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I ntroduction

Introduction

L'hépital est un lieu ou I'on traite mais c'est également un lieu ou le risque dinfection
est tres important et ou les germes deviennent de plus en plus résistants. De ce fait, les
infections contractées au niveau de I'hdpital sont reconnues comme des problemes majeurs de
santé publique de par leur fréquence, leur colt et leur gravité qui touche aussi bien les patients

et leurs entourages que |'ensembl e des professionnels de santé (Hosein et al., 2002).

Les surfaces inertes ou vivantes jouent un role important dans les infections
nosocomiales, elles sont régulierement colonisées par des microorganismes qui sont
d’origines divers et peuvent étre issus des patients, du personnel soignant ou des visiteurs
(Méité et al., 2010). Elles constitueraient donc une niche écologique de bactéries
multirésistantes pouvant étre un réservoir a partir dugquel différentes infections peuvent se
développer (Zenati et al., 2016). La survie et éventuellement la multiplication de ces
bactéries conditionnent la nature, I’importance de la colonisation environnementale et la
capacité de I’ environnement a devenir un réservoir dans lequel e microorganisme persiste et
peut étre transmis (Talon, 1999).

Les microorganismes responsables des infections nosocomiales peuvent persister sur
des surfaces séches inanimées pendant plusieurs mois. Dans |’ ensembl e, les bactéries a Gram
positifs telles qu’'Enterococcus spp. Saphylococcus aureus résistant a la méthicilline
(SARM) et Streptococcus sp. peuvent survivre pendent plusieurs mois (4 & 7 mois) sur ces
derniere (Neely et Maley, 2000). Par contre les bacilles a Gram négatif telles que
Acinetobacter spp., E. coli, Klebsiella sp., P. aeruginosa, S. marcescens ou Shigella sp.
peuvent aussi survivre pendant 5 semaines a 30 mois sur ces dernieres (Bloomfield et Scott,
1997). Ces espéces se trouvent généralement parmi les plus fréquemment isolées de patients

présentant des infections nosocomiales (Kramer et al., 2006).

K. pneumoniae est un bacille a Gram négatif aéro-anaérobie facultatif, de 0.3 a 1.0um
de diametre sur 0.6 a 6pm de longueur et se présentant de manicre isolée, ou groupés par deux
ou en courtes chaines (Sekhri, 2011). Elle se développe sur les milieux classiques d'isolement
pour entérobactéries ( Drigalski, Hektoen, Mac Conkey, EMB) et présente des colonies
rondes bombées, d’ aspect plus ou moins muqueux lisses, brillantes, parfois filantes al'anse de
platine apres 18 a 24 h d’'incubation a 37°C, et présentant les caracteres genéraux de lafamille

des Enterobacteriaceae (Clave, 2013). Elle est naturellement présent dans |'environnement
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naturel (I'eaux, le sol et les végétaux) (El Fertas et al., 2012), dans le tractus gastro-intestinal,
dans les cavités naturelles de I'homme (Bellifa et al., 2016) et €elle persiste dans
I'environnement hospitalier sur les surfaces et les dispositifs médicaux et de ce fait elle peut

étre facilement transmise entre les patients et |e personnel soignant (Azimi et al., 2015).

K. pneumoniae est un pathogéne opportuniste qui infecte les patients
immunodéprimés hospitalisés ou souffrant de maladies sous-jacentes graves. Ces infections
bactériennes peuvent conduire a des complications, y compris les infections des voies
urinaires, les septicémies et les pneumonies chez les personnes agees ou chez les patients
présentant des facteurs prédisposants (Bellifa et al., 2016). Alors qu’elles éaient limitées a
I’ environnement hospitalier, ces bactéries multirésistantes sont devenues un probléme majeur
d’infections communautaires touchant des personnes ayant peu ou pas de contact avec
I”environnement hospitalier, leur émergence n’a cessé d’ augmenter un peu partout dans le
monde (philippon et Arlet., 2006).

La maorité des souches de K. pneumoniae produit une capsule de nature
polysaccharidique ; 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 (Sahly et al., 2007). Les souches les plus souvent pathogénes
pour I'homme et les animaux appartiennent aux types capsulaires k1 et k 2, plus rarement k 3
et k 4. (Hennequin et al., 2012). Les souches de sérotype k 1 sont hyper mugueuses et deux
géenes sont impliqués dans la synthése de la capsule. Le gene mag A (mucoviscosity-
accociated gen A) se caractérise par un éirement de la colonie provoquant la formation d’un
file de plus 5 cm de longueur. Le deuxieme gene, rmpA (regolator of mucoid phynotype) est
associe aux infections invasive est qui active la synthése d’un polysaccharide extracellulaire

différent de la capsule et participe aux caractére hypermuqueux des isolats ( Chikhani ,2012)

Lacapsule conféereaK. pneumoniae un fort pouvoir invasif en protégeant la bactérie
de la phagocytose. Les LPS qui sont formé de lipide A de structure oligosaccharidique, et qui
correspond a I'endotoxine des bactéries a Gram négatif et participe au pouvoir pathogene. Sa
libération massive dans la circulation au cours des bactériémies conduit au choc
endotoxinique, et I'antigéne "O" qui est le composant du lipopolysaccharide et dont 9 types
ont été identifiés (Chikhani, 2012).
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Différentes adhésines ont été mises en évidence chez K. pneumoniae. Le terme
d'adhésine est utilisé pour la dénomination de molécules variées impliquées dans I'adhésion
des bactéries aux cellules de I'n6te. Ces molécules jouent un réle essentiel dans la premiére
étape du processus infectieux. Les propriétés dadhésion des entérobactéries sont
généralement médiées par différents types de pili ou fimbriae, dans deux types les plus
rencontré chez cette espece sont : des fimbriae de type 1 et 3 (Hennequin et al., 2007 ;
Stahlhut et al., 2012).

-Les fimbriae de type 1 sont les mieux connus et sont présents chez la majorité des
entérobactéries. lls ont la plus grande capacité dadhésion. Ils sont impliqués dans la
colonisation des tractus respiratoire et urinaire (Struve et al., 2008).

- Les propriétés des fimbriae de type 3 sont moins bien connues. Ils sont impliqués dans
I'adhésion de K. pneumoniae a différents types cellulaires, par exemple aux épithéliums
urinaire et respiratoire, du fait que ces structures semblent avoir un role dans laformation du
biofilm (Sebghati et al.,1998).

Les souches de K. pneumoniae sont aptes a synthétiser des sidérophores (systémes de
chélation du fer) de type aérobactine (hydroxamate) et entérochéline (phénolate) qui

favorisent la multiplication bactérienne dans les tissus. (Sekhri, 2011).

La famille la plus importante des antibiotiques utilisée en médecine humaine est la
famille des B-lactamines qui ciblent la paroi bactérienne et se fixe sur les PLP (Protéines de
liaison aux pénicillines) afin d'inhiber la synthese du peptidoglycane. Des mécanismes de
résistance ont été développés chez les bactéries, parmis les quelles la production d’ une
enzyme dite - lactamase qui dégrade les B-lactamines (Cavallo et al., 2004). Elles peuvent
étre classées en deux groupes sur la base des différences dans leur mécanisme cataytique : les
B-lactamases a serine qui sont subdivisées en trois classe moléculaires A, C et D et les
méthallo-B-lactamases (classe B) qui ont une activité liée a la présence d’un ou deux ions Zn*?
dans leur site actif (Bushe et Jacob, 2010).

La classe A incluse les pénicillinases, inhibées par |’ acide clavulanique, le tazobactam et le
sulbactame, telle que les BLSE de type CTX-M, les oxacillinases comme I’ OXA-11 de classe
D et les nouvelles carbapénémases KPC; la classe B rassemble les méthalloenzymes
résistantes a I’acide clavulanique mais inhibées par L'EDTA ; la classe C regroupe les
céphalosporinase (AmpC) insensibles a I’ acide clavulanique, mais inhibée par la cloxacilline

comme I'enzyme CMY et FOX ; la classe D rassemble les oxacillinases, hydrolysant la
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cloxacilline et peu étre inhibées par I'acide clavulanique, €elle constiue une famille
extrémement composite en terme des spectre d hydrolyse tel que I'OXA-1 (Bush et Jacoby,
2010).

K.penumoniae présente une résistance naturelle de bas niveau aux pénicillines par la
production des pénicillinases fortement inhibées par |’ acide clavulanique et le tazobactam.
Ces enzymes appartiennent au sous-groupe 2b selon la classification fonctionnelle de Bushe-
Jacoby et de la classe A selon la classification d Ambler (Bush et Jacoby, 2010). Ces
derniéeres sont des B-lactamases chromosomique SHV-1 (Chaves et al., 2001 ; Haeggman et
al ., 2004). Hydrolysant certaine B-lactamines telle que I’ampicilline, la ticacilline (Bonnet,
2006).

L’'association de multiples mécanismes de résistance (efflux, imperméabilité,
inactivation enzymatique) crée a son tour des bactéries multirésistantes comme par exemple
les souches de K.pneumoniae qui présentent une aptitude particulaire a acquérir des plasmides
déterminants la production de BLSE (Abid et al., 2006). des nouvelles B-lactamases de type
CTX-M a été décrite chez K.pneumoniae dans plusieurs pays, parmi les quels, le CTX-M-1
retrouveé en Algérie et en I'inde (Nedjai et al ., 2012 ; Parveen et al., 2012). Le CTX-M-15
décrit au Japan et au canada (Kanamori et al., 2011 ; Denisuik et al., 2013). Dans une étude
réaisée en Algérie sur la contamination de [I'environnement hospitalier par des
entérobactéries de P-lactamases au niveau de deux hopitaux, cinq souches sont des

K.pneumoniae isol ées des surfaces inanimeées et des services (Touati et al., 2007).

