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Introduction

Klebsiella pneumoniae est une entérobactérie a Gram-négatif largement répandue,
que I'on trouve dans divers environnements tels que les sols, les eaux de surface, ainsi que
dans le systeme digestif humain. En milieu hospitalier, cette bactérie se transforme en un
pathogene opportuniste responsable d'infections nosocomiales, notamment des voies
respiratoires et urinaires. Grace a sa capacité a former des biofilms, cette bactérie présente
la capacité de coloniser efficacement les tissus épithéliaux en particulier les voies
respiratoires supérieures et le tractus digestif ainsi que les dispositifs medicaux invasifs
(Joseph, 2022).

La virulence (du mot latin pour toxique) est définie comme la capacité d'un
organisme a provoguer une maladie chez un héte particulier. La virulence résulte de I'impact
cumulé d'une ou de plusieurs propriétés spéciales, ou facteurs de virulence, qui servent a
distinguer une bactérie pathogene (Salah et al., 2019). Les facteurs de virulence
comprennent différentes adhésines, la production d’hémolysine, la résistance au sérum, la
formation de biofilms et autres (Wu et al., 2022).

Au fille des année, Klebsiella pneumoniae a développer un arsenal de facteurs de
virulence pour infecter et engendrer des dommages chez I'néte (Paczosa et al., 2020). Il
existe des souches pathogénes qui se distinguent des souches commensales par I'acquisition
de plusieurs facteurs de virulences (Ebongue et al., 2015). En fonction des facteurs de
virulence acquis et de leur tropisme tissulaire, ces souches ou pathogenes peuvent étre a
I'origine d'infection du tube digestif, des voies respiratoires, de la méningite, du sepsis et en
particulier des infections des voies urinaires (Wayenberg et al., 2013).

Les biocides englobent divers produits tels que les désinfectants, les antiseptiques,
les antibiotiques, les antiparasitaires, les pesticides, les insecticides et les raticides. Ils sont
largement utilisés dans de nombreux domaines, notamment la médecine humaine et
vétérinaire, l'industrie agroalimentaire et I’agriculture (Carenco, 2017). Le domaine médical
est aussi un consommateur avéré de ce type de produits (Tluczkiewicz, 2010). Chaque
année, les établissements de soins utilisent plusieurs milliers de tonnes de telles substances
pour effectuer la désinfection des surfaces, de l'instrumentation medicale et comme
antiseptiques. Ces produits jouent un rdle crucial dans la lutte contre les infections
nosocomiales et la prévention de la transmission d'organismes infectieux (Lasek, 2018).

L’environnement hospitalier constitue un réservoir potentiel de microorganismes
multirésistants souvent responsables des infections nosocomiales. Il est fortement contaminé

par des microorganismes provenant tant de I'homme que de I'environnement spécifique a
1
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I'établissement (Chedia et al, 2008). De nombreux facteurs de virulences ont été rapportés
en Algérie au sein de I’environnement hospitalier notamment sur le plan génotypique tel que
les adhésines, les Siderophore, les LPS, les toxines mais également sur le plan phénotypique
tel que la capsule, I’effet bactéricide du sérum, 1’hypermucoviscosité et la formation de
biofilms (Atmani et al., 2013).

La situation la plus alarmante en ce qui concerne les entérobactéries est I'acquisition
et la combinaison de facteurs de virulence et de résistance aux antibiotiques (lraz et al.,
2015). Les espéces bactériennes appartenant a la famille des Enterobacteriaceae, en
particulier les souches de K. pneumoniae, expriment un niveau élevé de résistance acquise a
la majorité des antibiotiques dont les B-lactamines. Les génes codant pour ces enzymes sont
transmis par des plasmides et coexistent avec des genes de résistance a d'autres antibiotiques,
d'ou l'origine de la multirésistance des entérobactéries productrices BLSE et de
carbapénémases (Braun et al., 2014 ; Cabhill et al., 2019 ; Wu et al., 2022). La virulence et
la multirésistance aux antibiotiques des entérobactéries notamment K. pneumoniae devient
un véritable probleme de santé publique dans le monde entier notamment en Algérie
(Benbrahim et al., 2021). La présente étude s'inscrit dans la compagne de la lutte et de la
prévention contre les infections liées aux soins et présente comme objectif d’améliorer le
niveau de connaissance sur le degré de pathogénicité des souches de K. pneumoniae
productrices de carbapénemase et de BLSE isolées de I’environnement hospitalier de nos

hopitaux par

> Détection de certains facteurs de virulence
» Evaluation de la formation de biofilm
» Etudes de I’efficacité de certains désinfectants a usage hospitalier sur la

croissance des souches de K. pneumoniae
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I. Taxonomie et description du genre

1.1 Historique du genre Klebsiella

La premiére description du genre Klebsiella date de la fin du X1Xe siécle. Un bacille
capsulé fut isolé chez un patient présentant un rhinosclérome par Anton VVon Frisch en 1882
(Loic de Pontua et al., 2008). Au cours de la méme année un microbiologiste allemand Carl
Friedlander mit en évidence ce méme microorganisme dans des poumons de patients décédés
de pneumopathie. Quelques années apreés avoir été nommé bacille de Friedlander, le genre
Klebsiella a enfin de compte été nommé par Treviscan (1885) en hommage au
microbiologiste allemand Edwin Klebs et de ses nombreux travaux sur les maladies
infectieuses (Long et al., 2017 ; Joseph, 2022).

1.2 Position taxonomique et composition spécifique du genre Klebsiella

L’histoire du genre Klebsiella est caractérisée par une taxonomie sans cesse remaniée
et vivement débattue reflétant 1’histoire florissante et pleine de rebondissements de la

systématique bactérienne (Leroy, 2015).

K. pneumoniae est subdivisé en trois clusters a savoir K. pneumoniae subsp.
Pneumoniae, K. pneumoniae subsp.ozaenae et K. pneumoniae subsp. Rhinoscleromatis
(Jasim et Farhan, 2020). Le genre Klebsiella comprend actuellement une grande diversité
d'especes, y compris des espéces appartenant au complexe d'especes K. pneumoniae (KpSC)
et d'autres especes de Klebsiella (K. indica, K. spallanzanii, K. huaxiensis, K. oxytoca, K.
grimontii, K. pasteurii et K. michiganensis) qui partagent en moyenne seulement 90 %
d'identité nucléotidique avec KpSC. L'utilisation de la technique de typage moléculaire par
MLST (Multilocus Sequencing Typing), les espéces K. terrigena, K. planticola et K.

ornithinolytica ont été transférées au genre Raoultella (Dong et al., 2022).

