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Résumé :
L'analyse de 30 échantillons issus des prélévements hospitaliers dont 1’objectif est de
déterminer la prévalence des infections Humaine a Staphylococcus aureus et d’Escherichia
coli au niveau du CHU de la wilaya de Bejaia, a montré la présence de 06 S. aureus avec un
pourcentage de 20% et 07 d’Escherichia coli avec un pourcentage de 23%.
L’isolement et 1’identification des souches de Staphylococcus aureus et d’Escherichia
coli ont été fondés sur des méthodes microbiologiques basées sur les caracteres morpho-
biochimiques.
On a pu identifier quelques facteurs de risque, et étudier la sensibilité des souches
isolées, pour certains antibiotiques a usage thérapeutique, par la méthode de diffusion en milieu
gélosé de Mueller-Hinton.

Les résultats de 1’antibiorésistance montrent que nos souches isolées de Staphylocoque
aureus présentent une résistance de 67% a la Tétracycline (TET). Pour la Vancomycine
(VAN) et la Kanamycine (KMN), le taux de résistance est moins de 44%. Enfin pour
I’Oflaxacin (OFX) la résistance est notée par 30% et les souches isolées de d’Escherichia coli
présentent une résistance de 57,75% a la Céfazoline (CZN). Pour la Ciprofloxacine (CIP), le taux
de résistance est de 40,20%, pour I’Amikacine (AKN) la résistance est notée par 14,70% et
enfin Céfoxitine (FOX) la résistance est de 12,12%

La majorité des infections Humaine sont due principalement par les Staphylococcus aureus et
d’Escherichia coli.

Summary:

The analysis of 30 samples from the hospital whose objective is to determine the
prevalence of human infections with Staphylococcus aureus and Escherichia coli in the CHU
of the wilaya of Bejaia, showed the presence of 06 S.aureus with a percentage of 20% and 07
of Escherichia coli with a percentage of 23%.

The isolation and identification of strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli were
founded on microbiological methods based on morpho-biochemical characters.

We were able to identify some risk factors, and study the sensitivity of the isolated strains, for
some antibiotics of therapeutic use, by the diffusion method in Mueller-Hinton agar medium.

The results of antibiotic resistance show that our isolated strains of Staphylococcus
aureus have a resistance of 67% to Tetracycline (TET). For Vancomycin (VAN) and
Kanamycin (KMN), the resistance rate is less than 44%. Finally for Oflaxacin (OFX the
resistance is noted by 30% and the strains isolated from Escherichia coli present a resistance of
57,75% of Cefazolin (CZN). for Ciprofloxacin (CIP), the rate of resistance is 40,20%, for
Amikacin (AKN) the resistance is noted by 14,70% and finally Cefoxitin (FOX) resistances is
12,12%.

The majority of human infections are mainly caused by Staphylococcus aureus and Escherichia
coli.



Introduction

L’étre Humain peut étre infecté par des bactéries de maniere endogene, a partir de ses
flores bactériennes (commensales ou colonisatrices), ou de maniere exogéne, en interagissant
avec son environnement (air, surfaces, eau, sol, alimentation, etc.) ou d’autres €tres vivants
(plantes, insectes, mammiféres, etc.), notamment une personne porteuse d’une bactérie

pathogéne (Ophélie Perrot, 2022).

De nombreuses infections sont provoquées par des especes de bactéries qui sont
pourtant présentes chez la plupart des personnes sans causer de maladie. Souvent, ces bactéries
deviennent pathogénes lorsqu’elles se trouvent a un endroit du corps ou elles ne devraient pas
étre présentes, ou en nombre anormalement élevé lors d’une baisse des défenses immunitaires.

(Cheriet et al., 2020).

Escherichia coli appartient a la famille des entérobactéries. Celles-ci sont communes
dans I’intestin de I’Homme et des animaux sans provoquer de maladie ; en fait, elles sont méme
utiles et font partie de la flore intestinale normale. Mais Escherichia coli peut causer des
infections lorsqu’elle est présente dans d’autres parties du corps (infections urinaires, intra-
abdominales et méningites). Certaines souches pathogénes d’Escherichia coli (la souche
0157 :H7, qui produit une toxine) circulent entre I’animal, les denrées alimentaires et
I’Homme, chez qui elles peuvent provoquer fiévre, nausées, vomissements, crampes d’estomac

et des diarrhées, qui exceptionnellement peuvent étre fatales.

Staphylococcus aureus qui fait partie de la flore microbienne de la peau d’environ un
tiers de la population, sans provoquer de maladie. Selon la souche de Staphylococcus aureus et
I’état du systéme immunitaire de la personne infectée, il peut provoquer des infections de la
peau, des tissus mous, du sang ou méme des os. A I’hdpital, il est la cause la plus fréquente

d’infections des plaies chirurgicales (Samou ,2005).

Les infections causer par ces deux bactéries surviennent plus souvent I’été ; une période

ou la chaleur et ’humidité favorisent la croissance bactérienne.

Les dépistages épidémiologiques constituent un mécanisme de base pour la
reconnaissance des causes, savoir les facteurs de risques et la protection de ces types
d’infections ; d’une maniere simple et a colt réduit. Cet avantage est d'ailleurs plus important

dans les pays de faible niveau socio-économique comme 1’ Algérie.
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Introduction

Les objectifs de ce travail visent, par le biais des méthodes microbiologiques et des
enquétes epidémiologiques de déterminer la prévalence des infections Humaines a Escherichia
coli et Staphylococcus aureus dans le CHU de la wilaya de Bejaia, identifier quelques facteurs
de risque, étudier la sensibilité aux antibiotiques de ces bactéries responsable d’infections

Humaine.