La plupart des microorganismes dans la nature favorisent un mode de vie en
communautés ou se trouvent fixées sur un support plutét que libre et isolées dans le milieu
environnemental. L’ attachement sur une surface est une « stratégie de survie » qui permet ala
bactérie de Sinstaller et de coloniser un environnement (Fillox et al., 2003). L’état
planctonique pourrait se réduire au passage de la bactérie d’une surface a |’ autre (Donlan,
2001). Apres attachement sur un support, les bactéries vont mettre en place et développer une
communauté organisée a laguelle William Costerton a donné le nom de « biofilm » (Fillox et
al., 2003).

Le biofilm est un ensemble de microorganismes, formé de la méme espece ou
d’ espéces différentes, qui vivent en symbiose et forment une communauté. Il est constitué
d’un ensemble de cellules et de microcolonies associées entre elles et a des surfaces biotiques
(peau, tube digestif des animaux ou racines et feuilles des plantes) et abiotiques (roche,
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canalisation, surface alimentaires ou prothese, cathéter, valves cardiaques) (Branger et al.,
2007).

La formation d'un biofilm et sa croissance ultérieure se produit souvent en méme

temps que la production d’ un vaste réseau de polyméres exo-cellulaires (exopol ysaccharides)
adhésives et protectrice quelles secrétent, cest une structure vivante en pérpétuel remaniement
qui facilitent I’ adhésion des bacteries aux cellulesfilles et ala surface (Bellifa, 2016).
Les bactéries semblent initier la formation d’un biofilm en réponse a une pression
environnemental e telle que le manque d oxygéne et de nutriments (Annous et al. 2009). Les
biofilms peuvent se développer sur une grande variété de surfaces incluant les tissus vivants,
les dispositifs médicaux, ou tout autre support retrouvé dans le sol ou dans les milieux
aguatiques. On distingue généradement cing étapes de formation de biofilm: |’adhérence
réversible, I'adhérence irréversible, le développement précoce du biofilm ,la maturation du
biofilm et le détachement des bactéries (Talar o, 2008).

Le biofilm et la source d’ infection nosocomial persistante, y compris les infections des
Voies respiratoires supérieures, urogenitales, et elles sont difficiles a traiter car le biofilm et
comme un bouclier qui protege les bactéries contre les agents antimicrobiens (Afreenish,
2011). Pour prévenir les infections nosocomiales et assurer I'hygiéne des surfaces,
I’utilisation de traitements nettoyants/désinfectants efficaces est essentielle. Si I’ éimination
des cellules al’ état planctonique semble satisfaisante, €lle est moindre et non normalisée dans
le cas des cellules sous forme de biofilm (Chihib et al., 2012). Les hopitaux utilisent une
grande quantité de désinfectants et détergents afin d' éiminer les micro organismes
pathogénes (Dettenkofer, 2004).

Les biofilms présentent une résistance aux antibiotiques, par diverses méthodes telles
guela limitation de la pénétration de |'antibiotique a l'intérieur du biofilm, diminution du taux
de croissance et I'expression de genes de résistances (Amy et Kim, 2001). Les biofilms sont
enfermés dans une matrice d'exopolymere qui peut limiter la diffusion des substances et des
agents antimicrobiens. Les exopolysaccharides chargé négativement sont tres efficace dans la
protection des cellules contre les antibiotiques chargés positivement td que les
aminoglycosides (Amy et Kim, 2001). Les fluoroquinolones pénétrent facilement (petite
taille) a l'intérieur du biofilm et les pompes d'efflue représentent un mécanisme de résistance
général et peuvent étre impliquées dans la résistance aux agents antimicrobiens des biofilms
(Amy et Kim, 2001).
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La majorité des désinfectants exercent leur action essentiellement au niveau de la
membrane cytoplasmique et doivent donc traverser la paroi. Les bactéries a Gram négatifs
(Pseudomonas aeruginosa) sont ainsi plus résistantes gque les bactéries a Gram positifs. Les
mycobactéries (Mycobacterium tuberculosis), dont la membrane externe est tres épaisse, sont
encore plus résistantes. La formation de biofilm est également un mécanisme de résistance
(Massicotte et al., 2009). Les surfaces sont pour cette raison nettoyées et désinfectées
guotidiennement en général ou plusieurs fois par jour dans certains locaux. Deux techniques

sont généralement proposees :

® soit un « bionettoyage en trois temps » qui impose une étape de nettoyage utilisant un
détergent, une étape deringage al’ eau claire suivie de |’ application d’ un désinfectant
e soit le « bionettoyage en un temps » avec un produit dit détergent désinfectant qui s’utilise

en une seule application (Rouillon et al., 2006).

Les métaux lourds sont présent dans tous les compartiments de |’ environnement, ala
fois parce qu'ils sont naturellement présents et proviennent de la dégradation des roches ou
des émissions volcaniques (sources naturelles) ou parce gue certaines activités miniéres et
industrielles de I’homme favorisent leur dispersion (source anthropique) (Amir, 2005). On
distingue les métaux ayant un réle biologique, ils sont essentiels et nécessaires a de faibles
doses, ce sont les oligo-éléments comme le fer, qui est présent dans de nombreux
cytochromes. D’autres, par contre sont non essentiels et éventuellement toxique (plomb et
Argent). Cependant, méme les métaux essentiels peuvent devenir toxiques s'ils sont présents
ade fortes concentrations, on parle alors d’ effet antagoniste (Nies, 1999).

Ces composés provoquent divers effets nuisibles tels que I’allongement de la phase de
latence, I'inhibition des activités enzymatiques, |'atération de la structure de I'ADN, la
modification de la composition et de la structure des populations microbiennes, et la réduction
de ladiversité microbienne (Habi, 2009).

Les bactéries ont développés une résistance aux métaux que se soit sur le plan
génétique ou biochimique. Elle peut étre codée par le chromosome, le plasmide ou le
transposon avec |'implication d'un ou de plusieurs génes. Au niveau biochimique, les
microorganismes montrent une diversité dans les types de mécanismes de résistances qui se
produisent seuls ou en diverses combinaisons (Rouch et al., 1995). Le Systeme d efflux
représentent la catégorie la plus importante des mécanismes de résistance aux meétaux chez les

bactéries (M onchy, 2007). En exportons les métaux toxiques des cytoplasmes. (Bruinset al.,
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2000). La Résistance par séquestration consiste en | 'accumulation de métaux lourds dans le
cytoplasme pour éviter une exposition aux composants cellulaires essentiels (Silver et Phung,
1996). la résistance par imperméabilité comprend la modification de la structure de la paroi

cellulaire, de lamembrane ou de | enveloppe des microorganismes (Bruinset al., 2000).

Aujourd hui malgré tous les efforts qui sont entrepris pour améliorer |I’hygiene
hospitaliére, les infections nosocomiales posent encore un risgue important pour les patients
(Dettenkofer, 2004). Klebsiella pneumoniae présente une multirésistance aux antibiotique et
constituant I’ une des problématiques actuelles au niveau des structures hospitaliéres en raison

deleur diffusion et leur virulence (Natoubi et al., 2012).

L’ampleur des infections nosocomiales est liée a la capacité des souches a survivre
plus ou moins longtemps dans I’ environnement hospitalier (surface, paillasses, sol...). Dans
cette optique que nous avons étudié la capacité des souches de K. pneumoniae a persister et a

survivre aux déférentes variations des conditions environnemental atravers!’ éude de:

1- L’ effet de latempérature et du pH sur |a croissance des souches de Klebsiella pneumoniae
2- Détermination de la durée de survie des K.pneumoniae dans différentes milieux dépourvus
de nutriment (eau distillée, d’ eau de robinet, I’ eau physiologique)

3- Capacite des souches aformer un biofilm

4- Etude de la sensibilité des souches de k.pneumoniae aux métaux lourds sur milieux solide
5- Détermination de I’ efficacité d’un désinfectant de surface sur la croissance des souches

K.pneumoniae.
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Matériel et méthodes

Cette étude est réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie de I’ Université A.
MIRA — Begjaia, durant une période de trois mois allant du mois du Février jusqu’ au mois
d’ Avril 2016.

|: Collection de souches éudiées:

Les 20 souches de Klebsiella pneumoniae étudiées fond partie d'une collection de
souches d'entérobactéries appartenant au laboratoire d'Ecologie Microbienne. Ces souches sont
isolées a partir des surfaces de |'environnement hospitalier au niveau de 3 CHU (Sétif, B§aia et
Constantine) par Mme BELHADI entre 2012 et 2014 dans le cadre de la préparation d'une
these de doctorat.

Les souches de K. pneumoniae sont ré-isolées a partir des tubes de conservation sur gélose Mac
Conkey ou gélose nutritive puis incuber a 37°C pendent 24h. Le tableau | regroupe la
caractérisation moléculaire des génes de résistance au B-lactamines et des Séquence Type (ST)

ainsi que les données concernant les sites, I'année et les lieux d'isolement de ces souches.