Il est maintenant clair que les isolats identifiés comme K. pneumoniae par des
techniques d'identification microbiologique standard comprennent en fait sept taxa distincts
étroitement apparentés connus sous le nom de complexe d'espéces K. pneumoniae (KpSC)
(figure 1) : K. pneumoniae sensu stricto (Kpl), K. quasipneumoniae subsp.
Quasipneumoniae (Kp2), K. variicola subsp. Varicola (Kp3), K. quasipneumoniae subsp.
Similipneumoniae (Kp4), K. variicola subsp. Tropica (Kp5), K. quasivariicola (Kp6) et K.
africana (Kp7) (Hennart et al.,2022 ; Hawkey et al.,2023).
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Figure 1 : Arbre phylogénétique basé sur le complexe d'espéces génomique de Klebsiella
pneumoniae (Hennart et al.,2022)

I1. Biotope

I1-1 Caractéres morphologiques

Klebsiella, appartient a la famille des Enterobacteriaceae qui renferme un large éventail
de genres biochimiquement distincts, y compris l'espéce modele Escherichia coli et les
pathogénes humains notoires tels que Salmonella, Yersinia, Serratia, Enterobacter,
Citrobacter, Kluyvera, Leclercia, Raoultella, Cronobacter, etc. (Dong et al., 2022). La
majorité des bactéries appartenant a la famille des Enterobacteriaceae partagent les
caractéristiques communes suivantes : bacilles a Gram négatif en forme de batonnet non
sporulé, immobiles chez Klebsiella ou mobiles par ciliature péritriche, non exigeante en
culture, aérobie-anaérobie facultatifs avec un metabolisme fermentatif, des activités catalase

et nitrate réductase positive (Jasim et Farhan, 2020).

Figure 2 : Klebsiella pneumoniae (Ricard, 2021)
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11.2 Habitat

K. pneumoniae peut survivre dans une multitude de niches écologiques, a la fois libres
et associées a I'ndte (Wyres et al., 2020). C’est une bactérie ubiquitaire qui peut étre
retrouvée dans divers habitats de 1’environnement (sols, eaux, végétaux) en tant que
saprophyte (Wang et al. 2020). Elle est également connue pour coloniser les surfaces
muqueuses des animaux et des humains au niveau des voies nasopharyngées et du systeme
digestif comme commensale. C’est un pathogeéne opportuniste, a 1’origine de nombreuses
infections nosocomiales et communautaires et peut étre associe a plusieurs épidémies liées
a la contamination de I’environnement de soin (Joseph, 2022). Les principaux réservoirs
pathogenes de Klebsiella se trouvent au niveau du tractus gastro-intestinal et au niveau des

mains du personnel hospitalier (Pavageau, 2017).

11.3 Caractéres culturaux

K. pneumoniae se développe sur les milieux de culture d'isolement pour
entérobactéries a savoir Drigalski, Hektoen, Mac Conkey, Eosine bleu de méthyléne (EMB)
(Gadou, 2019), mais également sur gélose lactosé au bromocrésol pourpre (BCP) et sur
milieu sélectif (Rambach ou ChromAgar). Aprés une incubation de 18 a 24 h a 37°C, les
colonies sont d'un diamétre de 3 & 4 mm, lisses, bombées, brillantes, muqueuses, parfois

filantes a I'anse de platine (Ferrand, 2022).

Figure 3 : Aspect des colonies de K. pneumoniae sur milieu gélosé (Mac Conkey)
(Ricard, 2021)
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11.4 Caracteres antigéniques et infectieux

Klebsiella pneumoniae partage des antigénes communs avec d'autres entérobactéries,
a I'exception de I'antigene flagellaire en raison de son incapacité a se déplacer. Les antigénes
présents comprennent les antigenes O ou somatiques, les antigenes capsulaires (K) et les

antigenes d'adhérence également appelés fimbriae (Gadou, 2019).

K. pneumoniae est un pathogene opportuniste responsable d'infections
communautaires et de diverses infections associées aux soins, en particulier celles acquises
a I'ndpital, connues sous le nom d'infections nosocomiales (Gadou, 2019). Ces infections
peuvent entrainer des pneumonies, des infections urinaires, des infections cutanées et des
bactériémies (MERCIECCA, 2022). Elle fait partie du groupe de pathogénes ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter), genres et especes les plus
fréquemment retrouvés parmi les souches cliniques multi-résistantes (Wyres and Holt,
2018; Wyres et al., 2020).

La majorité des infections a Klebsiella pneumoniae sont causées par des souches dites
"classiques", Il s’agit du sous-type le plus courant des souches de K. pneumoniae et qui a
acquis une notoriété accrue en raison de sa capacité a développer une multirésistance aux
antibiotiques (Alharbi et al., 2023).

Contrairement aux souches "hypervirulentes” qui peuvent provoquer des infections
chez des individus immunocompétents en dehors de I'environnement hospitalier
(MERCIECCA, 2022). Les patients infectés présentent plusieurs sites d'infection et/ou
développent une propagation métastatique ultérieure, ce qui est un phénomene rare pour les

autres membres de la famille des Enterobacteriaceae (Russo et Marr, 2019).
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Figure 4. Comparaison des infections causées par les différentes souches de K. pneumoniae.
Par opposition aux souches classiques, les souches hypervirulentes provoquent des
infections communautaires prenant la forme d’abcés hépatiques, d’endophtalmies, de
méningites ou encore d’infections des tissus mous (Gauche / Rouge). Dans des cas plus
fréquents d’infections acquises a 1’hopital, les souches a la fois classiques (englobant les
multi-résistantes) et hypervirulentes, peuvent engendrer chez I’Homme des bactériémies,
des infections urinaires, des pneumonies ou encore des infections de plaies opératoires
(Droite / Violet) (D’apreés Gonzalez Ferrer et al., 2021).

11.5 Génétique

Les génomes typiques de K. pneumoniae ont une taille de ~5-6 Mbp. et codent pour
environ 5 000 a 6 000 genes, la majorité de ce génome est donc constitué¢ d’éléments
variables ; il existe donc une grande variabilité intra-espece. Ce pool de génes variables,
défini comme le génome accessoire pourrait étre a ’origine de la diversité de phénotype
observée parmi les isolats cliniques, expliquant I’efficacité de certaines souches a générer

des infections (Wyres et al., 2020).

Une partie de ce génome accessoire est composée de génes et d’ilots génétiques acquis
par la bactérie via des transferts horizontaux, ainsi que d’éléments génétiques portés par des

plasmides conjugatifs. Ces éléments mobiles permettent un « saut dans le temps » au niveau
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évolutif avec une acquisition rapide de propriétés telles que des résistances
antimicrobiennes, des traits de virulence ou des voies métaboliques permettant de s’adapter
a un nouvel environnement (Joseph, 2022). Le génome accessoire fournit ainsi de
nombreuses fonctions susceptibles d’aider la bactérie dans des processus spécifiques, et
notamment pour la survie et la colonisation des sites infectieux (Martin and Bachman,
2018).