C’est dans ce contexte général que nous avons ét€¢ amenés a entreprendre ce présent travail qui
a ¢été réalisé¢ au laboratoire de microbiologie du CHU Khalil Amrane Bejaia. L’étude est

subdivisée en deux parties :

*La premicere partie consiste en une synthese bibliographique donnant des notions générales sur

les infections Humaines, généralités sur les Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

*La deuxieéme partie est I’é¢tude expérimentale qui englobe la partie matérielle et méthodes
utilisées dans ce travail suivi des résultats obtenus et discussion. Enfin ; une conclusion est

présentée.
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Partie 01 : Synthese bibliographique



Synthese bibliographique

I. Infections

1.1.Définitions

Une infection, autrement dit une maladie infectieuse, désigne I'envahissement puis la
multiplication d’un micro-organisme pathogéne, appelé agent infectieux. Les agents causaux
varient chez I’homme. lls peuvent étre responsables de maladies plus ou moins graves et
toucher tous les organes ou systémes de 1’organisme. Ces agents peuvent étres des bactéries,
des virus, des parasites, ou encore des champignons, responsables de mycoses. La prise en
charge de ces maladies différe selon la nature de 1’agent infectieux en cause (Heart et al.,

2006).

Les maladies infectieuses sont les maladies les plus fréquentes, plus de tiers des malades
hospitalisés recoivent au moins un antibiotique. Les infections peuvent étre qualifiées de
plusieurs fagons : par 1’agent pathogene (infection bactérienne, virale, mycosique...) ; par le
mode de contamination (infection communautaire ou nosocomiale ; infection opportuniste...)

ou par I’organe atteint (infection cutanée, pulmonaire ou urinaire...) (Labayle, 2000).

I.2.Infections bactériennes

Une infection bactérienne est une réaction de I’organisme lorsqu’il a été attaqué par des bactéries

nuisibles qui augmentent en nombre et provoguent une réaction dans le corps.

Ces bactéries nocives peuvent pénétrer dans 1’organisme par une Iésion de la peau ou par les voies
respiratoires et provoquer des infections. Bien que toutes les bactéries ne soient pas mauvaises, les
bactéries pathogenes nous sont nuisibles lorsqu’elles peuvent provoquer des maladies et présentent des
symptdmes qui peuvent varier en fonction de la localisation de I’infection et du type de bactérie qui en

est a ’origine (Larry et Bush,2018).
Cependant, certains signes généraux d’une infection bactérienne sont les suivants :

e Fiévre
e Sensation de fatigue
e Ganglions lymphatiques enflammés dans le cou, les aisselles ou 1’aine

e Mal de téte



https://www.dictionnaire-medical.fr/definitions/363-organisme
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e Nausées ou vomissements

1.2.1. Différents types d’infections bactériennes

Tous les micro-organismes n’ont pas les mémes capacités a provoquer des infections, certains
étant pratiquement toujours associés a des manifestations cliniques, alors que d’autres provoquent
rarement des maladies (Petignat et al., 2006).

Les deux bactéries causales en particulier responsable d’infection les plus communes sont
Staphylococcus aureus et Escherichia coli,

Elles peuvent provoquer des otites , et aussi des :

o Infections bactériennes cutanées

o Infections bactériennes ORL

o Infections bactériennes broncho-pulmonaires
o Infections bactériennes digestives

e Infections bactériennes génitales

e Infections urinaires

o Infections cardiovasculaires

e Angines bactériennes

|1.3.Chaine de transmission de I’infection

La chaine de transmission de I'infection est composée de six maillons (figure 01), soit
: I'agent infectieux, le réservoir, la porte de sortie, le mode de transmission, la porte d'entrée et
I'n6te réceptif. La transmission a lieu lorsque les six éléments de la chaine sont présents. Il est
possible de prévenir une transmission en brisant n'importe lequel des maillons de cette chaine
(Laberge,2018).
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Figure 01 : Chaine de transmission des infections (Laberge,2018)

1.3.1. Agent infectieux

C’est un microorganisme transmissible. 1l appartient soit a la flore endogene (microorganismes

de I’individu) ou a la flore exogene (source externe de la personne infecter).
1.3.2. Réservoir

C’est un patient, travailleur de la santé ou visiteur pouvant présenter une infection active, étre

Asymptomatique, en période d’incubation d’une maladie infecticuse, étre colonisé transitoirement
ou de fagon chronique par un microorganisme pathogéne. Les microorganismes peuvent se retrouver
sur la peau, dans le sang, les liquides biologiques, les excrétions, les sécrétions, sur la peau, etc.
L'environnement inanimé ou le matériel de soins partagé d’un patient a I’autre peuvent également

étre un réservoir et constituer une source d’infections nosocomiales

1.3.3. Porte de sortie

C’est la voie par laquelle I’agent infectieux quitte le réservoir, bien que tous les réservoirs n'aient
pas une porte de sortie évidente. Lorsque le réservoir est associé a un hote, il peut s’agir du site
anatomique par lequel le microorganisme quitte ce réservoir. Cette porte peut étre par exemple, les

voies respiratoires qui expulsent des sécrétions contaminées lors d’un éternuement ou la toux. Il

pourrait s’agir aussi d’un bris de peau avec un saignement ou une plaie avec un exsudat. Lorsque le

réservoir est associé a I’environnement la porte de sortie peut étre plus difficile a identifier.
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1.3.4. Mode de transmission