Tableau | : Caractéristiques des souches de K. pneumoniae étudiées

Code Hopital | Services Date Sites d'isolement Génes de résistances aux B- | ST
lactamines

BARSOA | Be Réanimation 2013 Stéthoscope CTX-M-15TEM-1,SHV 147
BAR32A | Be Réanimation 2013 | Tablede chevet CTX-M-15TEM-1,SHV 147
BAR100 | Bg Réanimation 2013 Interrupteur CTX-M-15TEM-1,SHV 147
BAR1 Bej Réanimation 2013 Borduredu lit CTX-M-15TEM-1,SHV 147
BAR34 Bej Réanimation 2013 Poignée de porte CTX-M-15TEM-1,SHV 147
AR16A Bej Réanimation 2013 I nterrupteur CTX-M-15TEM-1,SHV 147
AR16B Bej Réanimation 2013 Poignées de porte CTX-M-15TEM-1,SHV 147
CINF6 Const Infectieux 2014 Drap CTX-M-15TEM-1,SHV 147
M 1157 Const Médecine 2014 Tééphone CTX-M-15,SHV 147
MIF13B | Const Médecine 2014 Robinet de lasalle d'eau CTX-M-15TEM-1,SHV 147
SR75 Sétif Réanimation 2013 Drap CTX-M-15TEM-1,SHV 20
M1203 Sétif Médecine 2012 Table de chevet CTX-M-15TEM-1,SHV 23
M130 Sétif Médecine 2012 Interrupteur CTX-M-15,SHV 1426
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Code Hopital | Services Date Sites d'isolement Génes de résistances aux f§- | ST
lactamines

MI135R Sétif Médecine 2012 Poignées de porte CTX-M-15,SHV 1426
M129 Sétif Médecine 2012 Poignées de porte CTX-M-15,SHV 1426
MI28 Sétif Médecine 2012 Table de chevet CTX-M-15,SHV 1426
M127 Sétif Médecine 2012 Borduredu lit CTX-M-15,SHV 1426
MI126 Sétif Médecine 2012 Drap CTX-M-15,SHV 1426
BAR91 Bej Réanimation 2013 Poignées de porte CTX-M-15TEM-1,SHV 1426
CINF94 | Const I nfectieux 2014 Drap CTX-M-15,SHV 1426

[1-Etude de la capacité des souches de Klebsiella pneumoniae a survivre et a

résister aux variations des conditions environnementales.

I1-1: Evaluation de |'effet des variations de température et du pH sur la croissance des
souches de K. pneumoniae

Selon les travaux de Obiedat et al.,( 2014) 6 gammes de Températures et 5 gammes de
pH sont choisies pour éudier |’ effet des variations environnementales sur |a croissance des
souches K.pneumoniae. Les différentes souches K.pneumoniae sont repiquées sur une gélose
nutritive par laméthode des stries, puisincubées a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’ obtenir
une culture jeune. Les colonies ont servi a préparer une suspension bactérienne.

a- Préparation dela suspension bactérienne et ensemencement des boites

Une seule colonie de chague souche est goutée a 10 ml de bouillon nutritif. La
suspension bactérienne obtenue est étalée sur une gélose nutritive a l'aide d’une anse en
plastique (10ul) afin de déterminer I'effet des variations environnemental (température et pH)
sur la croissance et de déterminer la capacité de ces derniéres a persister sur des surfaces
inertes hospitaliéres. La présence ou I’ absence de la croissance ainsi que |'aspect des colonies
est notée pour chague souche apres incubation a différentes températures, e¢ a 37°C pour le
pH pendant 24h .Les gammes de température et de pH testées sont représentées dans e tableau
.
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Tableaux I1: Gammes de pH et de températures étudiées selon Obiedat et al.,(2014)

Parameétres L es gammes testées
pH 4,5 51 6,1 7,1 8,1
T° 18°C 22°C 24°C 28°C 37°C 44°C

[1-2 Détermination de la durée de survie de K. pneumoniae sur différente eaux (eau
distillée, d’eau derobinet, I’eau physiologique)

A partir des cultures jeunes de 18 h, une colonie de chagque souche est suspendue dans

10ml de milieu a tester (eau dessillée, eau de robinet, eau saline [Na CI] a 9g/ml). Apres 24h
d’incubation a 37°C, un ensemencent sur gélose PCA est effectué pour chague milieu et chague
souche.
Les milieux sont réincubées encore 24h puis ensemencées sur la gélose PCA jusqua
épuisement du nombre de colonies sur les boites de Pétri. la viabilité des K. pneumoniae est
présentés comme important si e nombre de colonies était inférieur ou égal a 10 unités formant
colonies et mineure si le nombre était plus de 50 unités formant colonies (Obiedat et
al.,(2014).

[11-Evaluation dela formation de biofilm

[11-1 Laméthode du Rouge Congo Agar

La gélose a base de Rouge Congo est un milieu tres convenable pour |a détection des
souches productrices de biofilm. Sur ce milieu les souches exprimant le PIA (Polysaccharide
Intercellulaire Adhésion) donnent des colonies noires avec une surface rugueuse contre des
colonies de couleur rouge et a surface lisse pour les souches PIA négatives (Ziebuhr et al.,
2001).

a- Préparation dela gélose a base de Rouge Congo

Le milieu est préparé avec 38g/L de bouillon cceur cervelle (BHIB), 20g/L de
saccharose, 0,8 g/L de Rouge Congo et 10 g/L. d’'agar. Le milieu est autoclavé a 115°C pendant
15 minutes puis les boites sont coulées, sechées et ensemenceées avec des colonies jeunes de
24h.
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b- Lecture

Apres 24 heures dincubation a 37°C, la production de slime est caractérise par
I'apparition de colonies noires a surface rugueuse contre des colonies rouges a surface lisse
pour les souches non productrices (Ziebuhr et al., 2001). Les souches de phénotypes variables
donnaient des colonies a centre noir et a contour rouge ou a centre rouge et a contour noir
(Nasr et al. 2012).

[11-2 La méthode en tube (TM)
C’est une technique qui permet une évauation de la formation de biofilm, elle est
décrite par Christensen et al. (1982).

a- Technique:

A partir d'une culture de 18-24h, on ensemence une colonie dans 10 ml de BHIB
supplémenté de 1% de saccharose. Aprés 24h d'incubation a 37°C, les tubes sont lavés avec du
tampon phosphate salin (PBS) (pH=7,2) puis séchés. Chaque tube est ensuite coloré avec le
cristal violet (0,1%) pendant 15 minutes. L’ exces du colorant est enlevé et les tubes sont lavés

une autre foie avec I’ eau distillée stérile, puis séchés (Afreenish et al., 2011).
b- Lecture:

Laformation du biofilm est considérée positive quand un film visible double la paroi et
le fond du tube. La formation d'un anneau a l'interface liquide n'est pas indicative de la
formation du biofilm (Mathur et al., 2006).

|V-Evaluation de la sengbilité des souches K. pneumoniae vis-a-vis des

substances antibactériennes

V-1 Lesmétaux lourds

Les métaux lourds utilisés sont choisis selon leur utilisation comme oligo-éléments
(zinc) dans le déroulement des processus biologiques et d autres ne sont pas nécessaires alavie
mais utilisés comme détergents, désinfectants et dans l'industrie (mercure, plomb, cuivre

cadmium) surtout en milieu hospitalier (Casas, 2005).

Ces métaux sont utilises sous forme de sels hydrosolubles. Pour évaluer la sensibilité des
souches de K. pneumoniae, nous avons tenu compte des travaux de Dhakphalkar et chopad
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(1994). Les souches qui poussent a des concentrations supérieures aux valeurs critiques
(Tableau I11) sont considérées résistantes (Dhakphalkar et chopad, 1994).

Tableau |1l : Concentrations critiques exprimant une résistance ou une sensibilité aux métaux
lourds (Dhakphalkar et chopad ,1994).

Métaux | Concentrations critiques (mM) (Cc) | Concentrations critiques (ug/ml) (Cc)
Hg 0,1 20,6

Cu 10 635

Zn 10 654

Pb 10 2072

Cd 1 1124

CMI>Cc : souche résistante, CM1 < Cc : souche sensible, Cc : concentration critique
a- Déter mination des concentrations minimales inhibitrices vis-a-vis des méaux lourds

Les concentrations en sels de métaux utilisés pour la préparation des solutions méres

sont les suivantes :

Sulfate de cuivre (1) (CuSo4, 5H20)= 0,59 /ml
Acétate(l1) de plomb : Pb(OOCCH3)2, 3H20)=0,1g/ml
Sulfate de cadmium :(3CdS04, 8H20)=0,1g/ml
Chlorure de mercure (I1) :(HgCl2)=10g/ml

Sulfate de zinc :(ZnSO4, 7H20)=0,5g/ml

YV V V V V

A partir des solutions initiales de sels de métaux lourds, des volumes bien déterminés sont
prélevés et gjustés avec le milieu Mueller Hinton en surfusion a un volume final de 140ml. Les
Concentrations et volumes nécessaires pour la préparation des différentes solutions est donnés
dansletableau IV :

Tableau IV : Concentrations des métaux lourds utilisées

M étaux Concentrations (ug /ml)

Hg 10 20.06 | 30 40 80 160
Cu 400 635 800 2400

Pb 1000 1500 2072 2500 3000

Cd 50 100 112.4 150 200 400
Zn 200 400 654 800 1000
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Dans une éprouvette stérile de 100ml, des volumes de la solution mere sont introduits
puis compléter a 140ml avec de la gélose Muller Hinton en surfusion pour avoir les
concentrations finales voulues. Le milieu et ensuite reparti dans des flacons puis autoclavés a
120°C pendent 20minutes. Apres homogénéisation, une série de boites de Pétri est coul ée pour

chague concentration puis séchée.

Une suspension bactérienne préparée a utilisées pour ensemencer en spot et a raison de
10ul les différents milieux. Ainsi, trois répétions sont réalisees pour chacune des

concentrations.

Apres incubation a 37°C/24h, la présence ou |’ absence d’ une croissance est notée pour
chague souche et pour chague concentration en sels de métaux. Ainsi, la concentration
minimale inhibitrice correspondant pour chague métal est déterminée par la plus fable

concentration inhibant la croissance des souches étudiées (Deshpand et al., 1993).