Cependant, une part importante des fonctions codées par le génome accessoire reste
méconnue (Holt et al., 2015). Il est important de souligner que les déterminants de la
pathogénicité de K. pneumoniae sont présents a la fois sur le génome accessoire mais
également dans le core génome de la bactérie (Martin and Bachman, 2018).

I11. Facteurs de virulence de Klebsiella pneumonie

La virulence (du latin vénéneux) est définie comme la capacité d'un organisme a
provoquer une maladie chez un héte particulier. La virulence résulte de I'impact cumulé d'une
ou plusieurs propriétés particuliéres, ou facteurs de virulence, qui permettent de distinguer les
agents pathogenes potentiels des souches inoffensives. Les facteurs de virulence comprennent
différentes adhésines, la production d'hémolysine, la résistance au sérum et la formation de
biofilm, I’hypermucoviscosité, la capsule, les Siderophore, les toxines et les LPS (Hassan et
al., 2011).
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Figure 5: Représentation schématique des facteurs de pathogénicité de K. pneumoniae (Wang et
al., 2020).
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I11.1 Facteurs liés a la paroi

Deux types d'antigénes sont exprimés a la surface de K. pneumoniae. Ces deux
antigenes contribuent a la pathogénie de cette bactérie. Le premier est I'antigene "O" qui est
le composant du lipopolysaccharides et dont 9 types ont été identifiés. Le second est
I'antigene capsulaire (K), un polysaccharide capsulaire dont 82 ont été décrits et 77
caractérisés (PAVAGEAU, 2017).

I11.1.1 La capsule

La capsule est un facteur de virulence crucial qui peut protéger les bactéries de la
phagocytose et inhiber la réponse immunitaire de I'hdte (Strakova et al., 2021 ; Huang et
al., 2022). Elle donne aux colonies sur gélose une apparence plus ou moins muqueuse
caractéristique. Sur les 82 antigenes capsulaires, 77 constituent une base de reconnaissance
internationale et celles qui expriment les antigenes K1 et K2 sont considérées comme les
plus virulentes (Wyres et al., 2020). Les souches de sérotype K1 sont associées au
développement d’abces hépatiques et a des complications métastatiques, notamment en Asie

(PAVAGEAU, 2017).
111.1.2 Lipopolysaccharides (LPS)

Les lipopolysaccharides sont des composant essentiel de la membrane externe de
Klebsiella, joue un réle crucial en tant gu'endotoxine. Ils sont ancrés profondément dans la
membrane bactérienne (Junior et Franco, 2020). La structure des LPS comprend trois
composants essentiels : un composant lipidique A qui assure I'ancrage dans la membrane
bactérienne, un noyau oligosaccharidique et une chaine latérale terminale appelée antigéne
O (Riwu et al., 2022).

Le lipide A correspond a I'endotoxine des bactéries a Gram négatif et participe au
pouvoir pathogéne. Sa libération massive dans la circulation au cours des bactériemies
conduit au choc endotoxinique (Petitjean et Schlemmer, 1997). Les différentes répétitions
de I'antigéne O expliquent les variations structurelles des LPS (Opoku-Temeng et al.,
2019). Le réle principal du LPS in vivo est de protéger K. pneumoniae du pouvoir
bactéricide du sérum (Kassis-Chikhani, 2012). Ce dernier confére a la bactérie une
résistance contre les mécanismes de destruction du systéme immunitaire, notamment ceux

impliquant le complément (Huynh et al., 2017).
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En l'absence de ce gene, les souches de K. pneumoniae sont moins capables de
provoquer des infections des voies urinaires, des pneumonies et des septicémies (Remya et
al., 2019).

111.1.3 Les adhésines

Les adhésines sont des molécules présentes a la surface des cellules bactériennes qui
favorisent 1’adhérence ou la fixation a d’autres cellules (Riwu et al.,2022). Les adhésines
sont des molécules qui jouent un réle important dans la défense primaire de 1’hdte contre

divers agents pathogénes (Zhang, 2010).

Les propriétés d’adhésion des entérobactéries sont généralement médiées par
différents types de pili ou fimbriae. Les pili ou fimbriae sont des structures protéiques non
flagellaires et filamenteuses formant des appendices a la surface des bactéries qui ont la
capacité d’agglutiner les érythrocytes (Gadou, 2019). Les deux types de fimbriae les plus
rencontrés chez K. pneumoniae sont le type 1 et le type 3 Ils sont formés de différentes sous
unités, K. pneumoniae les utilise a la fois pour se fixer aux cellules épithéliales hotes
(Venkitapathi et al., 2022).

Cette étape d’adhésion est cruciale pour la pathogenése bactérienne, car elle est
nécessaire a la fois pour le développement d’une infection et pour la colonisation d’un

nouvel hote (Riwu et al., 2022).
111.1.3.1 Fimbriae ou pili

Les fimbriae sont de fines structures en forme de filament présentes a la surface des
bactéries, elles sont considérées comme des facteurs de virulence importants qui aident les

bactéries a se fixer a des surfaces spécifiques de 1’hote (Riwu et al., 2022).

K. pneumoniae possede deux types de fimbriae essentiels, a savoir les fimbriae de type
1 (codés par I’opéron fimBEAICDFGH) et de type 3 (mrkABCDF / mrkABCDEF) (Kuo et
al.,2023), qui jouent un role dans la pathogenese de la bactérie en se fixant aux surfaces
biotiques (telles que 1’urothélium de 1’h6éte humain) et abiotiques (comme les cathéters
urinaires). Ces fimbriae permettent d’amorcer le processus de colonisation, de formation de

biofilm et d’invasion bactérienne (Karampatakis et al., 2023).
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I111.2 Facteurs liés a la sécrétion

111.2.1 Les Sidérophores

Les Sidérophores sont des petites molécules sécrétées par la bactérie qui ont une forte
affinité pour le fer Ill. Leur role est essentiel pour la croissance et la prolifération des
bactéries car 1’acquisition de fer est indispensable a leur survie. Différents types de
Sidérophores, tels que 1’entérobactine, la yersiniabactine, la salmochéline et 1’aérobactine,

sont exprimés par K. pneumoniae (Riwu et al 2022).

