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Introduction




Dans le corps humain, il existe des espéces de micro-organismes naturellement présentes,
appelées flore endogene, qui jouent un role protecteur. Cependant, en cas de traumatisme ou
de conditions favorables a la pathogénicité, ces micro-organismes peuvent migrer vers des

zones stériles du corps et devenir pathogenes. [1]

Les infections des tissus profonds et des espaces confinés du corps sont souvent associées
aux bactéries anaérobies, qui peuvent survivre et se reproduire en absence d'oxygene. Ces
infections peuvent entrainer la formation d'abces et de suppurations profondes, affectant les

muscles, les os ou les organes mous [1].

Dans plus de 80% des cas il s’agit d’une infection mixte, associant bactéries aérobies ou

aéro- anaérobies et anaérobies stricts [2].

Cependant, actuellement il est devenu de plus en plus important d’identifier les bactéries
anaérobies a cause de leurs incidences accrues de la gravité des infections qu’elles provoquent

et de leurs résistances croissantes aux antibiotiques [1].

Pour cela les bactériologistes disposent de certains indices pour suspecter une infection a
bactéries anaérobies mais ils doivent aussi mettre en ceuvre des techniques pour une meilleure

détection, identification, rapide et économique de ces bactéries [3].

Une étude rétrospective multicentrique a été réalisée au laboratoire des "Bactéries Anaérobies
et du Botulisme” a I’Institut Pasteur d’Alger afin d'analyser les infections des abces et des
suppurations profondes causées par des bactéries anaérobies limitées aux : poches parodontale,
péritonite, abcés cérébral, infection articulaire, pleurésie et abcés hépatique. Cette étude s'est
déroulée sur une période de cing ans, de 2018 a 2023, en examinant les données des patients
souffrant de ces infections. Les résultats de cette étude ont permis d'obtenir une analyse
précieuse concernant la fréquence et les types de bactéries anaérobies impliquées dans les

infections profondes citées précédemment ainsi que leurs sensibilités aux antibiotiques.

Le présent document est réparti en trois parties : une introduction, la partie bibliographique,
la partie expérimentale réalisée a I’Institut Pasteur incluant la partie Matériel et méthodes, la

partie résultats et la discussion.
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Chapitre I . Les Bactéries Anaérobies
Strictes




Les Bactéries Anaérobies Strictes

1 Généralités
1.1 Historique

Les premieres descriptions d'infections causées par des bactéries anaérobies remontent a
I'Antiquité. Cependant, la premiére isolation d'une bactérie anaérobie spécifique, Clostridium
septicum, a été réalisée par Pasteur et Joubert en 1877 [3]. Leur découverte a marqué une avancée
significative dans la compréhension des bactéries anaérobies. L'article de Veillon et Zeuber publié
en 1897, intitulé "Recherches sur quelques microbes strictement anaérobies et leur rdle en
pathologie”, est un ouvert de nouvelles perspectives pour les recherches sur les bactéries
anaérobies. Leur étude a montré que les abces contenant un pus fétide étaient associés a la présence
de microbes strictement anaérobies. Cela a conduit Veillon a différencier deux grands groupes de
bactéries anaérobies des 1898 la flore tellurique, exogéne, toxinogene : Ce groupe comprend les
bactéries du genre Clostridium, telles que Clostridium tetani et Clostridium botulinum. Ces
bactéries anaérobies sont présentes dans I'environnement, en particulier dans le sol, et certaines
d'entre elles peuvent produire des toxines dangereuses et la flore, endogéne, non toxinogéne mais
virulente [3]. Aujourd'hui, cette classification a été révolutionnée par les études de biologie

moléculaire, notamment le séquencage du gene ARNr 16S.
1.2 Définition

Les bactéries anaérobies strictes sont des microorganismes capables de croitre et de survivre
dans un environnement dépourvu d'oxygéne ou presque dépourvu d'oxygene [1].Ces bactéries sont
incapables d'intégrer de l'oxygene moléculaire dans leur cytoplasme en raison de l'absence
d'oxydase. De plus, elles ne possédent pas les enzymes nécessaires pour neutraliser les produits
toxiques dérivés de I'oxygene moléculaire, a savoir la catalase, la peroxydase et le superoxyde
dismutase [4]. Elles utilisent les ions nitrates comme accepteurs d'électrons et tirent leurs énergies
de réaction de fermentation dans lesquelles les accepteurs d’électrons sont des composes

organiques [1].
Le degré de sensibilité a I’oxygene est variable d’une espéce a 1’autre, c’est ainsi qu’il existe :

Les bactéries anaérobies microaérophiles : supportent 1’0, mais elles peuvent également croitre

mieux en anaérobiose [5].

Les bacteries dites EOS (extremely oxygen sensitive) : ne peuvent croitre que si 1’O2 est absent

[5].
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Les bactéries anaérobies strictes : ne peuvent pas croitre que si la concentration d’oxygéne est

inférieure a 2% [5].

1.3 Classification des bactéries anaérobies strictes

En bactériologie médicale, il existe environ 400 especes de bactéries anaérobies qui suscitent un
intérét important [6]. La taxonomie de ces bactéries est en constante évolution en raison de

I'émergence de méthodes d'étude de plus en plus avancées.

Traditionnellement, la classification des organismes reposait principalement sur des
caractéristiques phénotypiques observables, telles que la morphologie, la physiologie ou le
comportement (classification de Linné). Cependant, ces caractéristiques peuvent étre influencées
par de nombreux facteurs, y compris I'environnement, ce qui peut rendre la classification subjective
et parfois peu fiable.[6] En intégrant les informations génétiques et phénotypiques, permettent de
déterminer les relations phylogénétiques avec une précision accrue tels que : Etude des profils
électrophorétiques des enzymes et des profils protéiques, analyse des acides gras cellulaires par
spectrométrie de masse (technigue MALDI-TOF), détermination du G+C%, techniques
d’hybridation ADN/ADN). Cela conduit & une classification plus fiable et moins sujette a I'influence

de facteurs environnementaux [3].

Ces avancées ont conduit a des remaniements importants dans la nomenclature des especes.
Certaines espéces ont été reclassées ou réattribuées en fonction de leur relation génétique plutét que
de leurs caractéristiques phénotypiques. De nouvelles espéces ont été découvertes grace a lI'analyse

génétique et ont été intégrées dans la nomenclature. (Voir Annexe 1)

1.4 Les especes anaérobies souvent responsables des abces et des

suppurations profondes

Les bactéries anaérobies souvent responsables des infections profondes font partie de la flore
endogene, également appelée flore de Veillon, et habitent naturellement les cavités du corps humain

et des animaux [4]. (Voir Annexe 2)

Elles survivent en tant que bactéries commensales, car elles sont associées a des bactéries aérobies
facultatives qui consomment l'oxygéne. Ces bacteries anaérobies se comportent comme des

opportunistes. Mais elles peuvent devenir pathogénes dans deux situations [4].

- Lorsqu’elles se multiplient de facon exagérée et remplacent la flore normale.
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- Lorsqu’elles envahissent les tissus ou les cavités stériles de 1’organisme.

1.4.1 Bacilles a Gram positif non sporulés

Les bacilles gram positif non sporulés regroupent de nhombreux genres bactériens appartenant a
deux phylums : Actinobacteria et Frimicutes. Parmi les principaux genres on retrouve des bacilles
réguliers plus ou moins allongés : Eubacterium, Lactobacillus et des bacilles diphtérimorphes
présentant parfois des pseudos ramifications : Propionibacterium, Bifidobacterium et Actinomyces.

Les bacilles gram positifs sont des pathogenes opportunistes [3].

Habitat : les bacilles a Gram positifs font partie de la flore normale endogeéne, orale, intestinale,

vaginale et cutanée [1].

Pouvoir pathogéne : ces bactéries sont souvent responsables des infections pelviennes, abdominales
et d’arthrite.

Les caracteres biochimiques de : Actinomyces et Propionibacterium sont résumés dans les

annexes 3, 4 respectivement.
1.4.2 Bacilles & Gram négatif

Ils peuvent se présenter sous forme plus ou moins allongées (Bactériodes fragilis), parfois tres
petites (Prevotella et Porphyromonas) et d’autres sous forme de coccobacilles trés polymorphes
(Fusobacterium). Ils exigent pour leurs croissances de 1’hémine et parfois de la vitamine K1 comme

dans le cas de Porphyromonas [3].

Habitat : La majorité des espéces de bacilles a Gram négatif font partie de la flore endogene
humaine dans la cavité orale, gastro intestinale et vaginale. Elles sont souvent isolées dans des

infections polymicrobiennes [1].

Pouvoir pathogene : ces bactéries peuvent causées des infections intra-abdominales,
gynécologiques, pleuropulmonaires, buccodentaires ainsi que des bactériémies et des infections

pelvipéritonite.

Les Bacteroides : le groupe de Bacteroides fragilis est impliqué dans de nombreuses infections et
comporte les espéces les plus résistantes parmi les bactéries anaérobies.

Les caractéres biochimiques des bacilles a Gram négatif (Bacteroides fragilis, Fusobacterium

nucleatum, Prevotella bivia et Porphyromonas gingivalis) sont inscrits dans 1’annexe 5.
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1.4.3 Cocci a grams positif

Ce sont des groupes bactériens anaérobies les plus fréquemment isolées des échantillons cliniques.

On retrouve essentiellement dans ce groupe le genre Peptococcus et Peptostreptococcus. [3]

Habitat : ils font parties des microbiotes endogénes bucco-dentaires, des voies respiratoires

supérieures, cutanées, génitales et digestives de I’homme.

Pouvoir pathogéne : abces du foie, du cerveau, des poumons et infections vaginales et intra

abdominales.

1.4.4 Cocci a Gram négatif
IIs sont réprésentés par la flore de Veillon d’origine buccale ou gastro-intéstinal [7].

Veillonella : Bactérie arrondie, a Gram négatif, anaérobie stricte, cocciforme, dont 1’espéce la plus

isolée est v.parulva [8].

Pouvoir pathogene : elles sont généralement non pathogénes, mais lorsqu’elles s’associes a
d’autres bactéries pathogénes, elles peuvent causer des inefctions localisées telles que les

périodontites, bactérimies, endocardites et ostéomyélite.

e Pour voir les différentes especes des bactéries anaérobies responsables des infections

suppuratives veuillez consulter I’annexe 6.

1.5 Résistance aux antibiotiques

Les bactéries anaérobies strictes, tout comme d'autres germes, peuvent manifester de nombreuses
résistances naturelles ou acquises aux antibiotiques. Chaque espece de BAS présente des
caractéristiques spécifiques en termes de résistance naturelle et d'épidémiologie de la résistance, ce
qui nécessite une connaissance approfondie pour guider les médecins vers des traitements
antibiotiques efficaces. Les résistances acquises peuvent affecter la majorité des molécules
utilisées dans les infections a anaérobies, bien que dans de nombreux cas, les souches demeurent
sensibles aux associations de pénicillines et inhibiteurs de béta-lactamase (en particulier la
pipéracilline-tazobactam), aux carbapénemes et au métronidazole.Cependant, des souches
multirésistantes ont été identifiées parmi les Bacteroides du groupe fragilis, qui sont fréquemment
impliqués dans les infections [9].

Les BAS présentent 4 résistances naturelles: aminosides, aztreonam, thrimethoprimes,

quinolones [10] :
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La résistance aux aminosides est dle a I’absence de systéme de transport oxydatif chez les

bactéries anaérobies.

La résistance a 1’aztréonam est dle a la faible affinité de cette molécule au PLP ( proteine liant

la penicilline) exception pour le genre Fusobacterium.

La résistance au trimethoprime est due a la forte activité du dihydrofolate réductase ches les
BAS.

Les fluoroquinolones ont une faible activité sur les BAS exp : ofloxacine, ciprofloxacine,
Iévofloxacine[11].

Les antibiotiques agissant sur : la paroi bacterienne ,la membranne cytoplasmique, ou par
inhibition de la synthése proteique ou le fonctiennement des acides nucléiques (voir annexe 7)

Les principaux mécanisme de résistance aquise aux antibiotique sont les suivants :

La modification de la cible : Les bactéries comme Peptostreptococcus spp et Bacteroides fragilis
peuvent muter les cibles des antibiotiques, telles que les enzymes ou les protéines, ce qui réduit
I'affinité de liaison entre I'antibiotique et sa cible exemple des beta lactamines qui cible la
transpeptidase PLP, par acquisition de génes qui vont modifier la structure des PLP. Outre on peut
avoir un défaut d’accés a la cible par densification de la paroi ou par la synthese de porines et

enfin carrément la synthése d’une nouvelle cible [11].

Synthése d’enzymes : Certaines bactéries produisent des enzymes capables de dégrader ou de
modifier les antibiotiques, rendant ainsi ces substances inefficaces, par exemple, Bacteroides
fragilis secrete des enzymes de type bétalactamases qui inactivent les bétalactamines comme la

pénicilline [11].

Diminution de la perméabilité : Les bactéries anaérobies peuvent réduire la perméabilité de leur
membrane externe, reflétant ainsi I'entrée de I'antibiotique dans la cellule. La membrane externe
des bactéries Gram négatif, comme Bacteroides fragilis, est composée d'une double couche
lipidique complexe. Les porines, des protéines de la membrane externe, jouent un réle dans le
contrble de la perméabilité en facilitant ou limitant le passage de molécules a travers la membrane.
Les souches résistantes peuvent modifier les porines ou réguler leur expression de maniére a
réduire la perméabilité, empéchant ainsi les antibiotiques d'entrer efficacement dans la cellule.En
conséquence, cette diminution de la perméabilité contribue a la résistance de Bacteroides fragilis

aux antibiotiques, rendant plus difficile le traitement des infections associées a cette bactérie.
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Comprendre ces mécanismes est essentiel pour développer des stratégies thérapeutiques efficaces
et lutter contre la résistance aux antibiotiques. [11].

o Efflux actif : Les bactéries anaérobies comme Prevotella peuvent developper des pompes d'efflux
qui sont des protéines membranaires spécialisées permettant de pomper activement les
antibiotiques hors de la cellule bactérienne. Cela empéche l'accumulation suffisante de

I'antibiotique a l'intérieur de la cellule pour qu'il soit efficace[11].