V-2 Etudes de I'efficacité d’un désinfectant de surfaces a usage hospitalier sur la

croissance des souches de K. pneumoniae
a-Caractéristique du désinfectant éudié:

ANIOS DVA HPH est un détergent-désinfectant pour les surfaces et dispositifs
meédicaux, nettoyé par voie aérienne, et réunissant trois principes actifs antimicrobiens :
Ethanol (2224 mg/g), didecyldimethylammonium chloride, phenoxyethanol, N-(3-
aminopropyl)-N-dodecyl propane-1,3-diamine. Il est utilise a I’hopital pour le bionettoyage

des sols et des surfaces.
b-Préparation des suspensions bactériennes:

Les souches bactériennes sont ensemencés sur gélose Mac Conkey et a partir d’une

colonie, un bouillon nutritif de 5ml est ensemenceé puis incubé a 37°C pendant 24h.

Soixante microlitres (60pl) de la culture sont repiqués dans un bouillon nutritif de 2 ml,
et incubé a 37 °C pendant deux heures pour obtenir une culture en phase exponentielle de
croissance. 200ul de cette culture sont gjoutés a 1,8 ml de bouillon nutritif a37 °C pour obtenir

la suspension de travail. (Rouillon et al., 2006 ).
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c-Préparation des dilutions du désinfectant:

On prend 50 pl du désinfectant brute et on ajoute 9.95ml d’eau distillée pour avoir la
dilution 1/200, puis on Prend 2ml de cette dilution est I’goutée a 2ml d’'eau ditillée afin
d’ obtenir ladilution 1/400.et on effectue la méme chose pour obtenir ladilution 1/800, 1/1600,
1/3200 et 1/6400.

d-Technique:

Cette technigue nous permet de définir la zone d' activité du désinfectant avec cing
dilutions du ANIOS DVA HPH incluant et encadrant la dilution cible du désinfectant
hospitalier (Rouillon et al., 2006 ).

1,8 ml de la suspension de travail sont distribués dans des tubes a hémolyse puis 200 ul
de chaque dilution de désinfectant (de 1/200 a 1/6400) sont gjoutés. Pour chaque souche deux
tubes témoins de stérilité sont préparés. Le premier tube contient 1,8ul de la suspension de
travaille et 200ul de bouillon nutritif, et le deuxiéme tube contient 1.8ml de bouillon nutritif et

200 pl du désinfectant.

Les tubes sont incubés a 37 °C pendant 24 heures. Trois répétitions sont réalisees pour
chague dilution. L’absence de trouble du milieu de culture dans deux tubes permet de
déterminer la dilution du désinfectant suffisante pour empécher le développement de la souche
étudiée. (Rouillon et al., 2006).
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|-Etudes de persistances des souches de K. pneumoniae aux différentes

variations environnementales

|-1-Détermination de I'effet de la température sur la croissance des souches de K.

pneumoniae

Le tableau N°V représente la croissance des souches de K. pneumoniae a différentes

gammes de températures, on remargue 2 groupes selon | aspect des colonies et le degré de

leurs croissances.

Le premier groupe présente les souches a petites colonies inclut trois souches (Mi

28, Mi 203, Inf94) qui ne montrent aucune croissance a 18°C, et une faible croissance a 20°C

et 22°C et une croissance modérées sur les gammes alant de 24°C jusqu'a 44°C. Par contre

les souches du deuxiéme groupe représentent les souches a grandes colonies avec une

croissance faible a 18°C, une croissance modérée a 20°C et a 22°C et a partir de 24°C les

colonies sont plus volumineuse et plus abondantes avecune forte croissance.

Tableaux N°V : Croissance des souches de K. pneumoniae a différentes températures

18°C | 20°C | 22°C | 24°C | 28°C | 44°C

Gl Mi 28 - + ++ ++ ++ ++
Inf 94 - + ++ ++ ++ ++
Mi 203 - + ++ ++ ++ + +
G2 Mi 27 + -+ + + ++ + +++ | +4+ +
Bar 32 + ++ ++ +++ | ++4+ | ++4+
Inf 06 + ++ ++ ++4+ | +4++ | +++
Sr75 + ++ ++ +++ | ++4+ | ++4+
Bar 16b + ++ ++ ++4+ | ++4+ | ++ 4+
Bar 80 + ++ ++ ++4+ | ++4+ | ++ 4+
Bar 34 + ++ ++ ++4+ | ++4+ | ++ 4+
Mi 29 + ++ ++ ++4+ | ++4+ | ++ 4+
Bar 100 + ++ ++ ++4+ | ++4+ | ++ 4+
Mi 157 + + + + + +++ | +++ | +++
Bar 01 + Ly Ly ot +++ +++
Mi 26 + ++ ++ +++ ++ + ++ +
Mi 13b + ++ ++ +++ | ++4+ | +++
Bar 91 + ++ ++ +++ +++ + +

+

Mi 35 + ++ ++ ++4+ | ++4+ | ++ 4+
Bar 16a + ++ ++ +++ +++ +++

- aucune croissance, + : faible croissance, ++ : croissance modérée, +++ : bonne croissance
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Lafigure 1 montre le taux de croissance des souches de K. pneumoniae a différents T°C pour

le premier et deuxieme groupe

Groupe: 01
Info4 (18°C) Inf94 (20°C) Info4 (22°C)
Info4 (24°C) Info4 (28°C) Info4 (44°C)
Groupe: 02
Mi157 (18°C) Mi157 (20°C) Mi157 (22°C)
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Mi 157 (24°C)

Mi 157 (28°C)

Mi 157 (44°C)

Figurel: Effet delatempérature sur la croissance des souchesde K. pneumoniae

|-2-Détermination d’effet des variations de pH sur la croissance des souches de K.

pneumoniae

Les résultats obtenus pour I'éude de I'effet du pH sur la croissance des souches de K.

pneumoniae sont résumées dans le tableau N°VI. Les souches du premier groupe montrent

une faible croissance avec des petites coloniesapH 5.1 jusqu’a 8.1. Par contre les souches du

deuxiéme groupe présentent une faible croissance a pH 5.1 excepté la souche inf06 qui est

modérée vis-a-vis des gammes de pH alant de 6,1 jusqu'a 8.1. En derniers les souches de

troisieme groupe présentent une forte croissance a pH 5,1 et une croissance modérée apH 6,1

jusgu'a 8,1. Aucune croissance N’ est observée a pH 4,5 pour toutes les souches.

Tableaux N°VI : Effet delavariation du pH sur la croissance des souches de K.

pneumoniae

pH
Groupe | Souches 45 51 6,1 7,1 8,1
Mi 136 . + + + +
Gl Bar91 - + + + +
Mi26 . + + + +
Bar01 - + o + +
Mi29 . + + + +
Bar34 - + + + +
Mi23 - + ++ ++ ++
G2 I nfO6 - ++ ++ ++ ++
Bar 16b - + ++ ++ ++
Mil157 - + ++ ++ ++
Mi35 - + ++ ++ ++
Bar80 - + ++ ++ ++
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Tableaux N°VI : Effet delavariation du pH sur la croissance des souchesde K.

pneumoniae (suite)

Groupe | Souches pH
4.5 5.1 6.1 7.1 8.1
Sr75 - +++ + + +
Bar 100 - +++ + + +
Mi27 - +++ + + +
Mi28 - +++ + + +
Groupe 3 Bar16a - . N N N
Mi30 - + + + +
Bar 32 - ++ + + +
Info4 - ++ + + +

- - Aucune croissance, + : Faible croissance, ++ : Croissance modérée, +++: Croissance fort

Lafigure ci-dessous montre le taux et |'aspect de la croissance des souches de K. pneumoniae
adifférents pH testés.

pH 4,5 (infO6) pH 5,1 (infO6) pH 6,1 (infO6)

pH 7,1 (infO6) pH 8,1 (infO6)

Figure 2 : Effet du pH sur la croissance de K.pneumoniae de la souche (Inf06)
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|-3 Détermination de la durée de survie des souches de K. pneumoniae dans différentes

eaux : Eau distillée, eau derobinet et I’ eau physiologique

La croissance et la persistance des souches de K. pneumoniae dans les différents
milieux d’eaux testés a montré une décroissance progressive du nombre de colonies au fil du

temps allant antre 50 jours jusqu’ a |’ absence total de croissance (Tableau annexe N°l11).

Leurs durée de survie dans I’eau (physiologique, eau de robinet et eau distillée) est
variable selon les souches. On remarque que la duré de survie dans |’ eau distillée ne dépasse
pas 5 jours pour la souche mi35 et de 4 jours pour la souche bar80. D’ autres souches ne
croient plus ou bout de 1 jour pour les souches barl6b, bar100, bar32 mi203 et bar9l. Par
contre dans I'eau de robinet la souche bar80 a persisté 8 jours et 7 souches ont seulement
résisté 24h. En revanche la survie des souches de K. pneumoniae dans |'eau physiologique
est meilleure car elles persistent jusqu’a 10 jours pour la souche Mi29 et la souche Bar34. Par
contre les autres souches (Bar 91, Bar 100, Mi 26, Bar01), ont une durée variable alant de 2

jours a9 jours (tableau N°VII).

Tableaux N°VI1: Persistance des souches de K. pneumoniae dans différentes eaux

Eau physiologique Eau distillée Eau der obinet

Mi27 - 3jours ljour
Mi26 3jours 2jours -
Mil57 2jours 2jours 1jour
Mi35 - 5jours 6 jours
Bar 91 5jours 3jours 7jours
Bar 16b 1jour 1jour -
Bar 100 3jours 3jours 2jours
Bar 32 3jours 1jour 5jours
Bar01 9jours 1jour 2jours
Bar 80 5jours 4jours 8 jours
Bar 34 10 jours 2jours 2jours
Inf 94 2jours 2jours -
Inf 06 3jours 1jour 1jour
Mil3b 1jour 3jours 1jour
Mi203 2jours 1jour 1jour
Mi30 - 2jours 1 jour
Mi28 7 jours 4 jours 5jours
Mi29 10 jours 3jours 5jours
Bar 16a 1jour 2jours 1jour
Sr75 - - 4jours

La figure ci-dessous montre le taux de croissance des souches de K. pneumoniae dans les

différents milieux testés au fil desjours
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Eau physiologique (1j, Bar100) eau distillée (1j, Bar100) eau derobinet (1j, Bar100)

Eau physiologique (3j, Bar100) Eau distillée (3j, Bar100) Eau derobinet (2j, Bar100)

Figure 3 : Persistance des souches de Klebsiella pneumoniae au fil du temps dans

différents milieux d’ eaux

|1-Détermination de la capacité des souches de K. pneumoniae a former un

biofilm

Les souches de K. pneumoniae étudiées ont été testées pour mettre en évidence leur
capacité aformer des biofilms par deux techniques : méthode de Rouge Congo Agar (RCA) et
méthode en tube (TM).