C’est un moyen que prend I’agent infectieux, en partant de la source, pour atteindre I'hote
réceptif. On distingue la transmission par contact (contact physique ou par I'intermédiaire d'un objet
inanimé), par voie aérienne (petites particules se déplagant sur de longues distances), par un véhicule
commun (source contaminée) ou par un vecteur (insectes). Le mode de transmission varie selon le
type de microorganismes. De plus, certains agents infectieux peuvent étre transmis par plus d’un

mode.
1.3.5. Porte d’entrée

C’est la voie par laquelle un agent infectieux pénetre dans un héte. Parmi les portes d'entrée, on
compte les muqueuses (ex. : voies respiratoires), la voie génitale, le tractus gastro-intestinal, le
tractus urinaire, les lésions cutanées (ex. : les plaies) et les dispositifs invasifs comme les cathéters

intraveineux.
1.3.6. Hote réceptif

C’est une personne réceptive a I'égard de I'agent infectieux (microorganisme) soit, par exemple,
parce que son systéme immunitaire est affaibli ou qu’elle ne posséde pas les anticorps nécessaires
pour lutter contre I’infection, ou qu’elle présente des récepteurs cellulaires appropriés pour accueillir
I’agent.

I1. Escherichia coli

Escherichia coli est une espece naturellement présente dans la flore intestinale, certaines
souches sont a l'origine des infections intestinales plus ou moins grave. Cette bactérie, potentiellement
mortelle, a pour principal habitat 1’intérieur des intestins des organismes a sang chaud et de I’Homme.

Ceci explique qu’elle soit surtout responsable d’intoxications alimentaires (Pierre, 2003).
I1.1. Taxonomie

Selon Bergey (2012), Escherichia coli appartient a :

Régne Bactérie
Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Entérobactériales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espéce Escherichia coli
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11.2. Caractéristiques biochimique

Ce sont des bacilles & Gram négatif, chimio-organotrophes, parfois capsulés, ils
possédent une ciliature péritriche pour les souches mobiles. Ces bacilles fermentent le glucose
(avec ou sans production de gaz), ils sont aéro-anaérobies facultatifs et possédent a la fois un

métabolisme respiratoire et fermentatif (tableau 1) (Loukiadis , 2007).

Tableau I : Les caracteres biochimiques d’Escherichia coli

Test

Glu |Lac |H2S|Gaz |ONPG |Gel | Mal |LDC |ODC |ADH JURE | TDA |RM |VP |ESC

Résulta | + + - |+ + - - +/- | +/- |+/- | - - |+ -1 -

Légende : caractére positif : +/ caractere négatif : - / caractere inconstant : +/-

11.3. Infections a Escherichia coli

E. coli est responsable de plusieurs infections extra-intestinales, infections urinaires,

infections abdominales et septicémies avec choc septique dii a I’endotoxine O et d’infections

intestinales : ’existence des diarrhées a E. coli est connue depuis 1940. Ces diarrhées sont dues

a des souches de sérotypes particuliers qui provoquent soit des cas sporadiques, soit des petites
épidémies (Abhijit et al. ,2013).

E-coli peut provoquer des :

Infections des voies urinaires (IVU) : Les infections urinaires bactériennes peuvent
affecter I'urétre, la prostate, la vessie ou les reins (Talha ,2021).

Une pneumonie : La pneumonie est une infection des tissus pulmonaires. Cette maladie
peut étre grave chez les personnes fragiles et/ou souffrantes d'insuffisance respiratoire.
Péritonite : La péritonite bactérienne spontanée est une infection du liquide d'ascite sans
source apparente. Les manifestations peuvent comprendre une fievre, une sensation de
malaise et des symptdmes liés a I'ascite et une aggravation d'une insuffisance hépatique

préexistante (Tholey,2023).
Les souches d E coli responsables des diarrhées sont classées dans quatre groupes :

e E. coli entomopathogenes EPEC : responsables de gastro-entérites infantiles
e E. coli entéro-invasifs EIEC : syndromes dysentériformes (diarrhées

mucopurulentes et sanglantes)
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e E. coli entéro-toxinogénes ETEC : responsables de diarrhées liquidiennes
cholériformes (diarrhée du voyageur ou turista)

e E. coli entérohémorragiques EHEC : syndrome entéro-hémorragique
responsable chez les enfants (1 mois a 3 ans) du syndrome hémolytique et

urémique.

11.4. Résistance aux antibiotiques

11.4.1. Résistance naturelle

Escherichia coli est une entérobactérie, qui comme toutes les entérobactéries présente
une résistance naturelle aux glycopeptides et a la pénicilline G. Elle appartient au groupel des
Entérobactéries qui sont naturellement sensibles a 1’ensemble des béta-lactamines

(Saidani,2013).
11.4.2. Résistance acquise

Certaines souches ont acquis de nouveaux mécanismes de résistance leur permettant
d’échapper aux antibiotiques. La résistance d’E. coli aux béta-lactamines est di a une
inactivation de I’antibiotique par 1’acquisition d’enzymes. Trois principaux types d’enzymes sont
répertoriés : les pénicillinases, une enzyme dite TRI (pour TEM résistant inhibiteur) et les
céphalosporinases (Saidani ,2013) .

I11. Staphylococcus aureus

Les Staphylocoques sont des bactéries a Gram positif inconstamment encapsulées, aéro-
anaérobies facultatives, ubiquitaires. Ils se présentent le plus souvent sous 1’aspect de coques
rassemblées en amas irréguliers, ils sont parfois isolés, par paires ou en trés courtes chaines.
Les critéres de virulence de la bactérie in vitro sont directement corrélés a un équipement
enzymatique complexe avec en premier lieu la capacité ou non de produire une enzyme de type

coagulase.