La résistance acquise concernent que quelques souches d'une espece donnée, mais elle peut se
propager de maniére significative. Elle résulte de changements dans le matériel génétique de la
bactérie par le biais de mutations, de la transduction ou, plus fréqguemment, de l'acquisition d'un
plasmide contenant des genes de résistance. L'expression de ces génes permet a la bactérie de tolérer
une concentration plus élevée d'antibiotique que celle qui inhibe les souches sensibles de la méme

espece. L'acquisition de résistance est liée a l'utilisation croissante d'antibiotiques [9].

Certains Bacteroides peuvent résister ou présenter une sensibilité réduite aux 5-nitro-imidazolés en

raison de la présence probable d'une enzyme appelée 5-nitro-imidazole réductase [11].
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2 Définition
Une infection est une invasion d’un organisme vivant par des micro-organismes pathogenes. Les
infections bactériennes surviennent lorsque les bactéries échappent au systeme immunitaire de
I’hoéte. Elles provoquent un état pathologique par Iésion des cellules locales, libération de substance

toxique, ou par I’effet de réaction immunologique [12].
2.1 Lesabces

Il s'agit d'un amas de pus qui se forme dans une cavité créée par une inflammation dans un tissu
suite a une infection bactérienne [13]. Cette accumulation de pus peut se trouver a différents

endroits du corps, qu'il soit superficiel ou profond, et peut affecter des personnes de tout age [14].
2.1.1 Les étapes de formation d’abces

- Phase inflammatoire : est caractérisée par une premiere réaction immunitaire et changement

vasculaire ou les vaisseaux sanguins se dilatent, entrainant un afflux sanguin vers la zone
infectée. Les parois des vaisseaux deviennent perméables, permettant aux cellules
immunitaires et aux liquides de passer a travers les neutrophiles, des cellules immunitaires,

sont attirés vers la zone infectée pour combattre les agents pathogéenes [13].

- Phase de collection : aprés foramtion de pus de cellule détruites, polynucléaires, débris

tissulaires et microbiens, la collecte de ce pus peut se faire dans une poche inflammatoire bien
limitée. Le pus formé est un liquide épais, généralement de couleur créme, mais peut avoir une

couleur ou une odeur plus caractéristique selon I'agent pathogéne.
2.1.2 Les types d’abces

» Abces cérébral : Collection purulente formée a l'intérieur du tissu cérébral : empyeme
intracranien : accumulation de pus qui se développe dans I'espace sous-dural ou dans I'espace

extra-dural causée par une infection bactérienne [1].

» Abces parodontal : Un abces parodontal est décrit comme une accumulation de pus localisée
dans la paroi gingivale d'une poche parodontale. Plus répandu chez les patients ayant déja eu
des poches parodontales, il se développe rapidement, détruisant les tissus parodontaux et
présentant des symptdémes évidents tels que la rougeur de la gencive avec un gonflement
localisé [11].
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» Abces pulmonaire : il est souvent causé par une infection bactérienne ou parasitaire et peut

causer de la fievre, des douleurs thoraciques et de la toux [14].

» Abces hépatique :L'abcés hépatique est une maladie a la fois rare et cliniguement
significative, qui peut étre mortelle. Elle est caractérisée par une accumulation de pus entourée

d'une capsule dans le tissu du foie, causee par une infection bactérienne [14].
2.2 Les suppurations profondes

Ce Sont des infections bactériennes qui se développent en profondeur dans le corps,

généralement dans les tissus mous et les organes [14], on peut citer :

e Infection vaginale : appelée vaginose, c’est lorsque I'équilibre des bactéries est perturbé, par
exemple a cause d'un changement hormonal, d'un stress ou d'un rapport sexuel non protégé,

les bactéries anaérobies peuvent proliférer, ce qui peut entrainer une inefction vaginale [1].

e Infection articualaire : est une infections qui touche un os ou une articulation, qu’il y ait ou

non du matériel étranger (vis, clou, plaque).[11]

e Pleurésie : est une inflammation de la plévre, la membrane recouvrant les poumons, la cause

initiale est une inefction virale ou bactérienne.[3]

e Péritonite : est une inflammation aigue du peéritoine qui est la membrane qui recouvre les

viscere et les parois de la cavité abdominale.[3]
2.3 La physiopathologie

Les bactéries anaérobies sont généralement présentes dans des sites colonisés ou elles
contribuent aux barriéres protectrices contre I'implantation de pathogénes exogenes. Cependant,
certaines circonstances peuvent encourager la migration des bactéries anaérobies vers des tissus
adjacents qui sont normalement stériles ce qui entraine une infection locale. A partir de ce foyer
primitif, elles peuvent causees une septicemie et générer des foyers secondaires en cas de
conditions favorables [15].

Les etapes d’une infection a bactéries anaérobies

Destruction tissulaire initiale : la destruction initiale des tissus survient suite a divers
événements tels que : des traumatismes, des accidents, des extractions dentaires, des ruptures

d'appendice, ainsi que des interventions chirurgicales orales, gynécologiques ou abdominales [2].
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Développement de I’infection primaire : les aéro-anaérobies facultatifs réduisent le potentiel
d'oxydoréduction localement, créant ainsi des conditions propices au développement des

anaerobies commensaux présents sur le site de I'infection [16].

Dissemination : Les bactéries anaérobies peuvent causées une septicémie et générer des foyers
secondaires en cas de conditions favorables tels que Peptostreptococcus spp et Bacteroides fragilis
[16]

Colonisation : Dans les zones éloignées ou la vascularisation est insuffisante, ce qui crée des
conditions d'anaérobiose, des micro-caillots peuvent se former et se multiplier dans les capillaires

étroits. Cette situation favorise la formation d'un ou de plusieurs thrombus septiques [16].

Abcédation : Lorsqu'une infection se développe et que les bactéries se multiplient, un processus
d'abcédation peut se produire, cela implique la formation d'un abces. Les bacteries de l'abces
peuvent pénétrer dans la circulation sanguine par voie hématogene. Elles peuvent étre transportées
par le flux sanguin vers d'autres sites du corps, ou elles peuvent causer de nouvelles infections ou

provoquer des complications [16].

2.4 Les facteurs favorisant les infections a bactéries anaérobies
2.4.1 Facteurs liés a I’hote

L’age ; les infections sont plus fréquentes chez les sujets &gés en particulier ceux qui présentent

un déficite immunitaire [9].

Un traumatisme ou un acte chirugicale affectant les habitats naturels des bactéries anaérobies
(tractus digistif, voies génito-urinaires) [9].

Tout facteur engendrant une diminution de la pression tissulaire en oxygene : ischémie locale,

corps étrangers et I’Ischémie tissulaire (diminution du potentiel redox) [9].

Une déficience immunitaire qu’elle que soit la cause : diabéte déséquilibré, cancers,
transplantation d’oraganes, infection par le VIH, Corticothérapie au long cour (locale ou

genérale) [9].
2.4.2 Facteurs liés a la bactérie (facteurs de virulence)

Pour certains germes anaérobies , ces facteurs peuvent leur conférer une aérotolérance, c'est-a-
dire une capacité a survivre et a se développer en présence d'oxygéne, méme s'ils sont

principalement anaérobies. Cette aérotolérance peut étre atteinte en maintenant un potentiel
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d’oxydoréduction abaiss¢ grace a la production et I’excrétion d’acides gras a courte chaine et

d’autres acides organiques [17].

Facteurs d’adhésion : ceratines germes anaérobies comme Bacteroides fragilis,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella et Peptostreptococcus possedent des structures
protéiques, notamment les fimbriaes , les pilis et la capsule polysaccharidique, qui leurs
permettent de s'adhérer aux surfaces cellulaires. Ces structures filamenteuses favorisent leur
attachement aux tissus, facilitant ainsi leurs colonisation et leurs persistance dans

I'environnement [16].

Par exemple Bacteroides fragilis posséde une capsule polysaccharidique qui joue un réle dans
la formation d’abcés , 1’ihibition de la phagocytose et 1’adhésion aux cellules épithiliales qui

explique les diffécultés d’éradication mécanique de la bacétries lors des lavages péritonéaux.

Les toxines: Certaines espéces eélaborent une entérotoxine tel que  Fusobacterium
necrophorum sécréte une leucotoxine, une hemolysine, une hémagglutinine, une endotoxine

liée au lipopolysachharides (LPS) [16].

Les enzymes : sont impliquées dans la distrucion ou la modification tissulaire par les bactéries
anaérobies, on peut citer les collagénases, les hyluronidases, les fibrinolysines et les protéases.
Par exemples : Les protéases dégradent les IgA1 et peuvent favoriser la croissance des bactéries
anaérobies comme Porphyromonas et Prevotella & la surface des muqueuses [16].
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3 Techniques de diagnostic des infections a bactéries anaérobies

3.1 Recueil du prélevement

La qualité du prélevement est déterminante pour assurer un bon isolement, une identification
précise et une fiabilité des résultats obtenus. Pour cela, il est crucial de choisir avec soin le site et
I'neure de prélévement, ainsi que les conditions de température et d'humidité dans lesquelles les
échantillons sont placés. Il est également important d'utiliser les techniques et les matériels
adéquats afin d'éviter toute contamination éventuelle par la flore endogéne ou la mort des especes

anaérobies strictes [1].
3.2 Transport du prélevement au laboratoire

Il est crucial de respecter un délai maximal de 2 heures a température ambiante pour acheminer
les prélévements au laboratoire afin de préserver la charge microbienne initiale de I'échantillon et
prévenir la détérioration des bacteries pathogénes fragiles. C’est pour cela que des milieu de

transport spécifiques sont utilisés [14].
3.3 Mise en culture

L'isolement nécessite des milieux gélosés, contenant de nombreux facteurs de croissance et
rendus sélectifs gréace a lI'addition d'antibiotiques. Il est important de toujours utiliser des milieux

désoxygéneés (régénérés), fraichement préparés et conservés en anaérobiose avant leur utilisation

[2].

- Milieu gélosé pour les bacilles a Gram négatif (exemple Schaedler au sang avec vancomycine et
néomycine.Ce milieu permet l'isolement des Bacteroides fragilis, Prevotella et des

Fusobacterium).

- Gélose Columbia au sang et au phényléthylalcool spécifique des bactéries a Gram positif et des
Porphyromonas.

- Milieu gélose colombia au sang additionée de I’hémine et la vitamine K pour favoriser la

croissance des bacilles a Gram négatif tels que Bacteroides, Prevotella et Porphyromonas .

- Milieu d’enrichissement TGY : utilisé pour la culture de la plupart des bactéries anaérobies.
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Ensemensement : toutes les boites et les milieux liquides ensemencés sont incubés en anaérobiose
pendant 5 jours et pour cela on utilise soit des jarres chimiques (Genbag ou Genbox) ou des jarres

physiques ( mélange gazeux composée de 90% de N2, 5% de CO: et 5% de Ha ).

3.4 Méthodes d’identification
3.4.1 ldentification macroscopique et microscopique

L'examen macroscopique permet d'observer plusieurs caractéristiques visibles a I'ceil nu sur une
culture bactérienne. Ces caracteéristiques incluent I'aspect de la colonie, telle que sa taille et sa
forme, sa couleur (qui peut étre blanche, jaune, etc.), son odeur (qui peut étre fétide ou
malodorante), la présence ou non d’hémolyse, ainsi que sa fluorescence aux UV. La coloration
de Gram permet de différencier et de classer les bactéries selon la Morphologie (coques, bacilles,

etc.), le groupement (diplocogues, en chainettes, etc.) et le Gram (Gram positif et Gram négatif).

3.4.2 Identification biochimique

C’est une série des tests biochimiques basés sur 1’utilisation d'une galerie miniaturisée API 20A
qui incluent la recherche d'oxydase, de catalase, d'indole, de gélatinase et de I'hydrolyse de I'urée
ainsi que 1’étude de la fermentation des sucres. Par ailleurs, l'analyse des caractéristiques
enzymatiques et la fermentation de certains glucides (tels que le mannose et le raffinose) sont

réalisées grace a la galerie miniaturisée Rapid® 1D 32A [18].
3.4.3 Autres methodes utilisées pour I’identification des Bactéries Anaérobies

e La spectrométrie de masse (MALDI-TOF) : La spectrométrie de masse MALDI-TOF est
largement utilisée en microbiologie clinique pour l'identification des bactéries anaérobies en
analysant leurs protéines totales, notamment les protéines ribosomales et les protéines associées
aux membranes en quelques minutes seulement. Elle offre une rapidité, une précision, une fiabilité

et une rentabilité supérieures par rapport aux méthodes phénotypiques conventionnelles [19].

e Labiologie moléculaire : Plusieurs techniques sont basees sur la détection des acides nucléiques,

telles que la PCR ciblée avec des amorces spécifiques et le sequencage de I'ARN 16S [1].

3.5 Etude de la sensibilité aux antibiotiques

C’est un test au laboratoire pour évaluer la sensibilité ou la résistance d'une bactérie aux

antibiotiques. Son objectif est d'aider les médecins a choisir le traitement optimal contre une
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infection bactérienne spécifique. Cependant, Il'antibiogramme ne doit étre réalisé que si la

probabilité d'implication de la bactérie dans I'infection est élevee [14].
3.6 Techniques d’étude de la sensibilité aux antibiotiques

e Techniques standard des disques
En utilisant la technique de diffusion en milieu gélosé qui permet de mesurer des diametres
d’inhibition de la croissance d’une bactérie autour d’un disque imprégné d’antibiotique et de les
comparer & des diameétres critiques [20].
Selon EUCAST le milieu gélosé utilisée pour I’étude de la sensibilité aux antibiotiques c’est la

gélose Brucella Agar enrichi en hémine et en vitamine Ki, additionnée de 5 % de sang de mouton.

e Technique des CMI par les E-tests

I1 s’agit d’une technique de diffusion en milieu gélos¢ permettant de donner une mesure précise
de la concentration minimale inhibitrice d’un antibiotique en utilisant des bandelettes a gradient de
concentration comme les bandelettes des E-test. Cette technique a permis d’introduire des

propositions permettant 1’aide a la prescription ou a 1’adaptation thérapeutique (voir annexe 8) [21].

e CMI en milieu liquide
Cette technique consiste a étudier la croissance d’une souche bactérienne en présence de
concentrations croissantes d’antibiotiques et déterminer par la suite la plus faible concentration

inhibant toute croissance bactérienne visible [15].