I1-1-M éthode de Rouge Congo Agar (RCA)

La recherche de la production de slime sur gélose BHIB additionné de Rouge Congo

a révélé que 18 souches sont productrices de slime avec deux phénotypes a savoir une
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production forte et une production modérée. Uniquement 3 souches (Mi157, Mi26, Mi27)

sont négatives (figure 4).

A B
ﬁ: Biofilm négatif

B : Biofilm modéré

C : Biofilm fort :

1- Colonies noires avec
production de mucus
marron claire

2- Colonies marron

3- Coloniesnoirs

S

~

/

Figure4 : Phénotype de production et non production de slime chez K. pneumoniae sur
milieu RCA

|1-2-M éthode des tubes (TM)

Selon la technique TM et sur I’ensemble des vingt souches testés, 06 souches sont

fortement formatrices de biofilm (C), 13 souches éaient modérément formatrices de biofilm
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(B) et une souche est révélé non formatrices de biofilm représenté dans lafigure 5 (C, B, A

respectivement).

Laméthode TM semble facile aréaliser mais la lecture des résultats peut-étre difficile,
car plusieurs auteurs stipulent que la formation du biofilm est considérée comme positive
guand un film visible recouvre le mur et le bas du tube aors que d autres considerent que la
formation d'un anneau a I'interface liquide n’est pas indicative de la formation du biofilm
(Mathur et al., 2006).

T C B A

/T : Témoin negatif \
A : Formatrice de biofilm,
B : Biofilm modéré

C: Non formatrice de Biofilm (négatif)

=

Figure5: Interprétation de la production de biofilm par |la méthode TM
I1-3-Corréation entreles deux méthodesRCA et TM

Le tableau ci dessous montre que 13 souches de K. pneumoniae ont une capacité
modérée a former un biofilms, 6 souches ont une capacité forte et une souche ne forme pas de
biofilm par la méthode TM. Par contre la méthode RCA a révélé que 3 souches ne forment

pas de biofilm, 12 souches sont modérées et 5 souches sont fortement formatrice de biofilm.

Tableau N°VII1 : Comparaison de deux techniques d’ é&ude de |la capacité des souches de

K. pneumoniae a former un biofilm

Négatif Modéré Fort

™ 1 13 6

RCA 3 12 5
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[11-Etudes de la résistance des souches de K. pneumoniae aux agents

antimicrobiens: métaux lourds et désinfectant hospitalier

[11-1-Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) vis-a-vis des métaux
lourds

Les 20 souches ont fait I’objet d'une détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) ainsi que I’ évaluation de leur résistance vis-avis de cinq métaux lourds.
Les résultats obtenu montrent que ces souches présentent des CMI variable alant de 112.4 &
150 pg/ml pour le cadmium, de 20.06 a 80 g/ ml pour le mercure, de 200 a 400 pg /ml pour
le zinc, de 1000 a 2500ug /ml pour le plomb, par contre toutes les souches sont inhibées a

400 pg/ml en présence de cuivre (tableaux N°IX).

Tableaux N°I X : Concentration minimalesinhibitrices et profil de résistance des souches

K. pneumoniae vis -a- vis des métaux lourds

Cu Hg Zn Cd Pd

CMI | SR |CMI | SR |CMI | SSR | CMI | SR | CMI | SR

MI157 400 S 80 R 400 S 150 R 1500 | S
MI 29 400 S 40 R 200 S |1124] R 1500 | S
MI 30 400 S 40 R 200 S 150 R |1500| S
MI 28 400 S 40 R 200 S 150 R 1500 | S
MI 27 400 S 40 R 200 S 150 R |1500| S
Bar 16a 400 S 40 R 200 S 150 R 1500 | S
Sr 75 400 S 40 R 200 S |1124| R | 1500 | S
Mi26 400 S 40 R 200 S |1124] R 1500 | S
Mi35 400 S 40 R 200 S 150 R | 2500 R
Bar01 400 S 40 R 200 S 150 R 1500 | S
Bar 100 400 S 40 R 200 S |1124| R 1500 | S
Bar 16b 400 S 40 R 200 S |1124| R 1500 | S
Mi32 400 S 40 R 200 S 150 R 1500 | S
Bar 35 400 S 30 R 200 S 150 R 1000 | S
Bar 80 400 S |2006| R 400 S 150 R |1000| S
Mil3b 400 S |2006| R 200 S 150 R 1500 | S
Bar94 400 S 30 R 200 S 150 R |1000| S
Mi203 400 S 40 R 200 S |1124] R 1500 | S
Inf 91 400 S 40 R 200 S |1124| R | 1500 | S
Inf 06 400 S 40 R 200 S 150 R 1500 | S

L es concentrations sont exprimées en pug/ml Hg : mercure, Cu : cuivre, Zn : zinc, Pb : plomb,
Cd : cadmium
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La figure ci dessous est choisie a titre d’ exemple pour montrer la tolérance de quelques

souches de K. pneumoniae vis-a-vis des différentes concentrations en sel's de métaux testés.

[Mercure] = 40ug/ml [Cadmium] = 112, 4ug/ml [Zinc] = 200pg/ml

[Cuivre] = 400ug/ml [Plom] = 1500ug/ml

Figure 6 : Croissance des souches de K. pneumoniae a différentes concentrations en sel

de métaux
I 11-2Phénotypes de r ésistance aux métaux lourds

Les 20 souches de K. pneumoniae isolées de I’environnement hospitalier sont
qualifiées de résistantes (R) ou de sensibles (S) en se référant aux travaux de Dhakephal Kar et
Chopade (1994) (voir matériel et méthodes).

La figure 7 montre une tendance générale a la sensibilité chez les souches de Klebsiella
pneumoniae isolées de I'environnement hospitalier vis-avis des métaux lourds. On
remargue que toutes les souches sont sensibles au Cuivre et au zinc et résistante au mercure

et au cadmium et 5% présente une résistance al’ acétate de pl
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Figure 7: Taux de résistance
des souches de K. pneumoniae

aux métaux lourds

Hg : mercure, Cu: cuivre, Zn:
zinc, Pb : plomb, Cd : cadmium

I11-3-Etude de la sensibilité des souches de K. pneumonaie au désinfectant hospitalier

par la méthode des tubes

La méthode des tubes a permis de définir la dilution cible du désinfectant utilisé pour

la désinfection des surfaces en réanimation au niveau du CHU de Khelil Amran (tableau

N°X). Ladilution cible est de 1/200.

Pour les 20 souches de K. pneumoniae étudiées aucune croissance bactérienne n’ est

observeée en présence d ANIOS DVA HPH al'état brut al'exception de la souche mil57. Une

croissance est observée pour les dilutions testées a l'exception de la dilution 1/200 qui semble
efficace sur 7 souches (M126, Mi35, Bar 16a, Bar 16b, Bar 01, Bar 80, Bar 35).

Tableau N°X : Déermination dela dilution inhibitrice dela croissance des souchesK.

pneumoniae

Code

BS

BD

BDS

H
N
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o
o
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Inf 94

Bar 91

Bar 16a

Bar16b

Bar 100

Mi 157

Bar 01

Inf 06

Bar 80

Bar 35

S I S S R S S I I

||+ [+ |||+ [+

S I S R O S S I I

e e N S R S E S o

o o e e o S o S o g S
1
+

Bar 32

+ . présence de croissance, - : absence de croissance

La figure ci dessous est choisie a titre d' exemple pour montrer I'effet du désinfectant sur la

croissance des souches de K. pneumoniae.

v v
Lesdilution :1/200, 1/400, 1/800, 1/1600 bouillon+souche, bouillon+désinfectant,

1/3200, 1/6400 bouillon+souchet+désinfectant

Figure 8 : effet du désinfectant sur la croissance des souchesde K.pnemoniae par la
méthode des tubes pour la souche Sr75
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L’ hygiéne hospitaliere est un probléme tres fréquent qui se pose dans tous les services
d’'un I'hépital et le non respect de cette mesure va conduire a des maladies ou des dégéts
sanitaires au sein de |'hopital. L'utilisation massive d'antibiotiques pendant plusieurs
décennies a sirement contribué a sélectionner les souches bactériennes les mieux adaptées a

I’ environnement hospitalier.

La température interne des bactéries est directement dépendante de celle de
I'environnement dans lequel elles évoluent, puisgu'elles sont incapables de réguler leur
température (Georlette et al., 2004). Les bactéries ont la capacité de coloniser des
environnements extrémement différents, souvent caractérisés par des changements brutaux de
température et de pH. Les bactéries doivent étre alors capables de sadapter a I'environnement
hostile dans lequel elles évoluent (Bjelic et al.,, 2008). Selon les conditions
environnementales, une bactérie peut étre présente dans deux états:

- |'éat végétatif, durant lequel sont assurées des biosynthéses équilibrées permettant la
croissance de la population bactérienne (Bulard, 2012).
- |'éat de repos, caractérise par un minimum d'échanges avec le milieu extérieur assurant la

survie bactérienne sans multiplication (Bulard, 2012).