On distingue I’espéce Staphylococcus aureus a coagulas positive appelée également
staphylocoque doré (¢élaboration d’un pigment caroténoide donnant une couleur dorée a la
colonie), des autres especes de staphylocoques a coagulas négative (SCN) que 1’on regroupe
aussi sous le nom de Staphylocoques blancs (par opposition au doré) : S. epidermidis,
S.saprophyticus, S. hominis, S. capitis, etc. (Caby et al., 2010). Staphylococcus aureus est 1’un des
agents causaux d’infections bactériennes les plus courantes chez I’Homme vu que c¢’est son principal

réservoir et s’hébergent au niveau des fosses nasales de I’intestin, la peau ou les annexes glandulaires

(aisselle, périnée).
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I11.1. Taxonomie

Selon Bergey (1994) et (Ross et al, 1990), Staphylococcus aureus appartient a :

Domaine Bactérie ou Eubactérie
Phylum XIII Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus

I11.2.Caracteres biochimiques

Les principaux caractéres biochimiques sont (Tableau) :
o Métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif.
e Catalase positive a la différence du Streptocoque.

e Capable de fermenter le glucose a la différence des Microcoques.

e Capable de fermenter le mannitol a la différence de plusieurs SCN.

Tableau Il : caracteres biochimiques de S. aureus (Garrity et al., 2001)

Caractére S. aureus
Oxydase -
Catalase +
Coagulase +
Fermentation du glucose sans production de gaz +
Dégradation du mannitol +
Production d’indole +
Production d’acétoine +
Uréase +
Présence de nitrate réductase +
Réduction du tellurite de potassium en tellure +
Thermonucléase ou DNase thermostable +
Présence d’une protéine A +
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I11.3. Infections a S. aureus

e [’endocardite infectieuse . L'endocardite infectieuse est une infection de I'endocarde,

habituellement due a des bactéries (habituellement streptocoques ou staphylocoques) ou a des
champignons. Elle peut entrainer de la fievre, des souffles cardiaques, des pétéchies, une

anémie, des accidents emboliques et des végétations endocardiques (Guy , 2022).
e Lesinfections de la peau et des tissus mous : L'infection nécrosante des tissus mous de type

Il est monomicrobienne et est le plus souvent causée par des streptocoques béta-hémolytiques du
groupe A ; Staphylococcus aureus est le deuxieme agent pathogéne le plus fréquent. Les patients
sont plus jeunes, ont peu de problémes de santé documentés, mais ils peuvent avoir des antécédents
d'utilisation de drogues intraveineuses, de traumatismes ou de chirurgie récente. L'infection peut
se propager localement rapidement et induire des complications systémiques telles qu'un choc
toxique (Wingfield et al., 2021).

e Infections de protheses . L'infection de protheses est une complication sévére des

arthroplasties totales. Dans 50% des cas, les bactéries responsables sont les staphylocoques
coagulasse-négative et S. aureus. La contamination se fait pendant I'intervention chirurgicale ou
par voie hématogene

e Infections pulmonaires : Staphylococcus aureus représente 2a 5% des étiologies des
pneumopathies communautaires. Ces infections surviennent principalement chez des patients
agés avec comorbidité, dans un contexte post-grippal. S. aureus est également responsable de

pneumonie nécrosante.

Ces bactéries peuvent provoquer des infections invasives et\ou des maladies a médiation par des
toxines. comme Les SARM qui sont des agents pathogénes graves a la fois dans les hdpitaux et dans

les milieux communautaires (Tracey et al., 2022).




Partie 02 : partie pratique



Matériel et méthodes

I. Matériel et méthodes

I.1.Lieu et objectif du travalil

Le travail a été effectué, aux services: medecine interne, cardiologie et orthopédie de
I'Etablissement Hospitalier Khalil Amrane CHU de la wilaya de Bejaia durant un mois (de mai au
mois de juin). Ce travail vise a évaluer la prévalence des Staphylococcus aureus et Escherichia coli

dans les différentes infections Humaines au niveau de la wilaya de Bejaia.

1.2.Prélévements

Un total de 30 prélévements est réalisé au niveau de différents services (Tableau I11).

1.2.1. Prélevement a partir des surfaces seches (nasale)

Frotter les surfaces séches avec des écouvillons stériles préalablement humidifiées avec
I’eau physiologique stérile puis introduire dans des tubes contenant 5ml du bouillon nutritif.

1.2.2. Prélévement a partir des surfaces humides (pus)
Frotter directement la surface avec 1’écouvillon.
1.2.3. Prélevement a partir du sang (hémoculture)

Prélever environ 5ml de sang du patient en pique de fievre et linjecter dans un flacon
de 80ml de bouillon hémoculture.

1.2.4. Prélevement a partir des urines (ECBU)

Récupérer les urines fraiches dans un contenant stérile.
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Tableau 111 : Date nature et service des prélevements

Numéro Date de | Service Nature du | Sexe Age
d’échantillon | prélévement prélevement

1 05/06/2023 Medecine interne Nasale Femme 63
2 03/06/2023 Medecine interne Nasale Femme 45
3 15/05/2023 Orthopédie Pus Femme 54
4 05/05/2023 Cardiologie E.C.B.U Femme 77
5 11/05/2023 Orthopédie Nasale Femme 68
6 01/06/2023 Médecine interne E.CB.U Femme 50
7 13/05/2023 Médecine interne E.C.B.U Homme 28
8 09/06/2023 Médecine interne E.CB.U Homme 45
9 29/05/2023 Médecine interne Nasale Homme 41
10 26/05/2023 Orthopédie Pus Homme 63
11 10/05/2023 Orthopédie Nasale Femme 89
12 02/05/2023 Meédecine interne Hémoculture Homme 50
13 15/05/2023 Médecine interne E.C.B.U Homme 30
14 12/06/2023 Orthopédie Pus Homme 59
15 24/05/2023 Médecine interne Hémoculture Femme 50
16 09/06/2023 Médecine interne E.C.B.U Femme 63
17 15/06/2023 Médecine interne E.C.B.U Femme 25
18 27/05/2023 Médecine interne E.C.B.U Femme 45
19 08/05/2023 Cardiologie Nasale Homme 19
20 08/05/2023 Orthopédie Nasale Homme 41
21 08/05/2023 Orthopédie Nasale Homme 73
22 08/05/2023 Cardiologie Nasale Femme 33
23 02/05/2023 Cardiologie Hémoculture Femme 42
24 20/05/2023 Orthopédie Pus Homme 40
25 05/06/2023 Médecine interne E.CB.U Femme 65
26 13/05/2023 Cardiologie Nasale Homme 59
27 04/05/2023 Meédecine interne Hémoculture Homme 37
28 24/05/2023 Médecine interne E.C.B.U Femme 29
29 03/06/2023 Orthopédie Pus Femme 60
30 06/05/2023 Cardiologie E.CB.U Homme 66
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1.3.Conditions de prélévement et isolement