Une gamme de concentrations d’antibiotiques est préparée a partir d’une solution d’antibiotique
dans du bouillon Brucella enrichi en hémine (5 mg/L) et en vitamine K1 (1 mg/L). Ces dilutions sont
ensuite distribuées soit dans des tubes (macrodilution) soit dans des puits d’une microplaque
(microdilution) [15].

La technique par microdilution a été validée comme méthode de référence pour certains germes
anaérobies particulierement pour Bacteroides fragilis, en raison de leur relative aérotolérance. Mais
cette méthode est particulierement longue a réaliser et est adaptée a un nombre réduit d’antibiotique

et la lecture parfois est difficile [15].
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Chapitre

s Diagnostic des infections profondes a bactéries anaérobies et leur

traitement

4 Le traitement des infections a bactéries anaérobies

Le traitement des infections bactériennes anaérobies dépend du type et de la gravité de
I'infection, ainsi que de la localisation de l'infection dans le corps. Voici quelques approches

couramment utilisées pour ce traitement [16]:

L’antibiothérapie : Ce traitement reste compliqué car les bactéries anaérobies strictes sont
souvent retrouvées dans des infections polymicrobiennes en association avec d’autres germes
aérobies, donc le choix de I’antibiotique dépendra de la sensibilité de la bactérie responsable de
I’infection [16].

Le drainage chirurgical : Dans la plupart des cas a (I’exception des pneumopathies), notamment
lors d'infections intra-abdominales ou d'abces, il peut étre nécessaire de recourir a une procédure
chirurgicale pour drainer I'infection. Le drainage chirurgical consiste a éliminer I'accumulation de

pus et a favoriser la guérison [1].
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1. Lieu et durée de stage

Notre stage a été effectué au niveau du laboratoire des "Bactéries Anaérobies et du Botulisme"
de I’Institut Pasteur d'Algérie a Dely-brahim pendant 4 mois, du 1°" mars au 30 juin 2023.

2. Objectif de I’étude

Le but principal de notre étude est de déterminer 1’implication des bactéries anaérobies dans
diverses infections suppuratives profondes limitées aux : poches parodontale, péritonites, abces

cérébral, infection articulaire, pleurésie et abcés hépatique, souvent négligées par les cliniciens.

L’obejectif secondaire de cette étude est la mise en évidence des bactéries anaérobies par des
méthodes de culture et d’identification morphologique et biochimique, ainsi que I'étude de leurs

sensibilité aux antibiotiques.

Une étude rétrospective a été menee en utilisant des données medicales préexistantes provenant
de fiches de renseignements recueillies (annexe 9) entre le ler janvier 2018 et le 30 avril 2023.
Au cours de cette période, nous avons analysé un total de 128 échantillons de type poches
parodontale, liquide péritonéale, abcés cérebral, liquide synovial, liquide pleurale et abces
hépatique.

3. Recueil de données

Tous les prelevements destinés au laboratoire des bactéries anaérobies doivent étre transportés le
plus rapidement possible en respectant les conditions optimales, en évitant tout ce qui pourrait
compromettre leur intégrité accompagnées d’une fiche de renseignements correctement remplie
avec tous les détails nécessaires. Il existe des milieux spéciaux de transport pour les prelevements
a bactéries anaérobie tels que le milieu Amies (semi gélosé ou liquide contient un tampon

phosphate inorganique et du charbon de bois et d’un indicatur coloré).

Ces prélevements doivent étre réalisés a distance de toute antibiothérapie qui risque de masquer

la présence de bactéries difficiles a mettre en évidence [22].
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Figure 1 : Milieu de transport Amies (Photographie prise au niveau de laboratoire de I’IPA)

4. Matériel

4.1 Matériel non biologique

Tableau 1 : Le matériel non biologique au niveau du laboratoire

Centrifugeuse
Vortex
Densitometre
Etuve a Séchage

Thermocycleur

Appareillage Verrerie | Réactifs Autre matériel
Anoxomat Pipettes Rouge de méthyl Aiguilles et scalpels
Bain marie Pasteur Xylene Boites de Pétri
Réfrigérateur Lames Eau distillée Bec bunsen

Etuve microbiologique | Tube & Vaseline Ecouvillon, pince, poire
37°C essais Eau oxygénée H20. | Distributeurs d’antibiotiques
Micropipettes (10- Pipettes Violet de gentiane | Disques d’ATB

1000 pl) graduées | Alcool E-test

Microscope Jarres Lugol Tube stérile

Balance anaérobies | Fuchsine Gants a usage unique
PSM Bleu de méthyléne | Huile a immersion

Glycérol
Médium API20A
Medium ID32A

Indicateur universel de Ph
(prolabo)

Les galeries API20A et
ID32A
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4.2 Matériel biologique

- Les différents prélévements recus au laboratoire.

- La Gélose Columbia au sang frais

- Le sang du mouton

- Gélose Columbia au sang + antibiotique (acide nalidixique)
- Gélose au sang laqué

- Bouillon TGY (trypticase extrait de levure glucose)

- Gélose Sabouraud + Chloramphénicol pour les champignons

5 Meéthodes
5.1 Mise en culture
5.1.1 Preéparation de milieu culture

Pour la préparation des milieux de culture nous avons suivi les étapes suivantes :

- Faire fondre la gélose Columbia dans de 1’eau portée a ébullition ensuite laisser refroidir

jusqu’a une température de surfusion comprise entre 45 et 50°C [Figure 2].

Figure 2: Flacon de gélose Columbia Figure 3 : Tube contenant 10 ml de

de 250ml prét a I’emploi dans un bain sang de mouton (Photographie prise au
marie (Photographie prise au niveau de  niveau de laboratoire de I’IPA)
laboratoire de I’TPA)

- Ajoutde 5a 10 % de sang de mouton a la gélose Columbia en prenant soin de maintenir
les conditions d'asepsie [Figure3].

- Pour homogénéiser le mélange sans créer de bulles d4air, il convient d'exercer des
mouvements rotatoires délicats sur le flacon, placé sur la paillasse.

- Couler le milieu de culture puis homogeénéiser le mélange sans créer de bulles dair, en
exercant des mouvements rotatoires délicats sur la boite placée sur la paillasse.

- Effectuer un séchage des boites de Pétri en les plagcant partiellement ouvertes dans une
armoire de séchage.
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Figure5 : Addition du sang a la gélose Figure 4 : Coulage du Falcon dans les
Columbia (Photographie prise au boites de Pétri (Photographie prise au
niveau de laboratoire de I’'TPA) niveau de laboratoire de I’IPA)

Figure 7 : Technique d’élimination Figure 6 : Séchage des boites
les bulles d’air. (Photographie prise (Photographie prise au niveau de
au niveau de laboratoire de I’IPA) laboratoire de I'IPA)

Remarque : tous les milieux gélosés doivent étre préparés extemporanément.

5.1.2 Ensemencement

Prélevement liquide : On dépose une goutte du prélévement liquide a la surface de la gélose,
puis a l'aide d'une pipette stérile, on I'étale en utilisant la méthode des 4 quadrants.

Prélevement solide : D’abord on effectue un broyage de 1’échantillon a 1’aide d’un mortier
ensuite on additionne le milieu d’enrichissement TGY, et on ensemence une goutte de
1’¢échantillon.

L’isolement se fait sur :

e Une gélose Columbia + 5% de sang de mouton, incubé en anaérobiose pendant 2 a 5
joursa 37°C.

e Une gélose Columbia au sang laqué (ce milieu permet une meilleure visualisation de la
pigmentation des colonies), incubé en anaérobiose a 37°C pendant 5 jours.
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e Des géloses Columbia au sang de mouton, additionnées d’agents sélectifs tels que

I’acide nalidixique a 100 pg/ml [3].

e Un milieu d’enrichissement TGY.

5.1.3 Incubation

Nous avons placé les boites de Pétri et les milieux ensemencés dans une jarre d'anaérobiose,
puis ajouté les catalyseurs a l'intérieur de cette jarre, ensuite, la jarre est reliée a un générateur
d’atmosphére anaérobie, I'Anoxomat ®, pour établir une atmosphere dépourvue d'oxygene
composée de 90% de N2, 5% de CO: et 5% de Ho.

La culture doit se faire en aérobie et anaérobie et incubés a 37°C dans I’étuve.

5.1.4 Lecture des boites

Aprés incubation pendant 5 jours, l'observation des boites est effectuée. Si la culture est

positive, cela signifie qu'il y a des colonies présentes dans la boite.

Pour confirmer le genre des anaérobies présents dans la culture, il est nécessaire de procéder
a la purification de chaque type de colonies observées. Cela peut étre réalisé en effectuant des

isolements séparés en anaérobiose et en aérobiose.
5.2 ldentification morphologique et biochimique des bactéries anaérobies

Coloration de Gram : Les bactéries a Gram positif ont une paroi épaisse de peptidoglycane
(colorées en violet) tandis que les bactéries a Gram négatif ont une paroi mince mais avec une
membrane externe lipidique supplémentaire (colorée en rose).

Certaines bacteries ont une morphologie caractéristique reconnue a I'examen microscopique
coloré au Gram, comme la présence d'extrémités bifidoterminales indiquant la présence de

Bifidobacterium spp, et I’aspect fusiforme indiquant la présence de Fusobacterium nucleatum.
Voir les étapes de coloration de Gram en annexe 10.
Préparation des galeries miniaturisées API 20A et Rapide ID 32A

Nous avons effectué d’abord une purification de la souche étudiée a partir d’une colonie de
la culture précédente et I’ensemencer sur des boites de gélose Columbia au sang et incuber a
37°C pendant 48 heures.
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Aprés 48 heures d’incubation, les microtubes des galeries sont inoculés avec une suspension

bactérienne qui reconstitue les tests.

Ensuite nous avons incubé la galerie APl ® 20A a 37°C pendant 24 a 48 heures en
anaérobiose et incubé la galerie Rapide ® ID 32A a 37°C pendant 4 a 5 heures en aérobiose.
Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par l'addition des réactifs. La lecture de ces réactions se fait a l'aide du
tableau de lecture et l'identification est obtenue a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un

logiciel d’identification.

- Le mode opératoire de la préparation, d’inoculation et de la lecture des galeries miniaturisées

APl ® 20A et Rapide ID32® A, est donné en annexe 11 et annexe 12 respectivement.
5.3 Etude de sensibilité aux antibiotiques

Nous avons effectué la méthode de diffusion sur gélose et détermination des CMI par E- test,

veuillez voir I’annexe 13 pour la mode opératoire.
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Résultats et discussion

1. Résultats

1.1. Diagnostic bactériologique

1.1.1. Observation microscopique

La coloration de Gram des bactéries anaérobies révele différentes formes par exemples :

1)  Actinomyces meyri est une
bactérie a Gram positif non sporulé ou

on observe des bacilles polymorphes,

corynéformes coloré en violet, peuvent

se retrouver seuls ou par paires avec
des arrangements en V, Y eten L [8]
[Figure 8].

2) Bacteroides fragilis est une bacterie
a Gram négatif asporogene et
immobiles se présentent sous forme de
batonnets disposés seuls ou par paires
et caracterisés par une coloration
bipolaire [9] [Figure 9].

3) Propionibacterium acnes est une
bactérie & Gram positif sous forme
de bacilles corynéformes ou courte

coccoides [8] [Figurel0].
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Figure 8: Visualisation au microscope
optique de Actinomyces meyri apres
coloration de GRAM (Gr : X 1000,
(photographie prise a I’Institut Pasteur)

Figure 9: Visualisation au microscope
optique de Bacteroides fragilis apres

coloration de GRAM (Gr : X 1000)
(photographie prise a I’Institut Pasteur)

Figure 10 : Visualisation au microscope
optique de Propionibacterium acnes apres
coloration de GRAM (Gr : X 1000)
(photographie prise a I’Institut Pasteur)
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4) Fusobacterium nucleatum est un
bacille a Gram négatif, non sporulé,
ayant un aspect caractéristique de
long bacille aux extrémités effilées
[Figurell].

Figure 11 : Visualisation au microscope
optique de Fusobacterium nucleatum apres
coloration de GRAM (Gr : X 1000)
(photographie prise a I’Institut Pasteur)

1.1.2. Tests biochimiques : galeries miniaturisées d’identification
e Lecture de la galerie API® 20 A aprés incubation

Apres 24 heures d’incubation et inoculation des galeries miniaturisée API® 20 A & 37°C et
ajouts des réactifs on obtient les résultats des “figures 12, 13 et 14) pour Propionibacterium

acnes, Bacteroides fragilis et Actinomyces meyeri.

En examinant le répertoire analytique de la galerie API 20 A et en recherchant le code
précédemment obtenu dans ce répertoire, il a été possible d’identifier les bactéries suspectées
avec une grande précision.