L’environnement au sens large du terme, C'est-a-dire la température, le temps
d’ exposition, la présence d’ antibiotiques, la concentration bactérienne et les conditions de flux
sont également des facteurs influencant I’ adhésion bactérienne. Le pH et la force ionique, en
modifiant I’ état de la surface (qui est plus ou moins hydrophobe, et plus ou moins chargée

suivant le pH, influent par conséquent sur I’ adhésion bactérienne (Bulard, 2012).

Les résultats obtenus au cours de cette étude montrent que les températures testées
(18°C, 20°C, 22°C, 24°C, 28°C, 44°C) favorisent une bonne croissance et multiplication des
souches de K. pneumoniae testées. Ces souches montrent qu'elles sont capables de survivre et
de sadapter a des températures au dessus de |a température optimale de croissance (37°C) et a
basse température (18°C) excepté pour trois souches. La température est importante non
seulement parce qu'dlle affecte I’ activité métabolique et enzymatique des bactéries, mais aussi
parce qu'elle influence certains parameétres physicochimiques (pH) et présente un effet sur la
production de flagelles et, ains sur I'adhésion (Pandiani, 2012). Tsuji et al. (1992) ont

rapporté que des souches hospitalieres de E. coli, K. pneumoniae, S. marcescens, P.
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aeruginosa et A. calcoaceticus sont peu affectées par les variations du pH du milieu et
présentent une large gamme de température de croissance (25, 30, 37, 42°C) et sont tuées en
30mina60 °Cou 70 °C.

Un résultat similaire est rapporté par Obeidat et al. (2014) sur des souches
d'Acinetobacter bomannii isolées de I’environnement hospitalier vis a vis de I'effet des
variations de température et de pH sur la croissance et la survie de ces dernieres ou une bonne
croissance est observée a 37°C, 42°C et 45°C et pH (5.5 a 8) et aucune croissance n'est
observé a 4°C comparé aux souches de méme espece isol ées d'infections nosocomiale (moins
de 23 jours).

Dans une autre étude réalisee sur la survie de E. coli dans une eau épurée pour
lagunage a montré que les faibles valeurs de température (4°C et 13°C) favorisent la survie
de cette souche et qu'un pH alcain de 9.6 entraine une forte diminution de leur temps de

survie (Mezrioui et Baleux, 1992).

La survie des bactéries a Gram positif tel que les staphylocoques résistant a la
meéticilline et des bactéries a Gram négatif tel que Pseudomonas est de 145 jours sur différents
tissus hospitaliers, la survie la plus longue éant observée sur les draps est montre le danger
gue représentent ces bactéries dans les infections nosocomiales. Cette survie prolongée des
souches bactériennes pathogenes sur les différents tissus hospitaliers constitue un vrai péril

infectieux intra-hospitalier (Auajjar et al .,2006).

L’ usage de I’eau en milieu hospitalier est tres varié: alimentaire, sanitaire et médical.
L’eau, que ce soit en milieu communautaire ou hospitalier, peut ére contaminée par de
nombreuses bactéries multirésistantes, elle serait un vecteur privilégié de nombreuses
pathologies d’ origine bactérienne, pouvant ainsi engendrer des infections chez des patients
fragilisés ou immunodéprimés (Bekkari et al., 2016). Les résultats que nous avons obtenus
sur la durée de survie des souches de K. pneumoniae dans différentes sources d'eaux (pauvre
en ééments nutritionnel) confirme que ces derniéres peuvent persister 8jours dans |'eau
distillée, 4jours dans I'eau de robinet et jusqu'a 10 jours dans I'eau saline (9 g/l) mais reste
inférieurs a la duré de survie de souches environnemental de A. baumannii dans les mémes
condition (Obeidat et al., 2014). La détection de bactéries potentiellement pathogénes dans
le systeme de distribution d'eau potable en milieu hospitalier telles que E. coli, Acinetobacter
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sp. confirme que ces derniéeres peuvent survivre longtemps dans le réseaux d'eau potable et

pourrait étre une source d'infections nosocomiales (Bekkari et al., 2016).

Les bactéries productrices de biofilms sont responsables de nombreuses infections qui
sont difficiles & éradiquer. lls présentent une résistance aux antibiotiques, par diverses
méthodes telles que une pénétration limitée de |'antibiotique dans les biofilms, une diminution
du taux de croissance des cellules bactérienne et |'expression des genes de résistance
(Afreenish et al., 2011).

La capacité des souches de Klebsiella pneumoniae a sadhérer et a former des biofilms
est évaluée par deux méthodes. Un résultats significatif de production forte et modérée de
biofilm est obtenu par la méthode rouge Congo agar (25%, 60%) et la méthode en tube (30%,
65%). K. pneumoniae est frequemment rencontré en milieu hospitalier et infecte généralement
les patients avec des dispositifs médicaux ((Branger et al., 2007). Les biofilms sont associés
a de nombreuses conditions médicales, y compris les dispositifs médicaux, la plague dentaire,
les infections des voies respiratoires supérieures, la péritonite et les infections urogénitales
(Afreenish et al., 2011). Une récente étude réalisée en Algérie par (Bellifa, 2016) sur 100
souches de k.pneumoniae isolées a partir des sondes urinaire , a montrée que la persistance
de ces isolats dans I’hopital est due a leurs capacité a s adhérer au cathéters urinaires et

surfaces et aussi aleurs capacité de former debiofilm sur les sondes urinaires .

Klebsiella pneumoniae, est une des espéeces les plus communes connues pour produire
les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) (Pitout et al ., 2005). Les B-lactamases a Spectre
étendu (BLSE) sont trés dynamiques et constituent un probleme croissant en raison de leur
activité d'hydrolyse contre les céphalosporines de troisieme génération tels que céfotaxime,
ceftazidime, et le monobactame aztréonam souvent utilisés dans le traitement de la mgjorité

des infections acquises aux hopitaux (Romero et al., 2005)

Ceci pourrait certainement avoir une relation entre la production des BLSE et la
formation du biofilm. Cette coorelation a dgja été retenue par Melzer et al en 2008 ; sur un
total de 150 souches de K. pneumoniae (113 étaient isolées des crachats, 24 isolées a partir de
['urine, sept du sang et six prélévements des plaies), les souches productrices de BLSE avaient
une capacité de former le biofilm. Ils ont conclu que dans le cas de maladies respiratoires ou
les infections des voies urinaires par K. pneumoniae, associées aux dispositifs médicaux, la
production de BLSE et la formation du biofilm devraient étre considérés dans la thérapie

antimicrobienne (Dechen et al., 2009).
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Les bactéries a Gram positifs et & Gram négatifs ont |a capacité de former des
biofilms. Les bactéries couramment impliquées comprennent Enterococcus faecalis,
Saphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus viridans, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et Pseudomonas aeruginosa (Afreenish et al.,
2011). Les souches de K. pneumoniae sont de tres bonnes productrices de biofilm ce qui
augmente leur pouvoir pathogene et leurs résistances aux agents antimicrobiens. (Bellifa,
2014).

Les microorganismes qui croissent dans un biofilm sont intrinsequement plus
résistants aux agents antimicrobiens que les cellules planctoniques (Amy et Kim, 2001) ce
qui confirme les résultats que nous avant obtenus vis a vis des antibiotiques, des métaux
lourds et du désinfectants testés. Des concentrations élevées d'agent antimicrobiens sont
nécessaires pour inactiver ces derniers, comme la résistance aux antibiotiques qui peut
augmenter de 1000 fois (Afreenish et al., 2011).

Dans cette étude, nous avons conclu que la méthode en tube (TM) semblent plus
fiables comparée a celle du rouge Congo avec une souche négatif contre 3 souches
respectivement (tableau VI11). La technique TM est la plus fiable pour la détection de la
formation de biofilm chez des souches cliniques (Afreenish et al., 2011). Bagai et al. (2008)
on testé la méthode en tube pour détecter la formation de biofilms chez les uropathogenes,
d'apres leurs résultats, 75% des isolats sont formatrices de biofilm. Une autre éude réalisée
sur 128 isolats de S. aureus, la méthode de Rouge Congo n'a détecté que 3,8% comme étant
producteurs de biofilm (Knobloch et al., 2002). La méthode TM et RCA sont utilisées comme
un procédé de criblage général pour la détection de bactéries productrices de biofilm au
laboratoire (Bellifa, 2016).

Afin de limiter la formation des biofilm et de diminuer le taux de contamination et la
propagation des BMR, des mesures préventives doivent étre prises en considération comme,
I"application stricte des regles d'asepsie, des mesures d'hygiene et le bon choix des
biomatériaux (M assicotte et al., 2009).

Certains polluants de I’ environnement tels que les métaux lourds, composés hautement
persistants et non biodégradables, engendrés par des activités diverses, se sont révélés étre un
véritable fléau aussi bien sur le plan toxicologique, écologique. Ils jouent un réle important

dans le maintien et la prolifération de la résistance aux antibiotiques (Baker et al., 2006).
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Dans cette éude 20 souches de Klebsiella pneumoniae sont testées vis-avis des
métaux lourds, afin de déterminé leurs CMIs et résistances en milieu solide en utilisant des
spots . les métaux lourd sont des facteurs qui peuvent avoir une grande influence sur ces

souches, et par consequent sur les valeurs des CMI.

Les métaux lourds sont connus pour leur large spectre d'activité antimicrobienne
contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, les champignons, les protozoaires et
certains virus, y compris les souches résistantes aux antibiotiques. L'argent peut étre utilisé
pour réduire les infections dans le traitement des zones brllées, afin de prévenir la
colonisation bactérienne sur les dispositifs médicaux, ains que dans les tissus et pour le
traitement de I'eau sur une variété de matériaux (le verre, le titane et les polyméres) comme
désinfectant (Monteiro et al., 2009).