Les prélevements sont acheminés au laboratoire de 1’établissement (CHU) immédiatement.
L’isolement des bactéries prévues a partir des différents prélévements, est réalisé comme suit :
1.3.1. Prélevement nasal

Les tubes sont incubés a 37°C pendant 24 heures jusqu’a I’apparition de trouble en
bouillons nutritif puis ensemencé sur milieu Chapman et EMB par la méthode de stries en

surface. Les boites sont incubées ensuite a 37°C pendant 24heures.

1.3.2. Prélevement de pus
A partir de I’écouvillon méme dont on a prélevé on ensemence directement sur milieu
Chapman et EMB par la méthode de stries en surface. Les boites sont incubées ensuite a

37°C pendant 24heures.

1.3.3. Préléevement de sang
Les flacons, du bouillon hémoculture mélangé au sang, sont incubés a 37 C pendant 24
heures. A J1, on ensemence toujours par la méthode de stries en surface sur gélose au sang,

s’il y a présence de bactéries, on lance I’identification sinon on réincube jusqu’a J5 ou J10.

1.3.4. Prélevement d’urine (ECBU)
Dans un tube stérile contenant 10 ml d’eau physiologique, on verse 3 gouttes d’urine
fraiche et en ensemence sur milieu Chapman et EMB. Les boites sont incubées ensuite a 37°C

pendant 24heures.
I.4.Purification et conservation

Afin de confirmer la pureté des souches, nous avons effectué des repiquages successifs, sur
milieu gélosé sélectif Chapman et EMB. Puis les souches sont conservées au réfrigérateur a 4°

C pour I’identification.
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1.5.1dentification

L’identification comporte une série d’étapes, se succédant le plus souvent dans un ordre
déterminé ; les souches isolées ont été identifiées par des techniques microbiologiques standards
pour Staphylococcus aureus (la coloration de Gram, catalase et test de coagulase) et pour
Escherichia coli (la coloration de Gram et test biochimiques). Les résultats obtenus au cours de

chaque étape permettent 1’orientation des démarches ultérieures.
1.5.1. Examens macroscopiques

Sur le milieu Chapman, les colonies jaunes entourées d’une zone jaune, mannitol+

sont des Staphylococcus aureus.

Sur le milieu EMB, les colonies de 2 a 3 mm plates violettes trés foncé avec reflet

métallique vert sont des Escherichia coli (Mahamadi et al. ,2016).
1.5.2. Examens microscopiques

» Coloration de Gram
Le principe de la coloration de Gram repose sur les différences de composition
chimique de la paroi des bactéries (1 a 2.5 % des lipides chez les bactéries a Gram
positif, 10 a 22% chez les Gram négatif).

» Technique

e On dépose sur une lame propre une goutte d'une suspension bactérienne ;

Faire sécher la lame par passage sur la flamme du bec benzene

e Poser des gouttes du colorant violet de Gentiane sur le frotti, laisser agir
pendant 1minute, puis rincer la lame parfaitement par I'eau physiologique
stérile.

e Recouvrir la lame une autre fois par le Lugol et laisser agir une minute puis
rincer a I'eau physiologique stérile ;

e Tenir la lame inclinée et faire couler pendant 30 secondes de I'alcool a 95°
jusqu'a écoulement incolore, rincer immédiatement a 1’eau physiologique
stérile ;

e Recolorer avec de la fuchsine pendant 1 min ; rincer a I’eau physiologique

stérile et égoutter

Egoutter entre 2 morceaux de papier buvard et laisser sécher ;

Observez avec une goutte d'huile a immersion a I'objectif X 100
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% Observation sous microscope

e Couleur rose représente les bactéries a Gram négatives
e Couleur violet représente les bactéries a Gram positives
e On observe aussi la forme des cellules bactériennes (bacille, coccobacille,

cocci, diplocoques,...).

1.5.3. Tests biochimiques

1)

2)

Pour Staphylococcus aureus

Recherche de la catalase

Cette enzyme est produite en abondance par les bactéries a métabolisme
respiratoire qui peuvent détruire les peroxydes H.O> dont I’accumulation a un effet 1étal
pour les bactéries. La catalase a la propriété de décomposer le peroxyde d’hydrogéne

(H2 avec dégagement d’02) sous forme gazeuse. (Madian et al., 2007).
< Technique

A partir d’un milieu solide et aérobie, prélever une quantité suffisante de

culture et la mettre en suspension dans une goutte d’eau oxygénée déposée sur une lame.
% Lecture:

La présence de catalase est marquée par la formation immédiate des bulles d’O-.
Recherche de la coagulase

La propriété de Staphylococcus aureus de provoquer la coagulation d’un plasma

recueilli sur anticoagulant est un critere important de son identification. Elle est due a la

sécrétion d’une enzyme thermostable ; la staphylocoagulase . Cette enzyme agit en liaison avec

la prothrombine et en absence de calcium.