Les Sidérophores sont également des éléments indispensables pour la pathogenese de
K. pneumoniae. Ils peuvent avoir un impact direct sur I’immunité de 1’hdte en régulant
I’équilibre du fer cellulaire, en favorisant la propagation bactérienne, ainsi que la régulation

de la production de nombreux facteurs de virulence (Namikawa et al, 2022).
I11.2.2 L’Hypermucoviscosité

L hypermucoviscosité est un phénotype observé chez certaines souches de Klebsiella
pneumoniae il a été associée a I’évasion immunitaire et a I’hypervirulentes, il est considérée
comme une caractéristique clé d’identification des souches hypervirulentes (Dey et al,
2022). Au fil du temps, I’hypermucoviscosité a été expliquée par une production excessive
de polysaccharide capsulaire, mais de récentes études ont montré que la capsule et
I’hypermucoviscosité ont des roles différents dans la pathogenese (Mike et al, 2021).

111.2.3 Toxine

Les bactéries pathogenes peuvent sécréter des toxines qui peuvent avoir des effets
cytostatiques ou cytotoxiques sur les cellules hotes, Les toxines représentent un effet direct
et indirect dont le microbiote peut affecter les cellules hétes (Strakova et al, 2021).
Klebsiella pneumoniae présente différente toxine tel que I’hémolysine a, les cyclomodulines
et la colibactine (Fais et al., 2018 ; Nougayrede et al., 2005 ; Galmiche et Boquet, 2001).

IV. Quorum Sensing Systems

Le quorum Sensing (QS) est un mécanisme complexe qui permet la communication
entre bactéries d'une méme espéce ou entre espéces différentes au sein d'une méme

communauté (Liu et al.,, 2020). Le QS permet aux bactéries de synchroniser leurs
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expressions génétiques en fonction de leurs densités cellulaires via la production, la

libération, I’accumulation et la détection des petites molécules signal appelées auto-
inducteurs (HAYEK, 2018).

Les Al (auto-inducteurs), dont la concentration est proportionnelle au nombre de
bactéries, servent d’indicateur moléculaire de la densité bactérienne. A partir d’une certaine
concentration de ces molécules, une réponse cellulaire est enclenchée par 1’activation et la
répression de genes efficaces seulement lorsque la densité cellulaire est importante, pour
mettre en place des phénotypes particuliers, comme la formation de biofilm, la virulence, la
production d’exopolysaccharides, d’exoprotéases et de Sidérophores (Mion et al., 2019).
Ce qui permet aux bactéries de libérer des facteurs de virulence et de causer des dommages
a I'ndte (Rachma et al., 2022).

V. Biofilm

Les biofilms sont des amas bactériens irréversiblement attachés a une surface ou entre
des cellules, enveloppés par une matrice composée d'exopolysaccharides (EPS), de
protéines, d'ADN extracellulaire et d'un canal d'eau (Elkheloui et al.,2022). La capacité de
K. pneumoniae a former des biofilms sur des surfaces biotiques et abiotiques est liée a la
présence de divers facteurs de pathogénicité faisant partie du core génome, notamment la
production de fimbriae (pili F, type I (Fim) type I11 (Mrk)) impliqués dans les étapes initiales
d’adhésion (MERCIECCA, 2022).
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Figure 6 : Représentation des différentes étapes de la formation d’un biofilm (Rather et
al., 2021)
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La préoccupation principale des hopitaux en regard des biofilms est directement liée a
leur implication dans diverses pathologies infectieuses. Depuis les travaux pionniers de
William Costerton dans les années 1980, une littérature abondante documente la
problématique des infections a biofilms (Vanzieleghem et Delmée, 2020). Les bactéries
formatrices de biofilm proviennent généralement de la flore du patient, de I’environnement
ou de la microflore exogéne transitoire véhiculée par le personnel hospitalier (Seghir et al.,
2017).

Les biofilms bactériens colonisent également I'environnement hospitalier, créant ainsi
des réservoirs favorables a la croissance des micro-organismes. Ces réservoirs font partie
d'un cycle de contamination (Otter et al., 2013) qui implique les patients, les agents
pathogénes ainsi que des vecteurs tels que l'air, I'eau, le personnel médical et les dispositifs

médicaux (Vanzieleghem et Delmée, 2020).
V1. Diversité des souches de Klebsiella sp selon leur pathogénicité

Toutes les souches de K. pneumoniae ne sont pas en mesure de survivre chez I'hdte et
de causer des infections. Leur capacité physiopathologique ne dépend pas uniquement de la
susceptibilité de I'n6te, mais également des différents traits génétiques de chaque souche
(Joseph, 2022). Les souches de K. pneumoniae ont été rassemblées selon un autre critére, le
pouvoir pathogéne. Cela a permis de déterminer deux phénotypes : les souches « classiques

» (cKp) et les souches hypervirulentes (hvKp) (Moutel et al., 2022).

Pour les souches « classiques » (cKp) Outre le fait d’entrainer une dysbiose intestinale,
une antibiothérapie permet de favoriser la sélection et la prolifération des clones de cKp
résistants aux antibiotiques (joseph, 2022). Cette antibio-résistance est a la fois intrinséque,
due a la présence de genes chromosomiques, et acquise par le transfert horizontal d'éléments
génetiques mobiles tels que des plasmides conjugatifs et des transposons. Ces mécanismes
permettent a la bactérie de développer des résistances a plusieurs antibiotiques, notamment

aux B-lactamines, et aux carbapénemes (Martin and Bachman, 2018).

Les souches de K. pneumoniae capables de résister a au moins 3 classes d’antibiotiques
en plus de ’ampicilline sont donc considérées comme « multi-résistantes » (Wyres et al.,
2020; Gonzalez-Ferrer etal., 2021). L’émergence et la diffusion de souches cKp résistantes
aux antibiotiques sont des préoccupations majeures ces dernieres années en raison des

difficultés de traitement générées (Joseph, 2022).
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La virulence accrue des souches hypervirulentes (hvKp) résulte de I’expression de
multiples facteurs de virulence, notamment la production importante de polysaccharides
capsulaires associés au sérotype K1 ou K2 qui conferent un phénotype hypermuqueux aux
colonies bactériennes (joseph, 2022). Une caractéristique désormais considérée comme
déterminante pour définir le statut d’hvKp est la présence d’au moins un plasmide (pK2044

ou pLVPK) ou élément génétique mobile porteurs de genes de virulence (Russo et al., 2018).

En 2007, Fang et ces collaborateurs ont identifient 177 isolats cliniques de souches de
K. pneumoniae considérés comme hypervirulents et ont montré que 100% des isolats été
sensibles a plusieurs classes d’antibiotiques (carbapénéme, céphalosporines de 3e
génération, et aminoglycosides) (Fang et al., 2007). Cependant, 1’émergence récente de
nouvelles souches a la fois multi-résistantes et a virulence augmentée fait peser la crainte de
survenue d’impasses thérapeutiques (MERCIECCA, 2022). La convergence a conduit a
I’apparition de bactéries dites « superbugs » présentant les deux traits et qui sont

actuellement I’une des grandes préoccupations au niveau mondial (Lee et al., 2017).

