
Amoxicillin (AMX) 25ug
o GentamicingCN) 10ug
Aminosides N
Amikacine (AK) 30 g
Phénicolés Chloramphenicol (C) 30ug

$SUQqV OTLQFXEDW InPkservelds ponséfi@encis sur le développement et la
survie ds souchesDe maniere généralels OTDQWLELRWLTXH HVW LQHIILFDFt
WRXW GH PrPH FURLWUH $X FRQWUDLUH VLiau@SrdQWLELRYV
disque une formedes cercles« |RQHYV G L KL BLVdikdRge bactérienne a été
inhibée. Il existe emsuite trois interprétions differentesGI{DQWLELRJUDPPH SDU GL
milieu gélosé /HV GLDPqQWUHV GIYLQKLELWLRQ DXWRXOH-BYX®LST)
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coulisse,puis ils sont comparés aux diametres critiques rassemblés dans les abaques de
lecture ,O FRQYLHQW GH QRWHU WRXWHIRLYV anfibfigkezdstV R X FKH
ainsi évaluée peut étre déclarée " sensible, intermédiaire ou résistante" aprés consultation des
abaques de lecturen a(Walsh et Wencewicz 2016)
a. Bactérie VHQVLEOH | OfB)QW4uEIMWRWLIMX3IH IDLEOH FRQFHQ
OfYDQWLELRWLTXH HQ TXHVWLRQ SRXU WXHU OHV EDFW
FKH] OTKRPPH
b. Bactérie UpVLVWDQWH j (R)YIB qo¥e InEcessaire Joxedues bactériesst
beaucoupWURS pOHYpH SRXU rWUH VXSSRUWpPH FKH] OfK
PDMHXUV 8Q WHO DQWLELRWLTXH QH SHXW GRQF rWUH
c. Bactérie LQWHUPpPpGLDLUH (I)OF dogWdceskdr&\podr Xudr les bactéries
HvwWw WDQW{W DGPLQLVWUDEOH FKH] OfKRPPH WDQW{V
la bactérie est résistaritevivo, c'est: GLUH GDQV OYRUJDQLVPH
9.2.5D\RQ QHP H@rsvioeH O
L'ultraviolet (UV) estune forme de rayonnement électromagnétique, plus courte que celle
de la lumiere visible mais plus longue que les rayonEohtrairement aux meéthodes de
désinfection par les produits chimiques, la lumiére UV inactive rapidement et efficacement les
microorganismes par un processus physique. Lorsque les bactériese)qurgéesaux
ORQJIJXHXUV GYRQGH JHUPLFLGHV GH OD OXPLqUH 89 LOV C
PHUGHQW OHXU SRVavsewreésd.l201H FWLRQ
9.2.1. Procédured fH[SRVALOMDAROQWN UDYLROHW

Pour les échantillongui ont suivie chronologiquement en précédelgeanéme protocole
a été appliqué pour tester t@ponse des bactéries @fposition aux différentes doses
Quftravioletpar unité de seconde pendant une minute.

Un volume de 20Qul de chaque temps irradié a été ajouté aux puits de la plaque de
microtitration. Aprés incubation24 h a 37 °Cl'excés de bouillon a étéoloré par cristal
violet. Les puits ont été@écantéset rincés avecO THD X SK\V L R®R JhidHpodW pULOH
éliminer les cellules non liées aux fourmis. La formation de biofilms étastuspension avec
I'addition de 200 pl d'éthanol a 95 et I'absorbance a été mesuaéene densité optique de
600 nm(Ben Saidet al.,2011) /TXOWUDYLROHW D pWp GpOLYaMge SDU XQ
une émission maximale 263.7nm dans une hottmicrobiologique.Aprés avoir obtenu des
valeurs variables pour les temps de formation du biofilm, nous les organisons
chronologiquement dans un tadle puis créons une courbe pour l'effet des rayons UV dans

le développement du biofilm.
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