Figure 12: Résultat de la galerie API® 20 A de Propionibacterium acnes

(photographie prise a I’Institut Pasteur)
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Figure 13 : Résultat de la galerie API® 20 A de Bacteroides fragilis
(photographie prise a I’Institut Pasteur)

Figure 14 : résultat de la galerie API® 20 A d’Actinomyces meyeri
(photographie prise a I’Institut Pasteur)

1.1.3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques

La mesure des tailles des zones d'inhibition autour des disques d'antibiotiques et pour les
bandelettes d’E-test a été effectuée pour évaluer la sensibilité des souches bactériennes

détectées vis-a-vis de chaque antibiotique et selon les diametres et les concentrations critiques
(Annexe 14, 15,16).
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e Bacteriodes fragilis

Figure 15 : Résultats d’antibiogramme et des CMI de Bacteriodes fragilis effectués au niveau
du laboratoire des Bactéries Anaérobies et Botulisme de I’Institut Pasteur.
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e Propionibacterium acnes

Figure 16 : Résultats d’antibiogramme de Propionibacterium acnes effectué au niveau du

laboratoire des Bactéries Anaérobies et Botulisme de I’ Institut Pasteur.

e Actinomyces meyeri

Figure 17 : Résultats d’antibiogramme d’Actinomyces meyeri effectué au niveau du

laboratoire des Bactéries Anaérobies et botulisme de 1’Institut Pasteur.
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1.2. Etude rétrospective
1.2.1. Répartition totale des pourcentages des prélevements positifs et

négatifs des infections a bactéries anaérobies

Au sein du laboratoire des Bactéries Anaérobies et du Botulisme IPA, et durant la période
allant du 01 janvier 2018 au 30 avril 2023, un total de 207 prélévements concernant les poches
parodontale, liquides péritonéale, abcés cérébral, liquide synovial, liquide pleurale et abcés
hépatique ont été recus. Parmi eux, 80 se sont révélés positifs, représentant un taux de positivité

de 38,65%. En revanche, 127 prélévements, soit 61,35% étaient négatifs. (Figure 18)

M negatifs M positifs

Figure 18 : Secteur graphique représentant les pourcentages des prélévements positifs et
négatifs des infections anaérobies entre 2018 et 2023 (n = 207 )

1.2.2. Répartition du nombre des prélevements totaux analysés en
fonction des années

Les années qui ont enregistré les valeurs les plus élevées pour les prélévements positifs sont

les suivantes : (Figure 19)

e L'année précédente, en 2022, un total de 81 (39.13 % ) prélévements analyses.
e L’année 2021 a enregistré 79 (38.16% )prélévments analyses.

e En 2019, 21 (10.14% ) prélévements ont été analysés.

e L'année 2018 a enregistré 13 (6.28% ) prélevements analysés.

e Quant a l'année 2020, a enregistré 9(4.35% ) prélévements analysés.

e En début de ’année 2023 ,4 (1.93% )prélevements ont été analyses.
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Figurel9: Histogramme groupé du nombre des prélevements analysés ainsi qu'au
prélévement positif en fonction des années entre 2018 et 2023 (n = 207)

1.2.3. Répartition du nombre des préelevements en fonction de leurs types

Au cours de la période allant du 01 janvier 2018 au 30 avril 2023, on constate que les valeurs

les plus élevées de prélevements positifis sont les suivantes :

e Les prélevements des poches parodontales sont les plus dominants, représentant un
pourcentage de 69,56 % (144/207), suivis par liquide pleural 14.00 % (29/207)et les

préelévements des abcés cérébraux 10,14% (21/207).

e Les prélevements des liquides péritoneaux et des abcés hépatiques comptent
respectivement pour 3.38% (7/207) et 1,93% (4/207).

e Les prélevements des liquides synoviaux représentent 0,96% (2/207) des cas. (Figure
20)
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Poche parodentale [ o.56%
Liquide pleural || 14,00%
abcés cérébral - 10,14%
liquide peritonial . 3,38%
abcés hépatique I 1,93%
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Figure20: Barre groupée du nombre de prélevements en fonction de leurs types (n = 207)

1.2.4. Répartition des prélevements négatifs en fonction de la prise préalable
ou non d’un antibiotique

Au cours d'une période de 64 mois, 127 prélevements négatifs ont été trouvés. Parmi ceux-
ci, 51 prélévements (soit 40,16%) ont été effectués sans traitement. En revanche, 76
prélevements négatifs ont été réalisés apres mise sous traitement, représentant ainsi un taux de
59,84%. (Figure 21)

\

= avec traitement = sans traitement

Figure21: Secteur graphique représentant la répartition des prélevements négatifs en fonction
de la prise prealable ou non de I'antibiotique (n = 127)
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1.2.5. Répartition des préelevements positifs analysés en fonction de I’age

L'age moyen de nos patients est de 46 ans, avec une médiane de 40 ans. La plage d'age varie
de moins d'un an (nouveau-né) a 98 ans, et en analysant la répartition des patients, nous

constatons que les infections suppuratives prédominent chez : ( Figure 22)

e Les patients entre 16 a 60 ans, représentant 90 % (72 /80) des cas.
e Tandis que les tranches d'ages plus jeunes (moins de 16 ans) représentent 6,25% (5/80)
des cas.

e Les personnes agées de plus de 60 ans présentent 3,75% (3/80) des infections.

80
70
60
50
40
30
20

10 s 625% 90% 3 3,75%
[ |

<16 16-60 >60

m Effectif ™ MOYENNE

Figure 22 : Histogramme groupé du nombre de préléevements positifs analysés en fonction
d’age (n = 80)

1.2.6. Répartition des préléevements positifs en fonction du sexe

Parmi les 80 prélevements positifs, une légere prédominance masculine a été constatee, avec
46 hommes représentant un pourcentage de 57,5%. En revanche, sur un reversé de 34 femmes,

ce qui équivaut a un pourcentage de 42,5%, le sex-ratio H/F est de 1,35 (Figure 23).
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Figure23; Secteur graphique représentant la répartition des prélévements positifs en fonction
du sexe (n = 80)

1.2.7. Répartition des bactéries anaérobies strictes isolées par genres

Le nombre total de souches isolées est de 146, provenant de 80 prélévements positifs, ce qui
correspond a une moyenne de 1,41 isolat par échantillon suppuratif. Ces souches se répartissent
sur 7 genres différents. (Figure 24)

e En analysant la répartition par genre, on constate la prédominance de Porphyromonas
(notamment Porphyromonas gingivalis et Porphyromonas asaccharolytica) représentant
43.15%, suivie par celles d'Actinomyces (telles que Actinomyces odontolyticus et
Actinomyces naeslundii) avec un pourcentage de 28.08%.

e Ensuite, on observe le genre de Prevotella avec un pourcentage de 8.22% (comme
Prevotella oralis et Prevotella melaninogenica).

e Enfin, les espéces de Bacteroides (par exemple, Bacteroides fragilis) sont présentes a un
pourcentage de 6.16%.

31



Résultats et discussion

Porphyromonas spp, [ 43,15%
Actinomyces spp, [N 28,08%
Prevotellaspp, [ 8,22%
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Peptostreptococcus spp, [ 5,48%
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Figure 24: Barre groupée des bacteéries isolées selon le genre bactérien (n = 146)

1.2.8. Résistance aux antibiotiques

Lors de I'étude rétrospective, on a identifié un total de 7 genres différents. Parmi ces derniers,
nous avons choisis les plus isolés pour représenter leurs sensibilités aux antibiotiques :

Actinomyces spp, Bacteroides spp, Peptostreptococcus spp, Porphyromonas spp.
e Taux de résistance de Porphyromonas :
Nous avons effectué le test d’antibiogramme sur 18 souches de Porphyromonas :

- 4 souches résistantes a la penicilline et ampicilline/amoxicilline.

- 6 souches résistante a I'érythromycine et la clindamycine, ainsi qu'une souche résiste a la
tétracycline.

- Par contre toutes les souches présentent une sensibilité aux: Amoxicilline + Acide
clavulanique, Ticarcilline, Pipéracilline, Céfazoline, Céfoxitine, Céfotaxime, Imipenéme,
Rifampicine et au Chloramphénicol.

e Taux de résistance d’Actinomyces :

Parmi les 6 souches étudiées, les espéces d'Actinomyces présentent une sensibilité aux
bétalactamines, les macrolides, la tétracycline et a la vancomycine.
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e Taux de résistance de Bacteroides :

Nous avons réalise le test d’antibiogramme sur 5 souches de Bacteroides, et la majorité
d’elles se sont révélees resistantes a presque tous les antibiotiques, a I'exception du
métronidazole, la rifampicine et au chloramphénicol.

Le nombre des souches résistantes observés sont les suivants :

- 3souches résistent a la penicilline et a I’ampicilline/amoxicilline

- Une souche résiste a : I’Amoxicilline + Acide clavulanique, la ticarcilline, piperacilline,

céfazoline, céfoxitine, céfotaxime, imipeneme et a la tétracycline

« Taux de résistance de Peptostreptococcus :
Parmi les 7 souches testées de Peptostreptococcus :

- 3souches résistent a la clindamycine.
- 3 souches présentent une résistance a I’érythromycine.

- Une souche résiste a la ticarcyline.
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2. Discussion
2.1. ldentification bacteriologique

Les infections profondes a Bactéries Anaérobies sont encore un probléme de santé publique.
La connaissance des agents pathogenes responsables de ces infections et de leurs sensibilités aux

antibiotiques peut étre utile dans le choix d’un traitement approprié.

Dans le laboratoire des bactéries anaérobies de I’Institut Pasteur, la détection des bactéries
anaérobies débute par une identification macroscopique permettant d'observer certaines
caractéristiques particuliéres de ces micro-organismes, telles que 1’aspect, 1’odeur et la couleur
(par exemple pour le genre Porphyromonas on observe une pigmentation noir). Suivie

d’identification microscopique qui est basée sur la coloration de Gram.

L'étape cruciale de ce processus d'identification consiste a utiliser des tests biochimiques, pour
lesquels les galeries Rapide 1D32 A ou API20A sont employées. Ces tests permettent d'obtenir
des informations détaillées sur les caractéristiques biochimiques des bactéries anaérobies,

facilitant ainsi leur identification précise.

Une fois la présence de bactéries anaerobies confirmée dans 1’échantillon, il est essentiel de
réaliser des tests de sensibilité aux antibiotiques. Ces tests permettent non seulement de surveiller
le profil de résistance des bactéries, mais aussi de déterminer l'efficacité des antibiotiques
specifiques contre cette bactérie. Cette information est importante pour aider les médecins a
choisir le traitement antibiotique le plus approprié et a assurer une prise en charge adequate des
patients atteints d'infections profondes. Dans ce but, un antibiogramme par méthode de diffusion

en gélose et la détermination des CMI par E-test ont été effectués.
Etude réetrospective

Cette étude a eu pour objectif de caractériser le profil bactérien des infections purulentes au
sein du laboratoire des Bactéries Anaérobies et du Botulisme IPA (Institut Pasteur d'Algérie). De
plus, elle a permis d'évaluer la sensibilité aux ATB des bactéries responsables de ces infections.
Le choix de se focaliser sur le theme des infections profondes pour cette étude a été choisi en
raison de leur gravité et de leur large variété clinique, notre étude a été limite aux infections de

poches parodontale péritonite, abces cérébral, infection articulaire, pleurésie et abces hépatique.
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2.2.1. Les prélevements totaux des infections a bactéries anaérobies

Les résultats de I'étude démontrent que sur une période allant de Janvier 2018 a Avril 2023,
80 soit 38.65% des prélevements realisés ont été identifies comme des infections a bactéries
anaérobies strictes, cela indique qu'un peu plus d'un quart des préléevements. D'autre part, le taux
de cultures négatives est de 61.35% soit 127 prélevements, ce qui signifie que la majorité des
prélevements ne présentaient pas de croissance bactérienne significative lors de la culture en
laboratoire qui peut se lié a I’antibiothérapie préalable ce qui donne des résultats faussent
négatifs. Ces résultats révélent que les infections a bactéries anaérobies strictes représentent une
proportion notable parmi les prélevements analysés, ce qui souligne I'importance de surveiller et

de gerer ces infections.

Le taux de positivité observé dans cette étude est moindre en comparaison avec les résultats
obtenus dans d'autres recherches antérieures. Par exemple, une étude menée en 2020 au
Département de Microbiologie de I'Ecole de Médecine SMS en Inde, a révélé un taux global de
positivité de 85,02%, soit 1902 prélévements positifs sur un échantillon de 2237 patients [38].
De méme, une étude menée a la faculté de médecine et a l'université de Lumbini, Palpa, Népal,
a rapporté un taux de positivité de 64,7% sur 400 échantillons testés [36]. Cela peut étre expliqué
par les différentes populations étudiées et les facteurs de risques retrouvé dans chaque étude
comme 1’age avancé, les pathologies tumorales ou les interventions chirurgicales, et noter que
cette étude est menée sur une large variéte d'infections, tandis que notre étude est bien limitée
aux infections suivantes : poches parodontales, péritonites, abcés cérébraux, infections

articulaires, pleurésies et abces hépatiques.
Une autre étude réalisée en Chine a enregistré un taux de positivité de 64,46% sur 467 cas [36].
2.2.2. Les prélevements positifs analysés en fonction des années

Cependant, il est intéressant de noter les années ou les prélevements positifs ont été plus

fréquents, comme en 2021 pourraient étre en corrélation avec la pandémie de COVID-19. Les

surinfections bactériennes associées au COVID-19 sont les moins fréquentes, mais elles peuvent

survenir chez certains patients, en particulier ceux qui ont une maladie sévére et prolongée. Les

patients atteints de COVID-19 peuvent étre plus vulnérables aux surinfections bactériennes en

raison de I'affaiblissement de leur systeme immunitaire ou de l'utilisation préalable d'antibiotiques

pour traiter des infections non virales [24].
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2.2.3. Les prélevements analysés en fonction de leurs types

Les prélevements des poches parodontales, abcés cérébral et liquide pleural, sont les plus
dominants ceci est dii a ’atmospheére favorable au développement des bactéries anaérobies dans ces
localisations profondes et fermées.

En raison de la nature fermée des poches parodontales, ces infections peuvent étre plus difficiles a
traiter et peuvent persister plus longtemps. De plus, la présence de plaques dentaires et de débris
alimentaires dans ces espaces fournit un substrat nutritif pour les bactéries anaérobies, contribuant
ainsi a leur prolifération. Ces conditions favorables peuvent conduire a une augmentation des
infections a Bactéries Anaérobies Strictes dans les poches parodontales, les espéces les plus trouvées
sont Porphyromonas gingivalis, Prevotella oralis, Actinomyces, expliquant ainsi pourquoi ces
prélevements sont plus fréqguemment positifs dans I'étude.

Les abcés cérébraux avec un taux 10.14 % sont des affections rares qui se développent
généralement par proximité a partir d'une infection ORL (otite, sinusite, phlegmon de I'amygdale,
etc.) ou dentaire. La contamination peut également se produire par voie hématogéne a partir d'une
source d'infection dans les poumons ou le tractus digestif. Lorsque I'infection a une origine bucco-
pharyngée, Bacteroides fragilis est rarement impliqué. Les especes les plus fréeqguemment retrouvées
sont Peptostreptococcus et Actinomyces dans la plupart des cas, ces infections sont de nature mixte,

impliquant a la fois des bactéries aérobies et anaérobies [25].