Un scénario est envisagé afin d’expliquer cette convergence de phénotypes multi-
résistants et hypervirulentes : des souches multi-résistantes auraient acquis différents
facteurs de pathogénicité spécifiques aux hypervirulentes (Wyres et al., 2020). Cette
hypothése serait privilégiée du fait de la grande plasticité des génomes des souches multi-
résistantes qui seraient plus & méme d’acquérir de nouveaux génes via des transferts

horizontaux (Gu et al., 2018).
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Figure 7: Caracteristique des souches dites « classique » et hypervirulentes (Arato
etal., 2021)
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VII. Diversité de la résistance aux biocides et aux antibiotiques

Les biocides, y compris les antiseptiques et les désinfectants, ont été largement
employes dans les hopitaux pour assainir une variété de dispositif et réduire la présence de
microorganismes (Dejoies, 2022). Plusicurs substances peuvent remplir ce role qu’elles
soient chimiques ou biologiques (Bouvattier et al., 2020). D’un point de vue chimique, ce
sont des métaux lourds (cuivre, mercure, argent), des molécules organiques (alcools,
aldéhydes, esters), des complexes organométalliques (organo-étains), des composes
minéraux (a base d’iode ou de chlore) ou encore des polymeéres qui sont utilisés en tant que
biocides. D’un point de vue biologique, ces substances peuvent étre inertes (dérivées de
certaines toxines de microorganismes) ou autonomes (microorganismes et certains parasite,
prédateurs des bactéries) (Lasek, 2018).

La majorité des biocides utilises dans le secteur des soins sont classés dans la catégorie
des désinfectants du RPB (du Réglement Biocides) (Slimani, 2018). Ils sont classés en 4
groupes a savoir les désinfectants, produits de protection du développement microbien et
algal, produits de lutte contre les nuisibles et autres produits biocides. Ils couvrant 22 types
de produits et chaque type correspond a un usage spécifique pour lequel la substance active
peut étre utilisée (Boulben et al., 2019).

La résistance aux antiseptiques et aux biocides constitue un probléme majeur dans
I’environnement de soin (Vijayakumar et Sandle, 2018). Ils agissent sur les flores
commensales de tissus vivants pour empécher leur pénétration dans 1’organisme ou leur
transmission a des tiers ou dans 1’environnement (Dejoies, 2022). On peut distinguer deux
catégories de résistance aux antiseptiques et aux biocides : la résistance intrinséque et la
résistance acquise (Carenco, 2017). La résistance intrinséque correspond a une propriété
préexistante et inhérente a une espéce particuliere, qui conduit a une baisse de sensibilité ou

a une insensibilité complete (Hartemann et al., 2019).

La résistance aux béta-lactamines est principalement causée par la degradation du
noyau béta-lactame des antibiotiques (Balandraud, 2021). Depuis leur découverte en 1983,
les entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu (EBLSE) se sont largement
répandues a travers le monde, avec des taux d'isolement variables méme au sein d'une méme
institution hospitaliere. Ces bactéries multirésistantes sont responsables d'infections graves
(Sarr et al., 2021). La transmission des EBLSE entre individus en milieu hospitalier est

principalement due au personnel soignant, qui peut étre contaminé par des patients ou des

16



Synthése Bibliographique

surfaces contaminées (Hendrik et al., 2015). Cependant, il est important de noter que des
sources environnementales telles que les instruments médicaux, les savons, et méme les
siphons d'évier ont également été occasionnellement impliqués dans la propagation de ces
bactéries (Jolivet, 2019).

Les carbapénémes ont été introduits dans les années 1980 pour traiter les infections
causeées par des souches d'entérobactéries productrices de BLSE. Malheureusement, au debut
des années 1990, des souches résistantes aux carbapénémes par production carbapénémases
sont apparues (Mhaya, 2019). La dissémination de ces carbapénemases parmi les
entérobactéries est cliniquement préoccupante car ces souches résistantes ont développées
également une résistance a la plupart des B-lactamines, entrainant des échecs thérapeutiques
significatifs (Cahill et al., 2019). Les carbapénémases les plus importantes sont les KPC,
NDM-1 et OXA-48 (Oueslati, 2019). L'exposition aux souches résistantes aux
carbapénemes dans les établissements de soins de santé est le principal facteur de risque
d'infection (Banach et al., 2018). La propagation des souches résistantes de K. pneumoniae
est associée a des lignées clonales spécifiques, parmi lesquelles le clone ST11 est I'un des

plus fréquents dans les milieux hospitaliers (Liao et al., 2020).
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Partie Expérimentale
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Cette étude est réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie, de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université A. Mira de Bejaia, durant la période

allant de mai a Juin 2023.
I. Origine des souches étudiées

Les 36 souches de Klebsiella pneumoniae étudiées font partie d’une collection de
souches d’entérobactéries appartenant au laboratoire d’Ecologie Microbienne de I'université
de Bejaia. Ces souches ont été isolées de I'environnement de soin proches des patients et du

personnel par Mme Belhadi.

Les souches de Klebsiella pneumoniae ont été revivifiées a partir des tubes de
conservation par deux repiquages successifs, sur bouillon TSB ou bouillon nutritif puis sur

gélose Mac Conkey ou EMB et incubées a 37°C pendant 24h.

I1. Détection phénotypique des facteurs de virulence

I1.1. Détection de la capsule : La capsule a été détectée par I’encre de Chine. Sur une lame,
une goutte de suspension bactérienne a été combinée avec une goutte de la solution diluée
d’encre de Chine. La capsule se manifeste sous la forme d'un halo non coloré entourant le

corps bactérien coloré en noir avec I'encre de Chine (El Fertas-Aissani et al, 2013).

11.2. Test d"hyperviscosité : Le phénotype d'hyperviscosité des isolats de K. pneumoniae a
été déterminé a l'aide d'un string test modifié. La formation d'un filament visqueux d'au

moins 0.5 cm a été considérée comme positive (Mazloum et al., 2016).

11.3. Recherche de la production de lipase : Les isolats ont été repiqués sur une gélose
additionnée de Tween 80. Aprés 24 heures d’incubation & 37°C, I’apparition d’une zone

opaque autour des colonies indique un résultat positif (Wand et al., 2013).

11.4. Recherche sur la production de protéase : Les isolats ont été repiqués sur une gélose
additionnée de poudre de lait comme substrat. Apres 24 heures d’incubation a 37°C, une

I’apparition d’une zone claire autour des colonies indique une protéolyse de la caséine

(Rossignol, 2007).