En Algérie, les travaux menés par Touati et a (2010) sur des souches
d’ entérobactéries productrices de BLSE isolée de I’ environnement hospitalier ont montré que
les valeurs indicatives de la tolérance aux métaux variaient de 100 a 400 mg/ml pour le Cd,
1600 a 4000 mg/ml pour le Pb, de 40 2320 mg/ml pour le Hg, 1600 a 3200 mg/ml pour le Cu
et 800 mg/ml pour le Zn. Toutes les souches étaient résistantes au cuivre, cinque au cadmium,
guatre au mercure et deux pour le plomb, aors que toutes les souches étaient sensibles au
zinc. Ces résultats sont différents de ceux que nous avons obtenus durant notre éude et qui
montrent que toutes les souches de K.pneumoniae sont sensibles au cuivre et au zinc par
contre elles sont toutes résistantes au mercure et au cadmium. Une souche seulement est
résistante au plomb. Les CMI des souches sont de 20,06 a 80 pug/ml pour le mercure,
400pg/ml pour le cuivre, 1000 a 1500 pg/ml pour le plomb, 112,4 & 150 pg/ml pour le
cadmium et 200 a 400 pg/ml pour le zinc.

Faili et al. (2000) ont observé chez des souches de K. pneumoniae isolée des eaux
usées des CMI de 240,72 et 449,6 pg/ml vis avis du mercure et du cadmium respectivement.
Ces résultats sont supérieures a ceux gue nous avons obtenues et qui est de 40ug/ml et de
150pg/ml pour le cadmium et le mercure respectivement, alors que l'inverse est observée dans
le cas du zinc ou les CMIs des souches environnemental de K. pneumoniae sont supérieures
dans le cas du cuivre (400pg/ml) et du zinc (200-400ug/ml). Ces résultats sont inferieurs a

ceux obtenus par Karbasizaed et al. (2003) chez des souches d'entérobactéries isolées des
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infections nosocomiales ou des CMIs de 3200ug/ml, 1750pg/ml et de 400ug/ml sont

observées respectivement vis avis du plomb, du cadmium et du cuivre.

Les bactéries peuvent acquérir une résistance de plus en plus importante aux
désinfectants, a chague fois gqu'ils sont utilisés avec le méme produit et avec la méme
concentration (Bekkari et al., 2016). Les techniques d éude de la sensibilité des bactéries
aux désinfectants sont normalisées mais |’ application de ces normes est fastidieuse et n’est
pas envisageables pour de nombreuses souches (Dusseau et al., 2001 ). Nous avons recherché
la dilution efficace d'un désinfectant de surface (ANIOS DV A HPH) utilisé en réanimation au
niveau du CHU Aamriw de B&aia contre des souches de K.pneumoniae isolées des surfaces
par la macrotechnique en tubes en présence de cing délutions choisies. Cette technique
dérivée de techniques proposées par plusieurs auteurs pour des indications similaires
(Girardoet et al., 1989).

Cette éude montre que (35 %) des souches de K. pneumoniae poussent a la dilution
1/200 contrairement aux travaux rapportés par Rouillon et al. (2006) ou aucune croissance
n'est observée en présence de Surfanios® dilué a 1/200 pour les souches de P. aeruginosa par
contre une bonne croissance est observee vis a vis des autres dilutions chez les deux espéces
étudiées dans deux études. L'utilisation du désinfectant & I'état brute présente une meilleure
efficacité sur toutes les souches a l'exception de la souche (M1157). L’ activité antibactérienne,
des six souches vis-a-vis d’un désinfectant a base du chlore a montré que le désinfectant a é&té
inefficace sur les souches de Pasteurella haemolytica et de Lactobacillus, lorsgu’il est utilisé
al’éat pur et inefficace sur toutes les souches lorsqu’il est employé al’ état dilué (Bekkari et
al., 2016). Ces résultats confirme la capacité des souches hospitaliers a résister aux produits
antimicrobiens utilisés en particulier lorsque ces derniers sont dilués quotidiennement avant
utilisation et que les doses et le mode d'emploie ne sont pas respectés par les agents
dentretient. En effet les souches résistantes ont une grande capacité d adaptation aux
conditions environnementales et |'utilisation d’un produit biocide a des doses sub-létales

constitue un des facteurs favorisant I’ émergence de souches résistantes (Cr epy, 2005).

L'ampleur des infections nosocomiales est liée ala capacité des souches bactériennes a
survivre plus ou moins longtemps dans I’ environnement hospitalier (surfaces, paillasses, sol,

murs, tables d’ opération, air, matériel médical, tissus, etc...)

La prévention reste le seul moyen pour limiter le risque d’infections nosocomiaes

reposant sur la maitrise des régles d’hygiene et d'asepsie. Et I’ utilisation des méthodes de
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désinfection et du nettoyage des surfaces et des matériaux médicaux afin de diminuer la

population des bactéries multirésistantes (M ounier et al., 2009).
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La lutte contre les infections nosocomiales et en particulier celles liées aux germes de
I’environnement hospitalier, fait partie des priorités des établissements de santé. Parmi les
habitats possibles pour les bactéries, les surfaces (organiques ou inorganiques) sont les plus
importantes car les nutriments s'y trouvent souvent en quantité beaucoup plus importante que
dans un milieu liquide. Les bactéries ont en effet |a capacité de s adapter tres facilement aleur
environnement et d’en tirer le meilleur parti afin de se développer et de proliférer (Bulard,
2012).

Au cours de cette présente étude qui c'est faite sur 20 souches de Klebsidla
pneumoniae isolées de |'environnement hospitalier afin de déterminer le dégrée de
persistance et leurs capacité a s adapter et a survivre aux différentes variations des conditions

naturelle ou elles se retrouvent sur les différentes surfaces et dispositifs médicaux.

L'étude de I'effet de la température et du pH montre gque toutes les souches poussent a
différentes gamme de températures alant de 18°C a 44°C excepté 3 souches a 18°C et a
différentes gamme de pH alant de 5,1 a4 8,1. aucune souches ne poussent a pH 4,5.

La capacité des souches de K. pneumoniae a survivre au manque de nutriment dans les
trois types d'eaux testées a savoir I'eau de robinet, |'eau distillée et I'eau physiologique est de
ljour jusgua 10 jours dans le cas de I'eau physiologique. Cette persistance dans le temps

confirme que ces souches peuvent survivre longtemps dans des conditions défavorabl es.

L es souches de K. pneumoniae étudiées montrent une capacité de formation de biofilm
démontré par les deux techniques utilisées a savoir la méthode en tube et la méthode avec le
rouge de Congo ou 90% des souches sont capables de sadhérer et a former un biofilm sur les

différentes surfaces ou elles ont été isol ées.

L'étude de I'effet d'un désinfectant de surface a usage hospitalier (ANIOS) sur la
croissance des souches montre que ce dernier est plus efficace al'état brut que dilué. Toutes
les souches poussant a différentes dilutions et uniquement 7 souches sont sensible aladilution
1/200.

Toutes les souches de K. pneumoniae sont sensibles au cuivre et au zinc par contre elles
sont toutes résistantes au mercure et au cadmium et une souche seulement est résistante au
plomb. Les CMI des souches sont de 20,06 a 80 pg/ml pour le mercure, 400ug/ml pour le
cuivre, 1000 & 1500 pg/ml pour le plomb, 112,4 a 150 pg/ml pour le cadmium et 200 & 400

pg/ml pour le zinc.
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Les résultats de cette éude attirent une attention particuliere sur le dégrée de
persistance des souches K. pneumoniae sur la contamination des surfaces inanimés a
proximité des patients dans nos hdpitaux. Ainsi, la maitrise de la contamination des surfaces
hospitalieres passe par la réalisation des contrbles microbiologiques régulier afin de
déterminer leurs degré de contaminations, I'écologie microbienne et de comprendre les
meécanismes impliqués dans leurs persistance, leurs modes de transmission et leurs capacités a
survivre et causer des infections dans les établissements de santé.

Les résultats obtenus au cours de notre étude restent préliminaires et méritent d étre exploités
et complétés par :

- L’ élargissement de I'étude sur la flore composant I'écologie bactérienne de nos hdpitaux
-L’évaluation de I'efficacité des produits désinfectants, détergents et antiseptiques utilisés
dans les structures hospitalieres pour le nettoyage et la désinfection des locaux et déterminer

les mécanismes de résistances a ces derniers.
- L’éude des mécanismes génétique par des techniques de biologie moléculaire les génes
impliqués dans la résistance aux métaux lourds et recherché également les mécanismes

impliqués dans la co-résistance avec |les antibiotiques.