2.2.4. Les prélévements analysés en fonction de I’age et de sexe

La répartition spécifique des infections suppuratives en fonction des tranches d'age des
patients étudiés, indique que la majorité des cas d'infections profondes (90 %) ont été observées chez
les patients &gés de 16 a 60 ans. Cette constatation suggére que cette tranche d'dge est
particulierement sujette a développer ce type d'infections et pourrait étre liée a des facteurs tels que
le mode de vie, I'exposition a des risques environnementaux et les conditions de santé spécifiques.
Les patients &gés de moins de 16 ans représentent 6.25 % des cas d'infections profondes. Cette
proportion relativement faible pourrait étre attribuée a des facteurs tels que des mécanismes de
défense immunitaire plus efficaces chez les enfants, une exposition moindre a certains agents
pathogenes, et le fait que les enfants peuvent étre plus susceptibles de développer d'autres types
d'infections spécifiques a leur &ge. Les personnes agées de plus de 60 ans représentent 3.75% des cas
d'infections profondes. Ils peuvent présenter des défenses immunitaires affaiblies et des conditions

médicales sous-jacentes, ce qui pourrait les rendre plus vulnérables aux infections.
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L’age moyen enregistré dans notre travail (46 ans) est inférieur de celui rapporté par une étude au

Maroc qui est 52 ans.

Une légeére prédominance masculine a été constatée, avec une fréquence de 57.5% par rapport a

42.5% pour les hommes (rapport hommes/femmes =1.35).

Cependant, nos résultats sont un peu compatibles avec ceux de I'é¢tude de Hamid et al. (2020)
conduite au Soudan, ou une prédominance masculine a été rapportée avec une sex-ratio H/F=
2,73[37]. Une autre étude menée en Espagne a rapporté une fréquence de 50,6 % pour les hommes,
ce qui équivaut un sexe-ratio de 1,02. En revanche, nos résultats sont différents a ceux d'une étude
réalisée en Inde, qui a montré une prédominance légerement féminine (52,9%) avec un sexe-ratio
H/F=0.89 [36].

2.2.5. Les bactéries anaérobies strictes isolées par genre

Les infections anaérobies montrent une predominance des bactéries a Gram négatif pour plusieurs
raisons. Tout d'abord, les BGN sont mieux adaptées a un environnement sans oxygene (anaérobie)
comme les cavités profondes, les tissus nécrosés. De plus, la majorité des especes de BGN font partie
de la flore normale de lI'organisme humain, résidant par exemple dans le tube digestif, le tractus génito-
urinaire et les voies respiratoires. Ainsi, lorsque ces bactéries penétrent des sites profonds du corps
suite a une lésion, une chirurgie ou une rupture des barriéres naturelles, elles peuvent causer des
infections a bactéries anaérobies. Par ailleurs, les BGN sont spécifiquement associés a des maladies
anaérobies telles que les abces intra-abdominaux, les infections de la cavité buccale, les infections
des voies respiratoires, les infections pelviennes et les infections post-chirurgicales. Il est important
de noter que certain BGN anaérobies peuvent étre plus résistants aux antibiotiques que d'autres types
de bactéries, ce qui peut compliquer leur traitement et rendre les infections plus persistantes.

L'analyse de la répartition des isolats par genre révéle que les bactéries de genre Porphyromonas
étaient les plus dominants dans les échantillons étudiés, suivis par les Actinomyces, puis les
Prevotella, Bacteroides, Propiobibacterium, Peptostreptococcus et enfin Gemella. Ces résultats sont
proportionnels avec les pourcentages des différents types de prélévements analysés, tels que les

poches parodontales, les abcés cérébraux, les liquides pleural et péritonéal.

En outre, il est important de noter que ces bactéries sont les plus fréqguemment retrouvées dans ces

différents types de prélévements. Cependant, il convient de prendre en compte que la prédominance
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des genres de bactéries peut varier en fonction de la nature spécifique de chaque infection, ainsi que

de sa localisation.

La documentation médicale indique que les infections profondes sont généralement associées aux
bactéries Gram-positives [36]. Cependant, cette prépondérance n'est pas constante a I'échelle
mondiale, car des enquétes récentes réagissent dans divers pays d'Afrique, d'Asie et d'Europe ont
signalé que les bactéries Gram-négatives prédominent dans les infections suppuratives. Jusqu'a
présent, les raisons de cette variation géographique restent floues. Cette possibilité pourrait étre
activée par des facteurs écologiques tels que le climat, les pratiques d'hygiene personnelle et la

surveillance des infections nosocomiales [37].

2.2.6. Reésistances aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques chez les bactéries devient de plus en plus importante dans le monde
entier. L’évolution des bactéries vers la résistance ou méme la polyrésistance aux antibiotiques, serait
inéluctable parce qu’elle représente un aspect particulier de 1’évolution générale des bactéries qui
n’est pas stable. Les bactéries anaérobies strictes, présentent des résistances naturelles a certains
antibiotiques tels que les aminosides et le sulfaméthoxazole, ce qui en fait des criteres diagnostiques

pour cette catégorie bactérienne.

Le genre Porphyromonas présente une résistance naturelle a la fosfomycine, vancomycine et aux
polymixines. Peu de résistances ont été décrites en Europe chez les différentes especes de
Porphyromonas. Seule la présence d'une béta-lactamase de type CfxA a été décrite, Les études
indiquent des taux de résistance trés faibles pour I'amoxicilline, les associations pénicilline-
inhibiteurs, la clindamycine et le métronidazole. Il convient toutefois de souligner que des résultats
considérablement divergents ont été rapportés dans une étude menée en Colombie, ou des taux de
résistance de 20 a 25 % ont été observés pour I'amoxicilline, la clindamycine et en particulier le

métronidazole [28].

Les bactéries du genre Actinomyces sont naturellement résistantes au métronidazole (absence du
métabolisme ciblé), mais sont fortement sensibles aux aminopénicillines et aux bétalactamines, aussi
sensible a la vancomycine et la rifampicine, cette étude est similaire a celle qui a était faite en

Belgique.

Le genre Bacteroides, et notamment le groupe fragilis, est le plus grand porteur de résistance chez

les anaérobies. Ces bactéries étant fréquemment rencontrées en pratique clinique.
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La présence d’une pénicillinase naturelle (CepA) est associée a la résistance aux aminopénicillines.
Cette pénicillinase n’est cependant pas présente ou exprimée chez toutes les souches, et certaines
souches peuvent donc avoir des concentrations minimales inhibitrices (CMI) sensibles [26]. La
sensibilité des Bacteroides aux céphalosporines de 3e génération est considérée comme médiocre, et
tout résultat sensible doit étre considéré comme intermédiaire. Les antibiotiques fréquemment
sensibles sur ces espéces sont le métronidazole, les associations pénicillines-inhibiteurs (contrairement
aux associations céphalosporines inhibiteurs) 1’adjonction de ce dernier ne suffisant pas a rattraper la
faible affinité des premiéres pour les PLP], les carbapénemes, la clindamycine, la tigécycline. De
nombreux mécanismes de résistance peuvent étre retrouvés chez Bacteroides. Le principal mécanisme
de résistance a la céfoxitine est une diminution de 1’affinité de certaines PLP a cette molécule, mais
cette résistance peut aussi étre imputable a un autre type de béta-lactamase, CfxA, transportée par un
élément génétique mobile [26,27]. La béta-lactamase de type métalloprotéinase CfiA (aussi appelée
ccrA) peut étre responsable d’une perte d’activité de ’ensemble des béta-lactamines, mais de
nombreuses souches conservent une sensibilité aux carbapénémes du fait d’une expression variable du
gene en fonction de ’insertion d’un promoteur efficace en amont (élément d’insertion notamment)
[26]. Une impermeabilité de la paroi peut étre associée a chacun de ces méecanismes, renforcant la

résistance et diminuant I’effet des inhibiteurs [28].

De nombreux types de génes nim ont été mis en évidence chez des Bacteroides, portés soit par des
plasmides, soit par des transposons. Ils entrainent une diminution de la sensibilité au métronidazole,
mais d’autres mécanismes de résistance non-transmissibles a cet antibiotique sont aussi rencontrés
[29].

Plusieurs génes de résistance aux macrolides et apparentés ont été décrits chez Bacteroides (genes
erm, linA, mefA, msrSA), parfois retrouvés associés dans une méme souche, et fréquemment

responsables de résistances in vitro.

Le gene tetQ est responsable, quant a lui, de la majorité des résistances a la tigécycline observées,

méme si d’autres génes ont été décrits [26].

Le Bacteroides du groupe fragilis constitue un des isolats le plus fréquent, il présente le plus fort taux
de résistance confirmant les données de littérateur. Le taux de résistance observe dans notre étude a
I’association amoxilline + acide clavulanique est supérieur aux données francaises, on observe une
augmentation de résistance dans notre étude et d’autre recherche dans de nombreux pays (142), elle
est liée a I’acquisition d’une séquence d’insertion (IS1124) en amant du gene cepA associée a des

pertes de porines [40].
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Résultats et discussion

Les études récentes en Europe ont rapporté une résistance a la céfoxitin similaires a celle observee

dans notre étude, par contre une proportion plus élevée a été retrouvée en Belgique [40].

D’autres études américaines, européennes et asiatiques rapportent une résistance aux carbapénémes

plus faible par rapport aux résultats de notre etude [40].

Pour le genre Peptostreptococcus, la résistance aux macrolides est déterminée par les genes erm, le
plus souvent par ermTR, les Peptostreptococcus sont généralement sensibles aux pénicillines,

céphalosporines, aminopénicillines, carbapénémes, clindamycines et métronidazoles [26].
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Les bactéries anaérobies strictes sont fréiqguemment impliquées dans les infections profondes
développées a partir des microbiotes endogenes. Au fil des décennies, leur classification a fait I'objet
de révisions continues, ce qui a conduit a la description de nouvelles espéces et des changements de

dénomination pour d'autres.
La mise en culture bactérienne permet un diagnostic de certitude des bactéries anaérobies strictes.

Les résultats de cette étude rétrospective étalée sur 5 ans nous a permis d’obtenir un pourcentage de
38.65 % (80) des prélévements positifs des infections profondes a bactéries anaérobies a partir de 207

prélévements récoltés.

Les principales infections étaient les infections de la poche parodontale (69.56 %), suivies par les

infections pleuraux (14.00 %) et les abces cérébraux (10.14 %).

Les bactéries anaérobies strictes isolées appartiennent essentiellement aux genres:
Porphyromonas spp (43.15 %), suivie par les Actinomyces spp (28.08 %), puis Prevotella spp (8.22
%), Bacteroides spp (6.16 %), Propionibacterium spp (6.16 %), Peptostreptococcus spp (5.48 %), et
enfin Gemella spp (2.74 %).

Le genre Bacteroides, et notamment le groupe fragilis, est le plus grand porteur de résistance chez

les anaérobies.

L’émergence de ces souches nous oblige a intensifier la surveillance et I’amélioration de la qualité
de la prise en charge des infections profondes, la réduction de la consommation des antibiotiques avec
la recommandation de 1’antibiotique adéquat, la sensibilisation pour les professionnels de santé ainsi
que le public, I’application de mesures d’assainissement, d’hygiéne et de prévention des infections

peuvent étre I’enjeu principal pour bien controler ces infections.

Perspectives :
Elargir I’étude et varier les types d’infections (infections vaginal, infections sur matériel).
Approfondir I’identification des bactéries par d’autres techniques comme la PCR.

Elargir également 1’étude sur des infections mixte Aérobies- Anaérobies.
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Annexe 1 : Schéma représentant la classification de principales bacteéries
anaérobies strictes [1]

Bactéries anaérobies strictes

Cocci

—

Gram+

Poplostroptococcus
Peptococcus
Poptoniphitus

COPIOCOCOUS

Finegoidia
Goffkya

Parvimonas

Sarcina

\

Bacilles

Gram-
o Vellonela Gram+
o Acdaminococcus
o Megasphaera
)
sporulés non sporulés
o Clostridum
Porfringens o Actinomyces
o Clostridium o Eubacterium
Totani ¢ Bifidobactorium
o Clostridium ¢ Lactobacterium
Botulinum o Proplonobactonum
o Clostridium
Spp



Annexe 2 : Les anaérobies de la flore endogéne (d’aprés SM. Finegold)




Annexe 3 : Caractéres d’identification des Actinomyces [18]

A.israelii | A.gerencseriae | A.naeslundii | A.odontolyticus | A.eyropaeus
Catalase - - \Y/ - -
Uréase - - + - -
Nitrate \Y V \/ + -
réductase
Hydrolyse de | + + + \ \Y
I’esculine
b-hémolyse - - - - -
Saccharose + + + + \Y
Mannitol V + - - -
Xylase + \Y/ \/ \/ -
Mannasoe + + + - \%
Raffinose + + + - -
- : absence ; + : présence ; V : variables
Annexe 4 : Caracteres biochimique des bacilles gram positif [3]
Propionibacterium | Propionibacterium | Propionibacterium | Pseudo-
acnes avidum granulasum propionibacterium
propionicum
Catalase + + + 0
Croissance | ANA ANA/A ANA ANA
optimale
Indole + 0 0 0
Reéduction + 0 0 +
des nitrates
Esculine en |0 + 0 0
anaérobiose
Saccharose |0 + + +
Maltase 0 + + +
B-hémolyse | V + + 0

0 : absence ; + : présence ; V : variables ; ANA : anaérobie ; A : aérobie




Annexe 5 : Caracteres biochimiques des bacilles a Gram négatif [18]