Parmi les Staphylococcus, pratiqguement seul S. aureus posséde la coagulase, certaines souches

de S. aureus peuvent en étre dépourvues (10 a 15 % en milieu hospitalier), la perte de la

coagulase étant souvent reliée a un traitement d’antibiotique.
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La recherche de la coagulas de Staphylococcus est compliquée par la présence d’un récepteur
au fibrinogéne provoquant I’agglutination de la souche placée dans un plasma oxalaté (Madian
et al., 2007).

% Technique
o Réaliser une suspension bactérienne.
e Dbiens agiter le tube qui contienne de la suspension bactérienne a l'aide
de vortex.
e Mettre dans un tube & hémolyse 4 gouttes de bouillon agité et 4 gouttes
de plasma humain a 100% ou 80%.
e incuber a 37°C durant 3 a 6h.

% Lecture:
Une coagulation pourra étre observée par une prise en masse du liquide

Pour Escherichia coli

-Test de nitrate reductase
Le bouillon nitraté est un bouillon de culture permettant la recherche de 1’utilisation de
I’ion nitrate par certains micro-organismes, notamment par respiration nitrate.
On met une ou deux gouttes dans du bouillon nitraté cultivé pendant 24 h a 37°C.
S’ils sont présents, ils donnent une coloration rose en présence d’acide sulfanilique et

d’]-Naphtylamine. Ces réactifs portent le nom de réactifs de Griess.

-Test du Rouge de Méthyle (RM) et du Voges-Proskauer (VP) :
Le milieu Clark et Lubs permet de rechercher les voies fermentaires des entérobactéries
et de différencier la fermentation « acides mixtes » et la fermentation « butyléne
glycoligue ».
> Le test RM : permet la mise en évidence grace au rouge de méthyle, de la
fermentation acide mixte par acidification du milieu glucosé aprés fermentation
du glucose
> Le test VP : permet la mise en évidence de la production d’acetoine (ou 3-
hydroxybutanone) au cours de la fermentation butyléne glycolique en présence
d’une base forte (soude ou potasse) et d’]-naphtol, 1’acetoine donne une

coloration rouge en milieu trés oxygéné.
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Ensemencer un milieu Clark et Lubs avec quelques gouttes de la suspension
bactérienne et étuver 24 a 48 heures a 37°C.

Apres incubation le milieu est partagé en deux tubes pour réaliser les tests.

-Recherche de ’utilisation du citrate

Le milieu citrate de Simmons est un milieu solide qui permet de mettre en évidence

’utilisation du citrate comme seule source de carbone et d’énergie.

Seules les bactéries possédant une citrate perméase seront capables de se développer sur ce
milieu. La pente du milieu est ensemencée par des stries sur toute la surface et incubé a

37°C, pendant 24 heures. En cas de réaction négative, prolonger I’incubation de 24 heures.
-Test de Mannitol Mobilite

Le milieu mannitol mobilité est un milieu semi solide qui permet d’étudier simultanément
la dégradation du mannitol (la dégradation en anaérobiose conduit a la formation de fructose
qui est un produit de dégradation du mannose) et la  mobilité.
L’ensemencement du milieu s’est fait par piqire centrale jusqu’au fond du tube avec la
souche a tester a 1’aide d’une anse de platine (fil droit sans boucle). Incubation a
37C° durant 24 heures.

-Recherche de I’indole et mise en évidence de I’uréase

Le milieu urée-tryptophane, improprement appelé urée-indole est un milieu de culture

synthétique utilisé en bactériologie permettant la mise en évidence simultanée :

» De la production de I’indole (par hydrolyse du tryptophane par la tryptophanase)

» De I’hydrolyse de 1’urée (par une uréase)

Ensemencer abondamment un milieu urée-indole avec quelques colonies de la souche a
étudier et incuber 24 heures a 37°C et a 44°C.

1.6.Antibiogramme

L’antibiogramme a été réalisé par la technique de diffusion sur milieu gélosé selon les

normes préconisées par le Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI).(Gillet et al., 2002).
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Tableau IV : Antibiotiques pour Escherichia coli

Nom Abréviation Charge des | Résistant Intermédiaire | Sensible
disques
Ampicilline AMP 10 =<13 14.16 >=17
Amoxicilline AMC 20/10 =<13 14.17 >=18
AC.
Clavulanique
Céfazoline CZN 30 =<19 20 .22 >=23
Céfalotine 30 =<14 15.17 >=18
Céfoxitine FOX 30 =<14 15.17 >=18
Céfotaxine CTX 30 =<22 23.25 >=26
Céftazidine CAZ 20/30 =<17 18.20 >=21
Azytréonam ATM 30 =<17 18.20 >=21
Amikacine AKN 30 =<14 15.16 >=17
Gentamicine GMN 10 =<12 13.14 >=15
Acide NAL 30 =<13 14.18 >=19
Nalidixique
Ciprofloxacine | CIP 5 =<15 16.20 >=21
Chloramphénic CHL 30 =<12 13.17 >=18
ol
Furanes FTN 300 =<14 15.16 >=17
Fosfomycine FOS 200 =<12 13.15 >=16
CRO 200 =<12 13.15 >=23

Triméthoprime SXT 1.25/23.75 =<10 11.15 >=16
+ Sulf
améthoxazole
Entapénéme ETP 10 =<18 19.21 >=22
Imipénéme IMP 10 =<19 20.22 >=23
Méropénéme




Tableau V : Antibiotiques pour Staphylococcus aureus
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Sulfamethoxazone