- |l serait intéressant de rechercher par des techniques de biologie moléculaires les genes

responsables de laformation de biofilm.
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Annexe 01 : composition des milieux de culture pour 1l d’eau distillée

(LeMinor et Richard ,1993)

1-Composition de la gélose Mac Conky

PEPLONE A CBSBINE ... ettt e e e e e e e e e e e e e e

179
Peptone deviande ........c.ooiiiiiii i e eee2.030
[ 0 (01 = PP 10g
Mélange de SElS DilIAITES. .. ... e e 01.5g
ROUGE NEULTE. . . ...t e e e e e e e e e e e e e et e e e e ee e 0.03g
Chlorure de SOOIUM ... et e e e e e e e e e e e e e e e eaeeaeeens 059
Cristal VIOIEL ... e e e e e e e e e e e e e 0.001g
o = | PP 10g
PH e 14
2- Composition dela gélose Mueller Hinton
Infusion deviande de DoeUr ... 300g
HydrolySat de CaSBiNe. .. ... e e e e et e e e e e e e e en 17.59
N 11110 (o T 1.59
Y = PP 179
PH e 14
3- Composition du Bouillon nutritif
Maceration deVviande. .........c.oeie it e e e e e e e e 100
o 0] 0] 8= 1Y/ 01 o (1= 059
NN = O oI RN 0 < o
4- composition du Bouillon Coeur-Cervelle (BHIB)
Infusion de cervelle deVeall..........c.ove et 12.59
Infusion de CoeUr deBoeUT.......ceve e 5.09
PEDLONE. .. ..t 10.0g
GlUCOSE. . . e e e e e e e e e e e 2.0g9
Chlorure de SOOIUML. .. ...t e e e e e e e e e e e e e e 2.0g
Phosphatase di SOOIQUE. .. ... v vt e e e e e e e e e e e e e e e e aens 59

BH oo e, 7.4



5- Composition dela gélose Plate Count Agar (PCA)

I/ 010 L= TSP PRP PP 509
-Extrait aUtOlytiQUE e IEVUIE..........coeiee e 259
(€ To o1 PR 10g
Agar agar DaCIENTOIOQIQUE........ccveeieieeiieeie e st este et e e e e steeteeseesseenseeseesseesseeseesseenseensens 1209

pH du milieu prét-aI’emploi a25°C : 7,0+ 0,2



Annexe N°2 : Résultats obtenues pour I’ é&ude de persistance des souches de

K.pnemoniae aux déférentes eaux

Les souches Résultats obtenues aprés 24h
Eau physiologique Eau distillée Eau de robinet
Mi27 _ 22 >50
Mi26 >50 30 _
Mil57 20 >50 1
Mi35 _ >50 14
Bar 91 >50 >50 >50
Bar16b 1 2 _
Bar100 40 39 >50
Bar 32 >50 >50 >50
Bar0l1 >50 >50 >50
Bar 80 >50 >50 >50
Bar 34 >50 >50 5
Inf 94 >50 41 _
Inf 06 >50 >50 13
Mil3b 27 >50 >50
Mi203 >50 11 1
Mi30 _ >50 18
Mi28 >50 >50 >50
Mi29 >50 >50 >50
Barl6a >50 >50 >50
SI75 _ _ >50
Souches Apres48h
Eau physiologique Eau distillée Eau de robinet
Mi27 _ 10 —
Mi26 >50 28 _
Mi157 05 40 _
Mi35 _ >50 8
Bar 91 >50 26 >50




Bar100

35

25

Bar 32

>50

13

BarO1

>50

>50

Bar 80

>50

>50

>50

Bar 34

>50

21

Souches

Apres48h

Eau physiologique

Eau distillée

Eau de robinet

Inf 94

>50

3

Inf 06

10

Mil3b

29

Mi203

>50

Mi30

21

Mi28

>50

>50

28

Mi29

>50

>50

Barl6a

>50

Sr75

>50

Souches

Résultats apres 72h

Eau physiologique

Eau distillée

Eau de robinet

Mi27

5

Mi26

30

Mi35

19

Bar 91

>50

16

38

Bar100

10

20

Bar 32

18

15

Bar01

>50

Bar 80

19

06

>50

Bar 34

23

Inf 06

12

Mil3b

20

Mi28

>50

>50

15

Mi29

>50

15

>50




SI75 _ _ >50
Souches Apres 96h
Eau physiologique Eau digtillée Eau de robinet
Mi35 _ 17 11
Bar 91 24 ~ 41
Bar 32 ~ ~ 1
BarO1 >50 _ —
Bar 80 >50 20 >50
Bar 34 7 _ —
Mi28 >50 >50 28
Mi29 40 _ >50
S75 _ _ 34
Souches Apres 120h
Eau physiologique Eau digtillée Eau de robinet
Mi35 _ 4 12
Bar 91 9 ~ 21
Bar 32 4
BarO1 >50 _ _
Bar 80 10 _ >40
Bar 34 31 _ —
Mi28 33 _ 12
Mi29 >50 ~ 32
Souches Apres 148h
Eau physiologique Eau digtillée Eau de robinet
Mi35 ~ ~ 17
Bar 91 ~ ~ 19
BarO1 >50 _ _
Bar 80 >50




Bar 34 >50 _ _
Mi28 >50 _ _
Mi29 >50 _ _

Souches Apres 172h

Eau physiologique Eau distillée Eau de robinet

Bar 91 B _ 15
BarO1 >50 _ —

Bar 80 ~ _ 29
Bar 34 >50 _ _

Mi28 40 _ _
Mi29 35 _ _
Souches Apres 196h
Eau physiologique Eau digtillée Eau de robinet

Bar01 35 _ _

Bar 80 _ _ 1

Bar 34 4 _ _
Mi29 29 _ _

Souches Apres 220h
Eau physiologique Eau distillée Eau de robinet
BarO1 17 _ —
Bar 34 10 _ —
Mi29 19 _
Souches Apres 248h
Eau physiologique Eau distillée Eau de robinet
Bar 34 3 _ _
Mi29 11







Annexe 03 : Préparation des concentrations en sels de métaux lourds

Zinc : laconcentration de la solution mére est 0,5g/ml

Znsod, 7H20 M(Zn) VSM (ml) VMH (ml)
200 879.51 0,176 99,824
400 1759,01 0,352 99,648
654 2875,99 0,575 99,425
800 3518,03 0,704 99,296
1000 4397,54 0,880 99,120

Cadmium : la concentration de la solution mere est de 0,1g/ml

Cd* {Cd3} VSM (ml) VMH (ml)
50 114.10 0.114 99.886
100 228.21 0.228 99.772

1124 256.50 0.257 99.743
150 342.31 0.342 99.658
200 456.41 0.456 99.544
400 912.83 0.913 99.087

Plomb : la concentration de la solution mere est de 0.1g/ml

Pb2+ (OCCH3)2,3 VSM (ml) VMH (ml)

1000 1830.83 1.831 98.169

1500 2746.25 2.746 97.254

2072 3793.48 3.793 96.207

2500 4577.08 4577 95.423

3000 5492.49 5.492 94.508




Mercure: laconcentration de la solution mere est de 10mg/mli

HgCl2 m (Hg) VSM (ml) VMH (ml)
10 13.54 0.135 99.865

20.06 27.16 0.272 99.728
30 40.62 0.406 99.594
40 54.16 0.542 99.458
80 108.33 1.083 98.917
160 216.66 2.167 97.833

Cuivre: laconcentration de la solution mere est de 0,25g/ml

CuSo4, 5H20 m (Cu) VSM (ml) VMH (ml)
400 1572.33 0.629 99.371
653 2496.07 0.998 99.002
800 3144.65 1.258 98.742
1600 6289.31 2516 97.484
2400 9433.96 3.774 96.226
3200 12578.62 5.031 94.969




Objectif : K. pneumoniae est un pathogene opportuniste a fort potentiel épidémique fréguemment
impliqué dans des infections sévéeres. Cette étude a pour objectifs d évaluer le degré et la capacité de
survie de 20 souches de K. pneumoniae isolées a partir des surfaces inertes de |’ environnement
hospitalier et leur capacité aformer des biofilms .

Méthodologie: L’étude de I'effet des variations de la température et du pH sur la croissance des
souches de K. pneumoniae est éudié sur milieu solide ains que leur capacité a survivre dans différent
conditions hostile de nutriment dans I'eaux selon Obeidat et al. (2014). La détermination de la
sensibilité des souches a certain agents antibactérien telle que les métaux lourds et vis a vis dun
désinfectant de surfaces (ANIOS DVA HPH) est réalisée par la méthode en spots sur gélose MH et
par la méthode en tubes en déterminant leurs CMI. Enfin, I’ éude de la capacité des souches de K.
pneumoniae aformer un bioflm est réalisées par deux méthodes RCA et TM.

Résultats : Les souches de K. pneumoniae étudiées montrent une grande capacité a survivrent a
différentes gammes de pH (5,1 a 8,1) et de température (18°C a 44°C). La durée de survie de ces
souches dans les 3 types d’ eaux dépourvues de nutriments est de 24h jusgu'a 10jours. Ces souches
montrent également une capacité a former des bioflms a I’exception de 3 souches. En autre,
I”évaluation de sensibilité de ces souches vis-a-vis des métaux lourds révele quelles sont résistante au
cadmium et au mercure et sont sensibles au zinc et au cuivre, seule une souche est résistante au
plombe. L'études de I'efficacité des dilutions du désinfectant montre qu'aucune souche n'es résistante
au desinfectant brut et seulement 7 souches sont sensibles ala dilution 1/200.

Mots clés: K. pneumoniae, Métaux lourds, Désinfectant, Biofilm, Environnement hospitalier,
persistance.

The aim of this study : K. pneumoniae is an opportunistic pathogen with high epidemic potential
frequently associated with severe infections. The aim of this study was to the characterization of the
potential of these strains to survive and persist in different environmental conditions. and their ability
to form biofilms in the inanimate surfaces in the hospital environment.

Methodology : The study of the effect of the temperature and the pH on growth of this strains and
their ability to survive in different waters media are study according to the method reported by Obeida
et a. (2014). Determining the sengitivity of the strains to some antibacterial agents such as heavy
metals and disinfectant (ANIOS DVA HPH) is achieved by the method of spots on MH agar and by
the tube method by the determining of their CMIs. Finally, the study of the ability of K. pneumoniae
strains to form a bioflm is performed by two methods RCA and TM.

Results: The K. pneumoniae strains studied show a high capacity to growth at different pH (5.1to 8.1)
and temperatures (18 ° C to 44 ° C) and to survive in the 3 types of water from 24 to 10 days. These
strains also show ability to form bioflms except 3 strains. The evaluation of the sensitivity of these
strains to heavy metals show that al of these strains are resistant to cadmium and mercury and are
sensitive to zinc and copper. the study of the effectiveness of the disinfectant show that no strain
grown in the presence of crude disinfectant and only 7 strains are sensitive to 1/200 dilution.

Keywords: K. pneumoniae, heavy metals, Disinfectant, Biofilm, hospital environment, persistence.