Les bactéries
Q [<B) [B)
n 7] <3} [+ 0
@ ol 2| ol o| o ol 2| v| & ol 8| &
2 o= 82 8 8 8 g 85| 8 2|8 s =
S L o 3| 9l =Ll v 8 S| =2 B S L L=
< 22 B 22 E 3 ST L
[ — s S
Ol D Eluwl v =20 a2l 20l & 8 Xl ol FlO
Bacteroides fragilis |+ | _ | _ [+ |+ |+ |+ [+ | |+ | _ |/ | _|_|_|_|_
Fusobacterium [ I I IS S S I I I I (N N N N IS I
nucleatum
Prevotella bivia [ R O I A S I 1 A N I A A I A R
Porphyromonas R [ I D Y A I Y A R R R R
gingivalis
- : absence ; + : présence ; / : variables




Annexe 6 : Liste des principales bactéries anaérobies souvent responsables des

infections profondes [3]

Type des bactéries | Genre Especes
anaérobies

A. Israelii

A. Georgiae

A. Gerencseriae

. Meyeri

. Viscosus

Actinomyces . Naeslundii

. Neuii

. Odontolyticus

. Pyogenes

. Turicensis-radingae

. Acidipropionici

. Acnes

. Australiense

Bacilles & Gram

. \ . Avidum
positif non sporulé

. Cyclohexanicum

. Freudenreichii

. Granulosum

Propionibacterium . Jensenii

. Microaerophilum

. Propionicum

. Thoenii

. Caccae

W| @W| ©U| ©W| ©U| ©U| U| ©U| TU| U| U TU| O X X X X X > >

. Distasonis




Bacilles a Gram
négatif

Bacteroides

. Eggerthii

. Fragilis

. Galactunoricus

. Ovatus

. Strecoris

. Thetaiotaomicron

. Uniformis

. Pneumosinte

. Merdae

. Vulgatus

. Capillosus

. Coagulans

W W W W W W W wW| W W W W w

. Ureolyticus

Prevotella

Prevotella
pigmentées

P. Denticola

. Intermedia

. Melaninogenica

. Corporis

Prevotella

. Buccae

. Bivia

. Disiens

. Oralis

TU| ©| ©| ©W| Ul U TU| O

. Oris

P. Veroralis

non pigmentées

Porphyromonas

P.

asaccharolytica

P.

endodontalis

P.

gingivalis

Fusobacterium

F.

mortiferum

F.

necrophorum

F.

nucleatum




.varium

. asaccharolyticus

. anaerobius
Peptostreptococcus . Spp
Peptococcus . Niger
Peptophilus . asaccharolyticus
Gemella . morbillorum

. curtisii
Mobilunicus . mulieris
Veillonella . parulva




Annexe 7 : Principaux mécanismes d'action des antibiotiques. [11]

colimvycu

(1) Inhibition de la synthse 2) Inhibition de la synthdse
de la paroi bacténenne la membrane cytoplasmique
A

Béta-lactamines \/ - — -
Glycopeptides £ 77 .\\\'\.
Fostomycinef| \
‘ .\( e L— /,H

.\“\\\

(3) Inhibition de la @ \
synthése protéique Inhibition de la
i T T synthése de FADN
Té cide fusids .-@A“"”ms Quinolones

11
)

Annexe 8 : photographie d’un résultat d’une CMI effectuée [20]




Annexe 9 : Fiche de renseignement au niveau de laboratoire des Bactéries
anaérobies de I’Institut Pasteur
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Annexe 10 : Mode opératoire de la coloration de Gram [12]

1-

Préparation du frottis

Prélever a I’aide d’une pipette pasteur stérilisée 2 a 3 colonies bactériennes de la boite de Pétri.
Transferer ces colonies dans un tube a essai contenant 2 ml d’eau physiologique.

Agitez le tube a I'aide d'un vortex pour obtenir une suspension bactérienne homogene.
Préparez une lame propre et stérile.

Déposer sur la lame une goutte de suspension bactérienne.

Etaler la suspension du centre de la lame vers ’extérieur en mouvement circulaire.

Laisser sécher la lame a 1’air libre ou en déposant dans une armoire de séchage.

Fixer le frottis en passant la lame a la flamme du bec bunsen (2 a 3 fois)

Coloration de Gram

Recouvrer le frottis bactérien fixé avec quelques gouttes du violet de Gentiane et laisser agir pendant
environ 1 minute.

Jeter ’excés du colorant et rincer délicatement la lame a 1'eau courante.

Ajouter du Lugol (mordant) et laisser agir pendant environ 1 minute. Ensuite, jeter le colorant et
rincer & nouveau a I'eau courante.

Ajouter de l'alcool a 95° pendant quelques secondes (15 a 30 secondes) pour décolorer le frottis
bactérien.

Rincer a nouveau la lame a I'eau courante pour stopper la décoloration.

Recolorer le frottis bactérien avec de la Fuchsine pendant 30 secondes a 1 minute.
Rincer a I'eau du robinet pour éliminer I'exces de colorant.

Sécher la lame avec un papier buvard

pour passer a I’observation, placer la lame sur un microscope optique ajouter une goutte d’huile a
immersion, et observer a un grossissement de x100.



Annexe 11 : Mode opératoire de la galerie API 20A [13]
A- Préparation de I’inoculum

- A partir d’une culture pure prélever a l'aide d'un écouvillon stérile quelques colonies obtenues sur
gélose au sang en anaérobiose.

- Ouvrir I'ampoule d’API® Medium devant le bec bunsen.

- Tenir I'ampoule verticalement et émulsifier les germes en frottant I'écouvillon par rotations contre
la paroi de I'ampoule tout en restant dans le milieu de suspension. Cette suspension doit étre utilisée
extemporanément.

- Avec un densitomeétre mesurer régulierement la densité optique de la suspension bactérienne pour
obtenir une suspension d’une opacité finale de 3 McFarland.

B- préparation de la galerie
- Inscrire les références des souches sur la languette latérale de la boite.

- Utiliser une pipette stérile munie d’une poire et inoculer délicatement et sans créer des bulles d’air
chaque microtubule la galerie, en l'inclinant légérement.

- ajouté I’huile de vaseline dans la cupule IND pour éviter I’évaporation de tryptophane.

- placer la galerie ensemencée dans une jarre d’anaérobie avec un régénérateur et fermer
hermétiquement.

- Connecter la jarre d'anaérobiose au générateur d'atmosphere anaérobie (Anoxomat®) et incuber a
37°C pendant 24-48h.

C - Apres incubation

- Ajouter une goutte de réactif de Xyléne et une goutte de Kovacs dans la cupule IND et lire dans
les 5 minutes qui suivent, une réaction positive se traduira par l'apparition d'un anneau rouge a la
surface de la suspension.

- Ajouter 1 a 2 gouttes de H202 a 3 % dans la cupule GLU ou dans n’importe quelle cupule ou le
sucre est fermenté. L'apparition des bulles d’air indique une réaction positive (test de catalase).

- Ajouter une goutte d’indicateur coloré de pH dans tous les sucres : (ou il y’a un doute de lecture),
une coloration jaune ou vert-jaune indique une réaction positive qui doit étre enregistrée sur la
fiche de résultats.

D - Interprétation

- Détermination du profil numérique : utiliser la fiche de résultats qui contient une reproduction
du schéma de la galerie APl 20 A comprenant 20 tests, ainsi que la réaction de la catalase et 3
tests de morphologie : SPOR pour la présence de spores (+, —), GRAM pour le résultat du test
Gram (+, —) et COCC pour la présence de cocci (+, -).

- Les tests sur la fiche de résultats sont regroupeés par trois, et une valeur de 1, 2 ou 4 est indiquée
pour chaque test, en additionnant les valeurs correspondant aux réactions positives a l'intérieur
de chaque groupe, on obtient 8 chiffres qui constituent le profil numerique.



- Alaide du Catalogue Analytique Rechercher le profil numérique dans la liste des profils.

yapic20 A

Systéme didentification des baciéries anadnbies

INTRODUCTION ET OBJET DU TEST

Le systéme APl 20 A pemet de rechercher rapdement et
facilement 21 caractéres pour fdentfication biochimigue
des bactéries anaérobies. ['auires caracéres tels que
croigsance en gélose profonde, aspect des colonies,
morphologle cellulaire, coloraion de Gram .. sont &
rechercher et & intégrer dans I8 méthodologle utlisée
pour pouvoir réaliser une identiicaion compiéte. La liste
compléte des backéries qu'l est possible didenifier avec
ce gysteme est présente dans ke Tebleau d'identficaion
enfin d natice.

PRINCIPE

La galerie APl 20 A comporte 20 microfubes contenant
des substrats déshydratés. Les miorotubes sont inoculés
gveC UNe Suspension bactérienne qui reconstiue les
tests. Les réactions produites pendant | période
dincubation se tredulsent par des viges colorés
SpONtEnes ou révekés par [addition de réactfs.

L& lecture de ces régctions sa fait & [ade du Tableau de
Leciure et lidentficaion est obterue & faide du
Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.

PRESENTATION (coffret de 25 tests)
- 25 galeries API 20 A
+ 25 baftes dincubation
+ 25 ampoules d AP 20 A Medium
+ 25 fiches de résulats
« 1 notice
COMPOSITION
Galerie
La compostion de |a galerie AP 20 A est reporiée dans le
tableau de lecture de cefte nofice.
Milleu
API2A | Tryphcase 5g
Medium | Extrait de levure 5g
aml Chiorure de sodum 25g
Ltryptoghare 02g
L-cystine 04g
Heémine (origing porcine) 005g
Vitaming Kx 0ig
St e s g
s o wiy
Eau démineralsée g3p 1000 il
68T
REACTIFS ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON
FOLRNIZ
Régclfs | nstrumenttion

« Hulle ge parafine (Rt 70 100)

« Réacifs: BCP (Réf 70510)
EHR (Rét T0520)
XYL [Réf. 70530)

« M arand Sancard (Ref, 70 800)

« Cetgogue Analyiaua AP| 20 A (Ref. 20 340), lngile
idenificabn aphweb ™ (Ref,40 011), utomate
ATB ™ qu i AP {zonsulter biohférews)

- Eauonygéndesal a3%

Matériel

+ Ecouvilions

+ Pipeties ou PSipetes

« Systéme danaérobiose

- Portolr pour ampoiles

« Protge-ampaule

« Equipement général de laborafoire de bactériologle
dont lampe UV (365 nm)

PRECAUTIONS D'UTILISATION

« Pour diagnostic in vitro et pour contrdle micro-
biologique.

+ Pour usage professlonnel uniquement.

« (e coffiet contient des composants dorigine animale.
La maliize de lonigine etiou de Iétat senitaie des
animau ne pouvant garantr de fapon absolue que ces
produits ne conflennent Bucun agent pathogéne
tranamisaibie, |l est recommands de les manipuler avec
les précautions dusege relatves aux  produfs
patentiellament infactieux (ne pas ingérer, ne pas
nhaler).

o Les prélevements, cultures beciériennes et produits
ensemencés dorvent &re considérés comme paten-
tielement infectiew et donvent &ire manipulés de fagon
appropride.  Les technigues aseptigues et les
précautions usuelles de manipulation pour e groupe
bactérien étudié doivent étre respectées tout au long de
la manipulaion ; se référer & *CLEINCCLS M2g-&
Protection of Laboralory Workers from  Insirument
Biohazards and infectious Dissase Transmited by
Blood, Body Fluids, and Tissue; Approved Guideline -
Révision  en  vigueu.  Pour  informations
complémentaires sur les précautions de manipulation,
5 rafiérer & ‘Biosafety in Microbiological and Biomedical
Labaratories - COCMNIH - Demiére édition’, ou & Ia
réglementation en wigueur dans le pays d'utiisation.

« Me pas utiliser les réaciifs aprés |a date de pérempbion.

« Auant utlisaton, 5'assurer de [intégrité de ['emballage
et des composants.

« e pas utiliser de galenies ayant subl une aitérabon phy-
sique - cupule déformée, ..

» Quvrr les ampoules délicatement comme suit -

+ Flacer [ampoule dans |2 protége-ampaule.
« Tenir fensemble vertcalement dans une
main {bouchon bianc vers |2 haut).

+ Bennfocer e boucon
* Modde

- « Recauvrr [a parte incinée dy bouchan

vzt |3 premiére phalange du pouce.

« Exer une pression avec |2 pouce 4 l
base de 3 parte Inclinée du bouchon de
fapon & casser Fexfémité d Fampotle.

* Hodela 2:

« Exreer une pression orizontale avec e
paice 3ur |3 parte sie du bouchon de
fapon & casser Fextémité e Mempotle.

« Ratrer Fampote du protége-ampodle !
conserver e profége-ampoule pour une
Ulleefon uigneure

+ Enlever déicatement e bouchon.

«Leg performances présentdes sont obienves avec la
méthodologie indiquée dans cefie nobce. Toute dé-
viation de méthodalogie peut altérer les résuitats.

» Linterprétation des résutats du test doft &fre fate en
tenant compte du contets cnigue ou autre, de lonigine
du prélévemant, des aspects macro et microscopiques
de 1a souche et évenfusliement des résultats d'aures

tests, en particuber de fantiblogremme.

CONDITIONS DE STOCKAGE

Les paleries ef mileu se conservent & 2-6'C jusgu la
date imite dutilisation indiquée sur lemballage.

ECHANTILLONS (PRELEVEMENT ET PREPARATION)
AP1 20 A ne dot pas & utlisé drectement & partr des
prélévements dorigine clinique ou autre.

Les microorganismes A identfier doivent dans un premier
temps &ire Isodés sur un millew de culfure adapté sslon les
techniques usueles de bactériolagie.

MODE OPERATOIRE

Préparation de [ineculum

« Quvrir fampoule dAP) 20 A Medum comme indiqué au
paragraphe “Frécautions d utiisation”.

oA faide dun écouvilon, prélever toutes les colonies
ghlentes sur gélose au sang en anaérobise. Liliser
préférentiellement des culires jeunes (18-24 heures).
Bien vérfier |3 pureté de la souche (éveniugllement,
réaliser une subcultwe 4 perfr dme colonie bien
Isciée).

o Tenir l'ampoule verbcalement et émulsifier les germes
en frottant fécoulion par rotations contre (@ parol de
'ampoule fout en restant dans e milleu de suspension.
L'opacité finale doit &ire supérieure ou égale 4 celle de
[étglon 3de McFariand. Cette suspension doit Sfre
Utlisée extemporanément. Les baciéres & crolssance
lente peuvent nécessier plusiewrs boftes de subculture
pour obtenkr Finoculum de la densité requise.