Nom Abréviations | Charge des | Résistant | Intermédiaire | Sensible
disques

Tétracycline TET 30 ug <14 15.18 >=19
Pénicilline PEN 10 ug =<28 >=29
Rifampicine RIF 5 ug <16 17.19 >=20
Ciprofloxacine CIP 5ug <15 16.20 >21
Céfoxitine FOX 30 ug =<21 >=22
Ofloxacine OFX 5ug <14 15.17 >18
Gentamicine GMN 10 pg <12 13.14 >15
Kanamycine KMN 30 pg =<13 14.17 >=18
Amikacine AKN 30 pg =<14 15.16 >=17
Acide Fusidique FAD 10 ug <24 >=24
Erythomycine ERY 15 pg =<13 14\22 >=23
Clindamycine CMN 2 ug =<14 15.20 >=21
Pristinamycine PTN 15 pg =<15 16.18 >=19
Teicoplanine TEC 30 pg =<10 11.13 >=14
Levofloxacine LVX 5 ug <15 16.20 >=21
Triméthoprime SXT 1.25/23.75 pg <10 11.15 >16




Matériel et méthodes

% Technique :

Repiquer une colonie a partir d’une culture pure développée de 18 heures sur un
milieu d’isolement dans de 1’eau physiologique stérile

Tremper un écouvillon dans cette suspension.

Presser fermement contre la paroi intérieure du tube juste au-dessus du niveau
du liquide, tourner I’écouvillon pour enlever le liquide excédentaire.

Etaler a trois reprises sur le milieu Mueller Hinton, en tournant la boite & environ
60° aprés chaque application afin d’obtenir une distribution égale de I’inoculum.
Appliquer les disques d’antibiotiques sur les boites de Pétri apres
I’ensemencement a I’aide d’une pince stérile.

Incuber les boites a 37°c pendant 18 a 24 heures.

% Lecture et interprétation

Mesurer avec précision les diamétres de chaque zone d’inhibition en mm, et classer

la bactérie dans I’une des catégories : sensible, intermédiaire ou résistante.
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I1. Résultats et discussion

11.1. Prélevement

Dans cette étude, nous avons realisés 30 prélévements durent la période de stage (1mois), a

partir de 3 services au CHU de Bejaia, Parmi les 30 prélévements, 50% en medecine interne,

30% en orthopédie et 20% en cardiologie (figure 02).

B Médecine interne
Orthopédie

M Cardiologie

Figure 02 : Répartition globale des prélévements selon le service

11.2. Isolement et identification

Sur les 30 prélevements analysés, 70% était considérés comme positifs.
14 sur milieu Chapman

7 sur milieu EMB

30 sur milieu gélose nutritif au sang cuit.

il reste I’identification des bactéries recherchées Staphylococcus aureus et Escherichia coli .

11.2.1. Identification morphologique

» Examen macroscopique
Sur milieu Chapman, les colonies de Staphylococcus apparaissent souvent

pigmentées et entourées d’une couleur jaune dans le cas ou le mannitol est

fermenté, sinon les colonies sont de couleur blanche.
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Ces colonies sont arrondies a bords réguliers d’environ 1 mm de diamétre apres
24h/37°C

Sur milieu EMB, les colonies apparaissent pigmentées en bleu-noir avec reflet
métallique vert, ¢’est une caractéristique d’E. coli sur ce milieu car les autres coliformes
ne produisant pas suffisamment d'acide pour provoquer cette réaction.

Sur gélose nutritive au sang cuit, les colonies sont de différents aspect, taille et

couleur, d’un diamétre variant entre 1 a 3 mm apres 24h/ 37°C.

» Examen microscopique
La coloration de Gram pour les souches isolées sur milieu Chapman met en

évidence des Cocci sphériques, en grappe de raisin ou en paires, colorés en
violet, dont on trouve les 14 souches sont a Gram positif, soit un pourcentage de
100% des isolats.

Par contre la coloration de Gram pour les souches isolées sur milieu EMB met
en évidence des bacilles, qui se présente sous la forme de batonnets allongés , colorés

en rose. Les 7 souches sont a Gram négatifs donc un pourcentage de 100% des isolats.

11.2.2. Identification biochimique pour Staphylococcus aureus

a. Catalase
Le test de catalase montre une apparition des bulles avec dégagement de
dioxygenes produits par une colonie mise en contact avec 1’eau oxygénée.
Dont on trouve 14 souches a catalase positive par rapport au nombre
d'isolats donc 100%.

b. Coagulase :

Les cocci a Gram positif, catalase positive, testés pour la production d’une
coagulase, présentent un phénotype variable, dont on trouve 6/14 des isolats a
coagulase positive soit un pourcentage de 42,80%

Tableau VI: Résultats de pré-identification par les techniques microbiologiques

Caracteres principaux Coloration de Gram Test catalase Test coagulase
positive 14 14

Souches 06
négative 00 00 08




Résultats et discussion

Selon David (2010), divers enzymes peuvent étre mises en évidence chez S.aureus tel
que : la catalase qui existé chez tous les Micrococacceae. Mais la présence d’une coagulase
identifie en pratique courante 1’espéce aureus, donc nos résultats corroborent a ceux obtenu

dans les tests d’identifications biochimiques

L’identification des 30 prélevements effectués a donner : 06 S.aureus, 08 Staphylocoque

a coagulase négative, 09 especes non identifiés et 07 Entérobactérie (figure 03).

s.aureus M .s.aureus a coagulase M autre bactéries non ® Entérobactére
négative identifier

Figure 03 : Répartition des souches selon leur production de coagulase

1.3.Fréquence d’isolement de S. aureus

Sur les 14 isolats appartenant a la culture positive, 06 souches pures ont été identifiées
comme S. aureus par la mise en évidence de test de la coagulase libre. Ce qui représente un
taux de 42,80% sur I’ensemble des souches des Staphylocoques isolées (06/14), et 20% sur la

totalité des prélévements testés et identifiés (06/30).