IL5. Recherche de ’hémagglutination : Sur une lame de microscope, une goutte de la

suspension de globules rouges a été mélange soigneusement a une goutte de la culture
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bactérienne a température ambiante. La présence d'agglutination se traduit par un résultat
positif.

1.6 Résistance au sérum : La recherche de la résistance bactérienne au sérum a été
effectuée en déposant 150ul du sérum humain avec 50ul de la suspension bactérienne dans
une microplaque de 96 puits. Un contr6le négatif a été effectué en utilisant de I'eau distillée
stérile. Chaque test a été realise en double.

La lecture a été effectuée avec un lecteur de plaque a une longueur d’onde de 620 nm
avant et aprés 3h d’incubation a 37°C. La souche devient résistante au sérum humain
uniquement lorsque la densité optique aprés incubation est supérieure de 100% (c'est-a-dire

deux fois) a la lecture initiale.

IL.7. Recherche d’hémolysine : Le test d’hémolysine a été réalisé sur gélose au sang
contenant 5% (vol/vol) de sang de mouton. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C,
I’apparition d’une zone claire autour des colonies indique une lyse totale () ou partielle (o)

des globules rouges (Hassan et al., 2011).

118.Mise en évidence de la sécrétion de Sidérophore: La production de Sidérophore a été
mise en évidence par le test au Chrome Azurol S en milieu gélosée, L’inoculation des isolats
a été effectuée par spot puis les géloses ont été incubées a 37°C pendant 24 heures.
L’apparition d’un halo rouge-orangé autour des spots atteste la sécrétion de Sidérophores
(Srimathi et Suji, 2018).

I11. Recherche de la formation de biofilm sur gélose au rouge Congo

La formation de biofilms a été évaluée par un ensemencement par stries des boites de
geélose au rouge Congo. Apres incubation a 37°C pendant 24 a 48 heures, la formation de
colonies noires a surface rugueuse indique la production de Slim. Les souches présentant des
colonies de couleur rouge, de colonies a centre noir et a contour rouge ou de colonie a centre

rouge et a contour noir sont interprétés comme un résultats negatif (Nasr et al., 2012).
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1V. Etudes de Pefficacité du désinfectant BACTINYL sur la croissance des

souches de K. pneumoniae

Le BACTINYL est un désinfectant utilisé pour la désinfection des instruments dans
les structures hospitaliere. Grace a cette méthode, nous sommes en mesure de déterminer
I'étendue d'efficacité du désinfectant en effectuant trois dilutions qui englobent la dilution
cible du désinfectant hospitalier, permettant ainsi de délimiter sa zone d'activité (Rouillon
et al., 2006).

IV.1. Préparation des suspensions bactériennes : Une culture bactérienne a été préparée
en inoculant une colonie dans 4ml de bouillon nutritif puis incubé a 37°C pendant 24h. Apres
incubation, 60pl de la culture bactérienne ont été déposé dans 2ml de bouillon nutritif neuf
puis incubé a 37°C pendant deux heures pour obtenir une culture en phase exponentielle de

croissance.
IV.2. Elaboration des solutions diluées du désinfectant Bactinyl®

+¢+ Dilution 0.5%: On mélange 25 pl du désinfectant brut avec 5 ml d'eau distillée
¢ Dilution 1% : On mélange 50ul du désinfectant brute avec Sml d’eau distillée.

% Dilution2% : On mélange 100l du désinfectant brute avec 5Sml d’eau distillée.

I1V.3. Technique
Pour chaque souche, 180ul de la suspension de travail ont été mélangé avec 20 pl de
chaque dilution du désinfectant puis incuber a 37°C pendant 24h. Un témoin négatif
contenant du bouillon nutritif et du désinfectant et un témoin positif contenant uniquement
la culture bactérienne ont été ajouté. L’absence de trouble aprés incubation d’au moins deux
cupules permet de déterminer la dilution du désinfectant suffisante pour empécher le

développement de la souche étudiée.
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RESULTATS

1.1 Détection de la présence de la capsule chez les souches de Klebsiella
pneumoniae

Apreés lecture au microscope optique, la capsule était visible comme un halo clair

entourant chacune des 36 (100%) souches testées. La figure ci-dessous montre 1’aspect

microscopique d’une capsule.
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Figure 8 : photographie de la capsule

1.2 Evaluation la production I'hypermucoviscosité

Le String Test a révélé la présence chez 5 souches (SMI 20, S32, S32*, S14* et S39)
d'un cordon visqueux supérieur a 5 mm confirmant le caractere d'hypermucoviscosité de ces

dernieres. Un résultat positif est représenté dans la figure ci-dessous.

Figure 9 : Aspect positif du String test chez la souche SMI120
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1.3 Evaluation de la production de lipase

Dans cette étude, la production de lipase qui se traduit par la formation d’un halo clair
autour des colonies a été observée chez 12 (33%) souches étudiées. La figure ci-dessous
illustre un résultat positif chez les souches Bar 01 et SMI20.

Figure 10 : Aspect de la production de lipase chez les souches BarOlet SMI120

1.4 Recherche de la production de protéase

La production de protéase a été observée chez 23 souches de K. pneumoniae et se
traduit par la dégradation de la caséine qui se manifeste par 1’apparition d’une zone claire

autour de la colonie (Figure 12).

Figure 11 : Aspect de la production de protéase chez les souches S68 et S20
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1.5 Recherche de I’hémagglutinine

L’hémagglutination se traduit par le regroupement des globules rouges. Un résultat
positif a été observé chez 19 (53%) des souches. La figure ci-dessous montre 1’aspect d un

résultat positif et négatif.

Aspect négatif Aspect positif
Figure 12 : Mise en évidence de I’hémagglutination

1.6 Résistance au sérum humain

La mise en évidence de I’effet du sérum humain a montré que seule la souche S32 est
résistante a I’activité bactéricide et présente une valeur de DO=0.1 avant incubation et une

DO=0.190 apres incubation.

.7 Recherche d’hémolysine

La recherche d’hémolysine était négative pour toutes les souches étudiées. La figure

ci-dessous montre I’absence de la lyse des globules rouges.

Figure 13 : Hémolysine négative
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1.8 Sécrétion de Sidérophores

Une coloration rouge-orange a été observée chez 24 (67 %) souches, ce qui indique la

production probable de Sidérophores. La figure ci-dessous illustre les résultats observés.

Figure 14 : Détection de la production de Sidérophores

1.9 Evaluation de la formation de biofilm sur gélose au Rouge Congo

Nous avons constaté que 27 (75%) souches ont données des colonies noir a surface
rugueuse et sont probablement productrices de slime. La figure ci-dessous montre 1’aspect
de souches productrices de biofilms sur gélose au Rouge Congo.