NOTE : Pour maintenir une certane anaérobiose, |
convient d'éviler fintroduction d'arr kors de home-
géngisation du mieu.

Préparation de la galera

sRéunir fond et couvercke dune bolte dincubation et
réparti environ 5 mi d'eau distilée ou déminéralisée [ou
toute eau sans additf ou dérivés susceptibles de ibérer
des gaz (Ex : Cle, CO: .|| dans les aivéoles pour créer
une amosghére humide.

e lnsorive |es références des souches sur 3 languetie

Isérale d o bofte, (Ne pas nacrve [es références sur
le cowverck, celulcl pouant e dplacd s de 8
g,

« Sorr e ﬂEJ|EI'iE AP 2 A de son emballage &t 2
dépaser dans I bote dncubation.

« i faioe dune pipetie stérle, inoculer a galere avee
API 10 A Medum ensemence, en &viant 2 formation ge
bulles et en inclngnt légérement | galerie
. Pour st GEL) remplrtube et cuple.

« Pour e test [ND, rempl seulement e e avec
AI 20 A Medm et rempir I3 cupule avec de fhule
e paafne, pour évier Mévaporaton de Findole
fomé.

« Refemer [z bafle dincubation &t ncuber 24 heures
(¢ 2 heures| & 36°C ¢ 2'C, en chambe anaéotle, en
|ame ou en sachet ididuel

« Le surplus o AP 20 A Medium peut senr § vérfier |3
pureté et la viabilté de |2 souche, en inoculant une
géiose profonde ou un jeu de 2 boftes de milieu de
cultwre, incubdes fune en aémbiose, fautre en
anaérobiose.

LECTURE ET INTERPRETATION
Lecture de Iz galerle

Beaucoup de bactéries anaérobies donnent en 24 heures
une répanse claire et facde & inerpréler, mals ceraines
souches ont une crolssance lente et ne sont identifiables
quaprés 48 heures dincubation.

« Aprés incubation, |3 lecture de |a galerie doit se faire en

5@ référant au Tableau de Lecture.

o Nater sur la fiche de résultats toutes les réactions
spontanées (ne nécessitant pas |'addibion de réactifs).
« Révéler |2 tests nécessitant addtion de réactifs

- Le BCP du milleu réactionnel peut &tre décoloré par
réduction. Dans ce cas, révéler la réaction
d'acidfication en sjputant 1 goute de réactf BCP
dens tous |es microfubes contenant des carbo-
hydrates. Une couleur jaune ou vertaune indique
une: réaction positive & noter sur la fiche de résultats.

- Test IND : ajouter 1 goutie de réachf XYL Mélanger et
attendre 2-3 minutes. Ajouter 1 goutte de réactif EHR.
Le réactif doit rester & |3 surface du mélange
wylénehule de paraffine au niveau de la cupule (afin
e ne pas diluer la coloration dans ke micrafube). Lire
dens les 5 minutes gui suivent. Une coulewr rouge
indique une réaction positive & noter sur la fche de
résultats.

- Test CAT: La production de catalase est mise en
evidence aprés 30 minutes d'exposition des galeries &
[ar lore. Ajouter 2 gouties de HeO: & 3% dans un
fube posif. L'appariton de bulles indique une
réaction positive & noter sur|a fiche de résultats.

Interprétation
L'identfication est obtenue & partr du profil numérigue.
+ Distermination du profil numérique :

La fiche de résultats reprodult le dessin de I3 galerie

API 20 A avec ses 20 tesfs, plus 13 réaction de la

catalase et 3 tests de morphologie : SPOR pour spore

[+, -], GRAM (+,-) et COCC pour coccus (+,-). Sur la

fiche de résultats, les lests sont sépanés per groupes de

rois et une veleur 1, 2 ou 4 est indiquée pour chacun.

En addfionnant & ntéieur de chague groupe les

valeurs comespondant & des réachons positves, on
obfient 4 chiffres qui consttuent le profil numérique.

 Irantdirating -

s Igentfcafon
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CONTROLE DE QUALITE
Les milieux, galenes et réactifs font Fobget de contriles de gualité systématiques aux différentes &apes de lewr fabrica-

pon. Un conitrble

des itests de la galerie est de plus réslisable par 'utilisateur avec la souche

bactérnlogigue
1. Clostridium perfringens ATCGC® 13124 de préférence ou I'une des souches suvantes -

2_ Bacteroides ovaius ATCC Ba83 3. Clostridium sovaaii ATCC 8714
ATCC - American Type Culture Collectson, 10801 University Boulevand, Manassas, Wi 30110-2209, USA.
o | uRE | Guw | Mam | wac | sac | wmee | sac | xve | ara ||LSEL] | Bsc | Guy | cEL | MuE | Lz | meF | sOR | Fee | TRE | caT
1. | - - - - * + + - - - " - + | = + - - w - + -
= - — - + - + + + -+ - — + — + + - -+ — + + +
a3 - - +* — _ _ + — — — + — — — — _ — — — — —

* Ce résultat peut waner en fonction du miliew de culture utiliss.
Frofils obtenus aprés 24 heures dincubation aprés culbure swr gélose Columbia aw sang de mouton.
Il est de la responsabilitd de Futilisateur de g'assurer que b2 contrdle de qualitéd est mis en oeuwre conformé&ment 4 la

lggislation locale en vigueur.

LIMITES DU TEST

=Le systéme API20A est desting & [lidentification
bicchimique des bactéries anadmbies présentes dans la
base de données (voir Tableau didentfication en fin de
natice) et & elles seules. | ne peut atre utilisé pour
identifier d'swires microorganismes ou exchere  leur
présence.

= Seules des culbwres pares Cconbenant
microorganisme dovent &tre wtilisses.

wn seul type de

RESULTATS ATTENDUS

Se référer au Tableau didentificaton
notice pour les  mésultats  attendus
réactons biochimiques.

en fin de cete
des  différentes

PERFORMANCES
2068 souches I:|-E dwersea ongines et souches de
collactiom =T aces de la base de

donnéas ont St testées ;

- 89 % des souches ont &té cormectement
(awec ou 28NS tests complémentaines).

- 5.8 % des souches nont pas &8 identifiées.

- 5.2 % des souches ont &t mal identfiées.

identifides

ELIMIMATION DES DECHETS

Eliminer les réactifs wiilisés ou non utilisés ainsi que les

matériels & usape unigque contaminés en suvant les
relatives sux  produits  infectieux  ou

patentiellerment infectieux.

B incombe & cheque laboratoire e gérer les déchets et

les effluents guil prodwt selon lewr nabere et leur

dangerosité, et d'en assurer (ou faire asswrer) e
tradtement 2t [élimination sslon les réglementations
applicables.

e Fiche des résultats vierge pour la galerie API 20A :

REF.:

C€

072258

| ... .../, BIOMERIEUX

Origine / Source / Herkunft /
Origen / Origem /  Npothedon

API®20 A

Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :

IND URE GLU

O

MAN LAC SAC [ MAL SAL XYL | ARA |GEL ESC | GLY CEL MNE| MLZ RAF SOR | RHA TRE CAT | SPOR GRAM COCC
7 £ o 7o, i I <oz P
O, R W ), A S8

Impimd on Fance / Printed In France husd_amons

Autres tests / Other tests / Andere Tests /
Otras pruebas / Altri test / Outros testes /
AAAeg e£e1Gong dra tester /

Andre tests / Inne testy :

ident./ Tautomoinon




e Tableau de lecture :

RESULTS =
ACTIVE ary
TESTS|  INGREDIENTS | (mglcup.) REACTIONPRNIVINR NEGATIVE | POSITIVE
- '~ 4 n -
IND L-tryptophane 098 INDole formation yellow red
URE urea 0648 UREase yellow-orange red
BCP
GLU D-glucose 1.96 acidificaton (GLUcose)
MAN D-mannitol 1.96 aciddicatvon (MANnNitol)
LAC D-lactose 1.96 acdificaton (LACtlose)
(bovine ongin)
SAC | D-saccharose (sucrose) 1.86 acidificaton (SACcharose) purple yeliow / yeliow-grean
MAL D-maltose 196 acidification (MALtose)
SAL salicin 1.64 acidification (SALicin)
XYL D-xylose 164 acidification (XYLose)
ARA L-arabinose 164 acidification (ARADbInose)
gelabn 2 no diffusion aiffusion
@J (bovine ongin) 06 hydrolysis (protease) (GELatin) of pigment (1) of black pigmeant (1)
yoliow (2) prown-black (2)
esculin 036 .
ESC fernc citrate 0.11 hydrolysis (R-glucosidase) (ESCulin) in UV (385 nm)
fuorescence ] no luorescence
ace
GLY glycerol 1.82 acidification (GLYcerol)
CEL D-cellobiose 186 acidification (CELloblose)
MNE D-mannoso 1.96 acigification (ManNosE)
MLz D-molozinose 196 acidiication (MoLeZilose) purple yellow / yellow-green
RAF D-raffinose 218 acidificavon (RAFfinose)
SOR D-sorvitol 218 ncidificaton (SORDbIto!)
HHA Lrhamnose 196 acidficaton (RHAmMnose)
TRE D-trehalose 1.96 acidification (TREhalose)
After 30 min in air
CAT - CATnlase no bubbles bubbles
SPOR - sporos absent presemt
GRAM - Gram roaction pink violet
coccC - morphology rod coccus




Annexe 12 : Mode opératoire de la galerie ID32A [13]
A - Préparation de I’inoculum

- A partir d’une culture bactérienne pure prélever a l'aide d'un écouvillon stérile quelques colonies
obtenues sur gélose au sang en anaérobiose.

- Ouvrir I'ampoule d’ID® Medium devant le bec bunsen.

- Tenir I'ampoule verticalement et émulsifier les germes en frottant I'écouvillon par rotations contre
la paroi de I'ampoule tout en restant dans le milieu de suspension. Cette suspension doit étre utilisée
extemporanément.

- Avec un densitométre mesurer régulierement la densité optique de la suspension bactérienne Pour
obtenir une suspension d’une opacité finale de 4 McFarland.

B - Inoculation de la galerie
- Sortir la galerie de son emballage.

- Inoculer la galerie en distribuant 55ul a I’aide d’une micropipette P200 dans chaque cupule et
Recouvrir le test UREE avec 2 gouttes d’huile de paraffine.

- Mettre le couvercle sur la galerie.

- Incuber pendant 5 heures en aérobiose a 37°C.

C- Lecture de la galerie

Révéler toutes les réactions en ajoutant 1 goutte des réactifs suivants :

- FB (a partir du test PAL jusqu’au test SerA)
- kovacs dans la cupule IND

- réactif de GRIESS-ILOSVAY dans la cupule NIT

- réactif TRIS dans chacune des cupules : PAL, a-GAL, B-GUR et B-GAL

D- Identification

- Apres lecture visuelle, le catalogue analytique est utilisé aprés avoir codé les réactions obtenues en
un profil numérique.

- Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1,2 ou 4 est
indiquée pour chacun : on additionne a I’intérieur de chaque groupe les valeurs correspondant a des
réactions positives.

- Les 24 premiers tests (partie gauche de la galerie) permettent d’obtenir un profil a 8 chiffres, en
associant les 4 chiffres de la rangée supérieure (1) aux 4 chiffres de la rangée inférieure (0).

- Les 5 autres tests (partie droite) sont des tests complémentaires utilisés sur indication du catalogue

Analytique en cas de faible discrimination.



pid ID 32 A

e d'identification des bactéries anasrobies

“NTRODUCTION ET OBJET DU TEST

(a8

rapid 10 32 A est un sysiéme standardisé pour
videntification des bactéries anaérobies en 4 heures,
“comprenant 29 tesls enzymatiques minfalurisés, ainsi
qu'une base de données. La liste compléle des bactéries
qu'il est possible dlidenlifier avec ce systame est présente
dans le Tableau d'ldentification en fin de notice.

La lecture et linterprélation sont automatiques oU
manuelles.

PRINCIPE

La galerie rapid 1D 32 A compore 32 cupules, dont
29 sont ulilisées commae cupules lests et contiennent un
milieu réactionnel déshydraté.

Aprés 4 heures d'incubalion en aérobiose, les réaclions
sont lues soil avec les instruments ATB TM Expression™
ou mini AP! 7, soit visuellement,
Lidentification est  oblenue a
d'identification.

laide d'un logiciel

PRESENTATION (coffret de 25 tests) :
- 25 galeries rapid ID 32 A
- 25 couverclaes d'incubation
- 1 nolice

COMPOSITION DE LA GALERIE
La composition de la galerie rapid 1D 32 A est reparlee
dans e Tableau de Lecture de celle notice

REACTIFS ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON
FOURNIS
Réactifs / Instrumentation
- API Suspension Medium, 2 mi (Réf. 70 700) ou
3 mi (Réf 70 640) si utilisation de 'Inoculatoeur ATB
- Reéaclifs ; JAMES (Rel. 70 542)
NIT 1 + NIT 2 (Réf, 70 442)
FB (Ref. 70 562)
- Huile de paraffine (Ref. 70 100)
- DENSIMAT (Réf. 99 234) ou Densitometra ATB
ou McFarand Standard (Réf, 70 900), point 4
- ATB Expression ou mini APl etiou
logiciel d'identification aplwet T (Rel. 40011)
{consulter bioMernieux)
- Pipette Electronique ATB (consulter bioMérieux)
au Inoculateur ATB et Embouts (Réf 15 710)

Matériel

- Ecouvillons
- Pipettes ou PSipettes
- Portoir pour ampaules

- Protége-ampoule
- Jarre gnaéroble + générateur d'anaérobiose

Géloses au sang fraichement préparées (géloses &
bese Columbla de sang de cheval ou maoulon,
additionnées eéventuellement de vitamine K3, en
particulier sl une bacténie du groupe des bacléries
anaérobles pigmentées en noir esl suspectée).
- Equipement général de laboraloire de bactériologie

ONS D'UT ILISATION

PRECAUTI
« Pour diagnostic /n vitro et pour contrbie micro-

biclogigue. ement.
« Pour usage professionnel ""'q"m. dorigine animale.