11.4. Identification biochimique pour E. coli
Sur les 21 prélévements positifs, on a 07 qui on put se développer sur le milieu EMB,
soit un pourcentage de 33% et on a obtenu un pourcentage de 100% d’Escherichia coli aprés

identification




Résultats et discussion

11.4.1. Test de nitrate réductase

Apres 1’ajout des réactifs Nitl et Nit2, nous avons pu observer une coloration rouge du
milieu.

11.4.2. Test de RM et du VP

a. La voie des acides mixtes est mise en évidence apreés ajout du réactif de RM dans le
milieu. Une coloration rouge désigne une RM+ c’est-a-dire une fermentation acide
mixte. Une coloration jaune est un résultat negatif.

La voie du butylene glycolique est mise en évidence aprés ajout des réactifs VP | et
VP 1II. Une coloration rouge témoigne d’un VP+ et la réaction négative est révélée
par I’absence de la coloration rouge.

Les colonies que nous avons testées avaient les profils suivants : (RM+ ; VP-).

11.4.3. Recherche de Putilisation du citrate

L’utilisation du citrate se traduit par un virage au bleu du milieu. Dans notre cas le milieu n’a

pas changé donc elles sont citrate- (coloration verte).

11.4.4. Test du mannitol mobilité

Le virage de I’indicateur coloré rouge de phénol du rouge au jaune témoigne d’une
utilisation du mannitol. De plus la mobilité des souches est avérée par la formation de
voiles autour de la piqlre centrale avec un trouble du milieu. Les colonies testées sont

Mobilité + et mannitol+.

11.4.5. Recherche de I’indole et mise en évidence de ’uréase

La présence de 1’uréase se traduit par virage au rouge du milieu urée-indole. Certaines
souches possedent une uréase positive (coloration rouge), d’autres par contre n’en
possedent pas (uréase —). La présence de 1’indole est révélée apres ajout du réactif de Kovac
dans le milieu urée-indole. La formation d’un anneau rouge a 37° et a 44° témoigne de sa
présence et un anneau jaune son absence. Pour toutes les souches il a eu formation d’un

anneau rouge.




Résultats et discussion

I1.5. Résistance aux antibiotiques

Un antibiogramme a éte réalise sur les 13 souches de S. aureus et E. coli préalablement
isolées et identifiées. Etant donnés leurs phénotypes de résistance trés différents, les fréquences
de résistances pour chaque antibiotique testé ont été calculées et représentées dans les
figures(04 et 05).
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Figure 04 : Pourcentage de résistance des S. aureus

Les résultats portée sur la figure montrent que les souches isolées des
Staphylocoques aureus présentent une résistance de 67% a la Tétracycline (TET). Pour la
Vancomycine (VAN) et la Kanamycine (KMN), le taux de résistance est moins de 44%. Enfin

pour I’Oflaxacine (OFX) la résistance est notée par 30%.

BCZN mFOX mAKN mCIP

57,75%

40,20%

14,70%

Figure 05 : Pourcentage de résistance des E. coli

12,12%
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Les résultats portés sur la figure montrent que les souches isolées des
Escherichia coli présentent une résistance de 57,75% a la Cefazoline (CZN). Pour la
Ciprofloxacine (CIP), le taux de résistance est de 40,20%, pour I’Amikacine (AKN) la

résistance est notée par 14,70% et enfin Céfoxitine (FOX) la résistance est de 12,12%




Conclusion

La prévalence des S. aureus et E. coli constitue un probléeme majeur pour la santé
publique a I’échelle mondial, pareil pour 1'apparition du phénomene de la multirésistance
chez ces bactéries qui complique I'état des malades ainsi que la limite des choix

thérapeutiques.

La majorité des infections Humaines rencontrées sont essentiellement d'origine

bactérienne, plus spécifiqguement Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

L'objectif de ce travail a été la recherche et I’identification des S. aureus et E .coli isolées
de divers prélévements (urines, sang, pus et les prélevements nasales) et leur résistance par

rapport a différentes familles d’antibiotiques.

D'apres 1’analyse des résultats obtenus, nous avons constaté que Staphylococcus aureus est
majoritairement retrouvé dans les pus (50%), le sang (33,33%) et les muqueuses dermiques
(16%).

Tant dit qu’ Escherichia coli est fréguemment rencontrer dans les urines (85,7%), les
pus (14,28%) et le sang en provoquant des inflammations et brulures urinaires ainsi que des

piques thermiques.

Les personnes les plus susceptibles d’étre contaminée par ces deux bactéries sont les
personnes agées, sous traitement et aussi le facteur du sexe car les hommes sont plus a
risque d’étre contaminer par Staphylococcus aureus contrairement a la femme qui est plus

atteint par Escherichia coli.

Les souches d’Escherichia coli isolées du pus sont plus résistées aux antibiotiques que celles

isolées a partir des urines.

Nos résultats restent préliminaires et maintient d'étre exploiter et compléter pour cela,
nos perspectives sont :
- Etudier une population plus importante dans une période plus longue pour décrire une
prévalence élargi des infections humaines due aux S. aureus et E. coli.
- Il est nécessaire d’utiliser des méthodes de détection moléculaire car les méthodes
classiques de détection sont lentes, souvent jusqu’a 72 heures et méme plus pour certaines

(hémoculture) pour confirmer la présence de S.aureus ou E. coli.




Conclusion

- Des études sont nécessaires également pour minimiser le risque contagieux de ce germe
c’est-a-dire la transmission et les méthodes de lutte contre les propagations des infections

humaines due a Staphylococcus aureus et Escherichia coli.
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