Figure 15 : Aspect de colonies noires productrice de slime
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1.10 Etudes de Defficacité du BACTINYL sur la croissance des souches
de K. pneumoniae

Nous avons testé ’efficacité du désinfectant a 1’état brut ainsi que des dilutions
recommandées (0.5%, 1 % et 2%) par le fabriquant pour la désinfection du matériel médical

vis-a-vis des souches de K. pneumoniae multirésistantes.

On remarque que toutes les souches étaient sensibles aux différentes dilutions du
désinfectant. Tant disque, presque la moitié 47% (17/ 36) des souches étaient résistantes au

désinfectant a 1’état brut (figure ci-dessous).

Dilué

Figure 16 : Résultat de la sensibilité des souches de K.pneumoniae au désinfectant
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Discussion
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Les facteurs de virulence jouent un réle important dans le mécanisme de pathogeénicité
chez les souches de K. pneumoniae. Cette derniere, posséde de nombreux processus pour
s’implanter, coloniser et se protéger des agressions extérieures, comme du systéme
immunitaire, dans les différents sites de son héte (urinaire, intestinal, pulmonaire). les
facteurs capsulaires, capteurs de fer, pili et les lipopolysaccharides (LPS) sont impliqués
dans I'adhésion, I'invasion et la croissance de K. pneumoniae ( Cheng et al., 2020).

La production de capsule permet de limiter la phagocytose de la bactérie par les
cellules de I’immunité et la mise en place d’une réponse immunitaire efficace (Evrard et
al., 2010) gréace a certains mécanismes d'échappement tels que I'antiphagocytose, I'inhibition
de la réponse inflammatoire précoce, la neutralisation des peptides antimicrobiens pour
réduire la réponse immunitaire de I'organisme et I'inhibition de la maturation des cellules
dendritiques (Goyette-Desjardins, 2019 ; Wu et al., 2022). Les résultats de notre étude ont
révélé que toutes les souches de K.pneumoniae présentent une capsule ce qui est en accord
avec ceux de Walker et Mille (2020) et qui ont confirmé que cette derniere est liée au
sérotype K1 ou K2.

Les stratégies mises en place par les souches de K. pneumoniae semblent tendre
d’avantage vers un mode défensif plutot qu’offensif lors de I’infection, comparativement a
d’autres pathogeénes (Paczosa and Mecsas, 2016).

La formation de biofilms joue un réle dans la survie et la sélection des bactéries dans
I’environnement, mais ont aussi de nombreux effets indésirables, notamment en santé
publique. Pour toutes ces raisons, de nombreuses équipes de recherche s’intéressent au mode
de développement des biofilms et aux facteurs de virulence de Klebsiella pneumonie.
(Guerra et al., 2022) Dans cette étude, 27 des souches été positif pour la mise en évidence
de la formation de biofilms sur gélose au rouge Congo.

Les bactéries productrices de lipase ont une activité lipolytique. Cela confére a ces
bactéries un facteur de virulence en pathologie humaine. Les bactéries évaluées dans cette
étude produisent une lipase en tant que facteur de virulence a 12 souches. Les travaux de
Gupta et al., 2004 ont également montré I’implication de la lipase dans la virulence des

bacteries responsables de diverses infections humaines.
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Deux types de fimbriae se trouvent couramment chez les souches de K. pneumoniae :
les fimbriae de type 1 (fim) et de type 3 (mrk). Les fimbriae de type 1 peuvent améliorer la
virulence en adhérant aux surfaces muqueuses ou épithéliales (biofilm dans la vessie) et les
fimbriae de type 3 adherent a la surface cellulaire et favorisent la formation de biofilm
(Cevahir et al., 2008 ; Zheng et al., 2020; Schroll et al., 2010 : Wu et al., 2022). Dans
cette étude 19 des souches de Klebsiella pneumoniae été positif et présentent la capacité
d’agglutine les globules rouges.

L’hypermucoviscosité est un facteur distinctif des souches hvKp est son phénotype
hypermucovisqueux (Le et al., 2022 ; Namikawa et al., 2023) est lié a une synthése de
quantité accrue de polymeére capsulaire avec les mémes composants que la capsule classique
(Shon et al., 2013). La plupart de ces isolats appartiennent aux sérotypes capsulaires K1 et
K2 (Guo etal., 2017). Dans cette étude, le string test a montrer que 5 des souches été positif.
Ces résultats sont on accord avec ceux rapportés par Gupta et al., (2004) et Frazee et al.,
(2009). Les travaux de Sanchez Lopez (2019) ont rapportés que 1’hypervirulence des
souches de K.pneumoniae été due a I’association de l'acquisition efficace du fer et une
augmentation de la production des exopolysaccharides capsulaires.

De nombreuses bactéries utilisent des Sidérophores pour faciliter le processus
d'absorption du fer ferrique dans I'environnement. La production de Sidérophores peut
également étre un facteur important dans la capacité des agents pathogénes a provoquer des
maladies, car le fer libre est treés limité et souvent étroitement lié a de nombreuses protéines,
telles que I'némoglobine, la transferrine et la lactoferrine (Louden et al., 2011). Dans notre
étude 24 des souches de K. pneumoniae était productrices de Siderophore ce qui est en accord
avec les résultats rapportés par Elgazzar (2017). Ces bactéries peuvent absorber le fer de
I'néte via quatre Sidérophores tels que I'aérobactine, la salmochéline, I'entérobactine et la
yersiniabactine (Wang G. et al., 2020 ; Wu et al., 2022).

Les protéases appartiennent un groupe d’enzymes catalytiques, dont la fonction est
d’hydrolyser les liaisons peptidiques des protéines. Ils jouent un role critique dans de
nombreux processus physiologiques et physiopathologiques. Elle joue un réle primordial
dans la virulence des souches de Klebsiella pneumoniae, et leur présence permet a la bactérie
de manipuler I'environnement et d'échapper aux défenses de I'hdte (Kolar, 2013). Dans cette

étude, nous avons mis en évidence la production de protéase chez 23 des souches étudiées.



Le sérum humain a une activité bactéricide contre un large éventail de bactéries a Gram
négatif (Raksha et al., 2003). Dans cette étude, uniquement une souche S32 était résistante

a Dactivité bactéricide du sérum.

L’hémolysine est une substance protéique pouvant causer une la destruction des
globules rouges. Qui est produite par des souches de Klebsiella pneumoniae et provoquant
la lyse des hématies, entrainant leur destruction prématurée par un mécanisme
d’hypersensibilité de type II. La sévérit¢ et I’apparition des réactions hémolytiques
dépendent du type d’anticorps impliqués, de la température a laquelle les anticorps se fixent
a Dl’antigéne et leur capacité a activer le complément (Binvel, 2020). La production
d'hémolysine en tant que facteur de virulence chez les bactéries impliquées dans des
infections a été démontrée par des auteurs dans des études tel que (Hassan et al., 2011;
Rajkumar et al., 2016). Dans la présente étude, aucune des isolats étudiés n’a produit de

I’hémolyse.

La plupart des produits de nettoyage et de désinfection utilisés pour les sols et les
surfaces sont principalement constitués d'ammonium quaternaire, soit seuls, soit en
association avec d'autres substances telles que des dérivés de biguanides, d'aldéhydes,
d'isopropanol, d'alkylamine, d'acides aminés, de peroxyde d'hydrogéne ou d'éthanol (Smith
et al., 2008).

Chaque fois que des désinfectants sont utilisés avec le méme principe actif et a laméme
concentration, les bactéries peuvent développer une résistance de plus en plus importante a
ces produits (Bekkari et al., 2016). Il est essentiel de respecter les recommandations du
fabricant lors de I'utilisation de ces désinfectants afin de prévenir I'émergence de souches
bactériennes résistantes a ces molécules (Lanjri et al., 2017). Nos résultats ont montré une
sensibilité totale aux différentes concentrations recommandées par le fabricant (0.5%, 1% et

2%) et une résistance de presque la moitié des souches au désinfectant brut.



Conclusion




Au cours de cette étude qui s’est déroulée au niveau du laboratoire de microbiologie
de I’Université de Bejaia, 36 souches de Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE et de
carbapénémases de type OXA-48 isolées de I’environnement hospitalier ont été étudiées.
Les résultats de notre étude ont permis d’évaluer la complexité des facteurs de virulences de
ces souches qui contamine I’environnement de soin de nos hopitaux. Ces dernieres
constituent un grave probléme de santé publique auquel il faut encore préter attention,
notamment a la forte résistance provoquée par 1’utilisation fréquente des carbapénémes et

des céphalosporines de 3°™ génération.

De nombreux facteurs de virulence ont été rapportés dans la littérature et mis en
évidence dans cette étude dont le phénotype d’hypermucoviscosité, la production d’une
capsule polysaccharidique, lipase, protéase, d’hémagglutinine, de sidérophore ainsi qu’une
résistance au sérum et la capacité a former un biofilm. Toutefois plusieurs nouveaux facteurs
jouant un rdle prépondérant dans le processus infectieux ont été également décrit dans

plusieurs études récentes.

Cependant, dans le cadre de la lutte contre les infections nosocomiales, ce travail
démontre I'importance de la prévention qui reste le seul moyen de limiter le risque infectieux
lié au milieu hospitalier. Il est recommandé de renforcer et de mener réguliérement une
surveillance et une enquéte sur la résistance aux antibiotiques et aux biocides fréquemment

utilisées dans chaque structure hospitaliere.
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Annexe 01 : les résultats des tests réalisés au cours de cette étude

1) Détection de la production de slime sur gelose au rouge Congo

Interprétation Interprétation
P Code P




Annexes

2) Production de lipase par des souches de K.pneumoniae

3) Production de protéase par des souches de K.pneumoniae

Code |Résultat| Code | Résultat
S5 - S2 +
S14 + S10 -
S20 + S3 +
S 68 + S 3* +
S 69 - S15 +
S32 - S 26 +
S17* + S 17 +
S39 + S8 +
S 32* - S8C -
S12 - S5B -
S49 + SH5A -
S 27 - SMI 29 +
S22 + SMI 20 +
S 20* + Bar 100 +
S8B + Bar 32 -
S 14* + Bar 01 +
S24 + Bar 34 +
Bar 16 A - M1 35 -
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4) Recherche d’hémagglutinine sur des souches de K.pneumoniae
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5) Mise en évidence de la sécrétion de Sidérophores sur milieu gelosé CAS

Annexe 03: Composition des milieux de culture

Milieu Rouge Congo Agar (RCA)

BHIB ... 37¢
SACCNANOSE. ... e, 509
AGAT e, 10g
ROUQE CONQO0. ... e 08¢
Baudistillée ... ... oo 1000 ml
PH=7,4

Bouillon ceeur-cervelle (BHIB)

Infusion de cervelledeveau..................oooiiiiiiiii e, 12.5¢g
Infusion de cceur de beeuf........................ 5.0g
PEPIONG. .. 10.0g

GIUCOSE. ...t 2.0g
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Chlorure de SOIUM........cooiiiiiie s 2.0g
Phosphatase di SOAIQUE. .........c.ovt veiiiiie e, S5g
PH=7.4

379 par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 120°C, 20min

1) Bouillon Trypticase -Soja (g/ litre d’eau distillée)

PEPTONE ..ot 20g
Chlorure de sodium ..ot 5,0g
Hydrogénophsphate de potassium........................ ....... 2,5¢
GIUCOSE ...ttt e 2,5¢
PH=7,3+0,2

Autoclavage 15 min a 121°C



Résumé

Les souches de K. pneumoniae hautement virulentes sont non seulement hautement
pathogenes, mais peuvent également étre résistantes aux antibiotiques et aux désinfectants.
Cette ¢étude s’est fixé comme objectif d’évaluer phénotypiquement certains traits de virulence
tels que la formation de biofilms sur gélose & base de rouge Congo ainsi que la détection de la
présence de capsule par ’encre de chine. Cette étude a aussi révélé la présence d’enzymes
catalytique telles que les protéases et de lipases. Les bactéries possédent également d’autres
facteurs de virulence, tels que I'hnémagglutination, la production de Siderophore ainsi que la
résistance au sérum humain. L’efficacité du désinfectant testé a savoir le BACTERYL vis-a-

vis des souches K. pneumoniae est préservée sauf dans le cas de son utilisation a 1’état brut

Mots clés : K. pneumoniae, Carbapénémases, Biocides, Environnement hospitalier.

Abstract

Highly virulent strains of K. pneumoniae are not only highly pathogenic pathogenic,
but can also be resistant to antibiotics and disinfectants. antibiotics and disinfectants. The
aim of this study was to phenotypically evaluate certain virulence traits, such as biofilm
formation on Congo Red agar and the detection of capsule presence by India ink. This
study also revealed the presence of catalytic enzymes such as proteases and lipases. The
bacteria also possess other virulence factors, such as hemagglutination, Siderophore
production and resistance to human serum. The efficacy of the disinfectant tested,

BACTERYL, against K. pneumoniae strains is preserved except when used in its raw state.

Key words: K. pneumoniae, Carbapenemases, Biocides, Hospital environment.