. Ce coffret contient des composa rétat sanitaive des

‘co de lorigine etfou de
La mallriee C% Jant garantir de fagon absolue qus e

animaux g oo
its ne contiennent aucu

lrraztdst:nisslble. il est recommandé de les mt:;lw:;r avec

les précautions d'usage relatM-.vsl zmr' neo.;tu((pe:

potentlellemenl infectieux (ne pas Ing 2

inhaler). P ek

ts et cullures : f
potentieflement infectieux et doivent

considérés comme

stre manipulas de fagon appropriée par un pe o

compélent et averti. Les techniques aseptiques €

précautions usuelles de manipulallc:; ;:oumr le Ig:"c;uzz
i 1udié doivent étre respectées toul au

g rihiseia "CLSI/INCCLS M28-A,

]a manipulation | se référer a
Protection of Laboratoty Workers from Instrument

Blohazards and Infectious Disease Transm{ﬂed by
Blood., Body Fluids, and Tissue; Approved Guideline -

« Les pralévemen

Révision en vigueur”, Pour infqrmaﬁpns
complémentaires sur les précautions de manlpulapon,
se rélérer a "Biosafety in Micro-

biological and Biomedical Laboratories - CDC/NIH -
Demiére édition”. ou a la réglementation en vigueur
dans |e pays d'ulilisation,

« Ne pas utihser les réactifs aprés |la date de péremption.

= Avant utiisation, s'assurer de lintégrité de 'emballage
des differents composants.

= Ne pas utiliser de galenes ayant subi une altération phy-
sique : cupule déformée, sachet déshydratant ouvernt, ...

» Les performances présentées sont obtenues avec la
méthodologie indiquée dans cette notice. Toute dé-
viation de méthodolagie peul altérer les résuitats.

* Linterprétation des résultals du test doit &tre faite en
tenant compte du contexte clinique ou autre, de l'arigine
du pvrélévemenl. des aspects macro et microscopiques
de la souche el evenluellement des résultats d'autres
tests. en particulier de Fantibiogramme.

CONDITIONS DE STOCKAGE

Les galeries se conserve|
¢ n 8" ’ #
d'utilisation indiquée sur l'e:n?)::lggg FIRPRLS: G e

ECHANTILLONS (PREL
y EVEMENT ET PR
rapid ID 32 A ne doil pas étre EPARATION)

techniques usuelles de b-eterbologle

MODE OPERATOIRE
Sélection des colonies

* A partir d'une colo
R nie bien isolée, f;
Cormn:‘z?ft; sang fraichement eou‘l'or: &Qb:m?mbln
eddilionng % de sang de cheval ou de mouton,
e e“ évenluenamum de . \
anadrotr Une bactérie dy groupe des K&Mon
S Pigmentées on noir est ° < -

anaérobiogg, 24 heures & 38°C )'* 2°C en

t’ hinkkaviaiinl @ s
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Préparation de la galerie

* Sortir Ia galerie de son emballage

« Jeter le sachet de déshydratant,

* Mettre le couvercle,

= Inscrire (a référence de la souche sur la languette
latérale de la galerie. (Ne pas inscire la référence sur le
Couvercie, celul-cd pouvant élre déplacé lors de la
manipulation).

Préparation de I'inoculum

* Ouvrir une ampoule d'API® Suspension Medium, 2 ml
(3mi si wilisation de llnoculateur ATBTM) comme
indiqué au paragraphe "Précautions d'utilisation” de la
nolice du produit ou utiliser un tube contenant de l'eau
distilée stérile sans additif.

* A Tside d'un écouvillon. prélever la culture sur gélose au
sang. Uliliser préférentiollement des cullures jeunes
(18-24 haures)

égale a

* Préparer une d'opacité
4

suspension
4 de McFarand - mesurer avec le Densilomélie ATB
(diode n* 30) ou avec le DENSIMAT ou évaluer par
comparaison 4 un témoin  d'opacilé (McFarland
Standard). Cette suspension dolt é&tre ulilisée
extemporanément.

NOTE : En cas de lecture AUTOMATIQUE de la galerie,
utiliser IMPERATIVEMENT le Donmitomatre AT8 ou le
DENSIMAT pour sjuster Topaclé de la suspension

bacténenne

Inoculation de la galerie
= Inoculation AUTOMATIQUE

- Déposer sur un poroir de l''noculateur ATB, Ia galerie,
rampoule d'AP| Suspension Medium ensemencée et
rEmbout.

. Linoculateur va réaliser automatiquement (homo-
généisation de rFampoule et le remplissage dos
cupules (55 pl / cupule).

« Inoculation MANUELLE :

. Homogénéiser 'ampoule d'API Suspension Medium
ensemencée ef inoculer la galerie en distribuant 55 pl
de suspension par cupule avec fa Pipette Electronque
ATB

« Recouvrir le test URE avec 2 gouttes dhuile de

paraffine {cupule 1.0).

« Metire le couvercle sur la galerie
e Incuber 4 36*C = 2°C pendant 4 H
aérobiose.

-4 H 30 en

LECTURE ET INTERPRETATION

Lecture de |la galerie )
Révéler toutes las réactions de la rangée O en ajoutant
1 goutie das réaclifs sufvants : "

- Test NIT (cupule 0.0) : réactifs NIT 1 et NIT 2,

- Test IND (cupule 0.1) : réactif JAMES.
. Tests PAL & SerA (cupules 0.2 8 0.E) : réactif FB.

Lire aprés 5 minutes (sans excéder 10 minutes) :
e Lecture AUTOMATIQUE avec ATB Expression M ou
mini APl : o

- védifier [a propreté de la partie centrale de [a
afin de permettre la reconnaissance du code de la

galerie par le lecteur, i
. vérifier la concordance entre lintitulé impamé sur fa

galerie ot I'intitulé de la galerie proposé par le logiciel.
Le lecteur enreglistre la couleur pour chague cupule et
transmet les données a l'ordinateur.
* Lecture VISUELLE
se reportor bu Tableau de Lecture. Noter les résullats
sur Ip fiche de rasullals,
NOTE : Selon les lots, il peut étre observé pour cenaines
espaces bactériennes une légére variation dans [a
nuance et l'intensité de la coloration de la réaction,

Interprétation
Lidentification est obtenue & partir de la base de données

Vv32):

« APRES LECTURE AUTOMATIQUE .
les résuftals transmis & l'ordinateur sont Inlerprélés par
le logiciel didentification d'ATB Expression ou de mini
API.

« APRES LECTURE VISUELLE :
les réactions oblenues sont codées en un profil
numérique |
Sur la fiche de résullals, les tesls sont séparés par
groupes de trois el une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée pour
chacun = on addtionne a Fintérieur de chaque groupe les
valeurs correspondant & des réactions posilives,
Lidentification est  obtenue avec le logiciel
d'identfication apiweb ™M en ontrant manuellemeont ou
clavier le profil numérique a 10 chiffres : les 4 chiffres de
la rangée supérieure gauche (1.0 4 1.8), suivis des
4 chitfres de la rangée inférieure gauche (0.0 a4 0,8),
suivis enfin des 2 chiffres des lests complémentaires |
- 9" chiffre pour la codage des tests GDC, aFUC

(1.C, 1.0)

. 10* chiffre pour HisA, GGA, SerA (0.C, 0.0, 0.E).
: S T AT

cwf 1 awie
o et = D

2103 3306 04 Propilonibacterium acnes
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CONTROLE DE QUALITE

. Un contréle
Les galeries font fobjet de conlrblon deo qualitd systémaliques aux diffarentes out')“r'szd::"c::b":g? s souche
bactériologlque des tests do la  galerle ol de plus ‘ronlluhlo 2;“ Caioa
1. Capnocytophaga sputigena ATCC® 33612 (*) de préltrence ou Fune dos sou ATCC 16087
2. Closticum sordelli ATCCOTIA A4 Actinomycos vincosus ATCC 23745
3 Clostndium sporogenes ATCC 10404 5 Hactoroidos frogilia

ATCC : Amencan Type Cullure Cotlection. 10801 Unwveraily Boulovard, Manassns, VA 20110-2200, UGA

: yrA] 1| A | oy ] HA | C0A Bard
) ey (e[S D e e (O (B | ) R ) 0 (P e (P T [

Ol B R L B
il T wlelve Vs Ve | B R S S “- alig ey ol ] )0 )i-] it . o
2 = A R L) ) O W I D O I | 1 I O A I : = e Y O
| i R ) W] e BN ) A = =) 2 2 P 0| o et 5 vl 1 S ] B ] 33 3 =
A - - . . - ' . - X- 2 N . = - Nlcs |-= - 4 - 2 £ = -
L b o . . - . . - - . . . . . - - . v - 4 V 2 o~ V ’ . -

Profils oblenus aprés culture des souchus sur golose Columbla ay sang de moulon, en leciure aulamatiquo,
(*} Capriocytophago sputigono identilio 4 Capnocytophogn spp sur ropid 1D 32 A

Il ost de la responsobiite de Vullisateur de s'assurer quo fo contrbly du quifité o8t mis an oeuvre conformoément  la
legistation locale en vigueur,

RECOMMANDATIONS RESULTATS ATTENDUS

Pour oblenlr les melleurs résultats avec 1a golerlo  Se réltrel su Tablesu d'ldentfication en fin do cetla

rapid 1D 32 A, respector scrupuleusamant los points  nolice pour los résultate  oltendus des dilférentes
sulvantu do la mathedalogie . rénctions iochimiguos
« Vérifier que ta bactérle a [gentfior possede los

caractéristiques  géndrales dus gurmas  anadrobios PERFORMANCES

(lests marphologiques, cotalase, absence de C1ousance 3013 souchos de diveroes orlgines ™ souches de
an agrotlase . ). callschon appartonant sux uspocos de 1g base de
e Ubliser e millew disalement  recommandd dans o données onf 16 teuldes -

présonte nobice {geluss Coluinbia ay sang}, :

; + 93.86 % des nouches ont 16 corractement Identifides
« Aster précluément Flioculum a 4 de Melnrlpng ot {avac 0:1 sans tusts complbme nt(::loe? R
utiliser wmpérativament 1o Densitomalte ATH o o 4,22 % dus souches n'ont pas Ol idohliﬁéos
DENSIMAT lorsquu la golerie ust luo o Interprotty avec s
X -1
les insuments ATB "™ Cxprossion ™ oy mini ARY®. B3 % des uouchos ant é16 mal idenliniges.
¢ Defveer exaclement 55 ul par cupule avec la Pipotte
Electronique ATH ou Hnoculateur ATH tumpéralll m 1y ELIMINATION DES DECHETS

galene est e ot interprétée avne ATR Expression oy Eliminer tns (eactify ulihshs ou non ulilisés alnsl que leg
mini AP matériols & usage uniquo contaminds on suivant los
* Raspeder le tomps d'wicubation ot ts leinps de leclue procédures

relatives  aux  produily Infectieux oy
» Veiller 3 ta qualité dns reachls sutveller la date e potentiellement Infactioux.

peremplian, fes conditions de canservation ef ne pas |l Incambe & chaque laboraloire do gorer

dépasser 1 mos aprés ouverture des ampoules l6s effluents qu'll pradul seton feur

dangerosité, ot den assurer {ou fal

LIMITES DU TEST traitement el ['élmination talon los
¢« Le systeme 1apd 10 32 A est destine a fdentification applicablos.

des especes menbonnées dans 13 basy de donnéys

(volr Tableau d'ldentification en fin de notica), el & élles

seules. Il ne peut dtre wlilisé pour identfier d'aulres

NICroorganismes ou eclure luur présence
* Seules des cultwes pures confenant un

mMigomganisme dowent &ue yllisees

les déchets o
nalure el |eyr
0 assurer) le
réglamentations

seul lype de




rapid 10 32 A

TABLEAU DE LECTURE A
RESULTAT ",
QTE REACTIONSIENZYMES A
CUPULE| TEST COMPOSANTS ACTIFS (mglcup) NEGATIF
006 |UREase i
1.0 URE |uree 0.77 |Asginine DiHydrolase
1 ADH | L-arginine - ase
12 GAL Mmpmnw-oo-q-mom"“'“ ol B A
= ARD. 0.052 n-GAlLact
13 | eGAL phenyl-8D-gal sl 8-Galactosidase
14 | sep o-ohosohl‘ plerey ’ 023 | & Presptite
7 LUcosidase Incolore
15 | aGLU | 4-nitrophenyt-aD-glucopyranoside :g: “‘OL o
18 sGLU onmwncnymoummmmm : & AB R“M“’“m“m N
17 | aARA |4 1 furcpyrancside | 0.024 ja- Ronidnse
1.8 |GBGUR l-nlropMnMD-glualronm 0.026 :’G'“U o R s
1.9 GNAG mMny‘-NouMD-ﬂuwmlnlu 0.028 -Acetyl-0-Glucosa
- o 0.56 Fermantation de MaNnosE .
:: ::E D—u!l:\n::: 0,56 Fermentation de RAF(Inose ouge
1 .c GDC | acida glutamique 0,058 |Ac Gistamique DéCarboxylase |aune-vert
10 aFUC | 4-nitrophényt-ul-fucopyranoside 0,024 |a-FUCosidase Incolore
1E - | cupute vice . cupule wde :
1F - cupule vide cupule vide .'
00 NIT | potassium nilrate 0.14 Réduction des NiTrales ncolore
-
0.3 IND | L-tryptophane 0,056 | Production d'INDole \ncolore
< T
02 PAL | 2-naphiyl-phosphale 0,04 Phosphalasae ALcaline Incolore | pourpre
FB /5 min < 10 min
R
03 ArgA | L-arginine-B-naphtylamide 0,050 | Arginine Arylamidase
04 ProA | L-proline-B-naphtylamide 0048 |Proline Arylamidase
05 LGA | L-leucyl-Lglycne-3-naphtylamide 0,052 |Leucyl Glycine Arylamidase
06 PheA | L-phenylalanino-G.naphtylamide 0,048 | Phenylalanine Arylamidase
07 LeuA | L-laucine-G-naphtylamide 0,052 | Leucine Arylarmdaso
08 PyrA | acide pyroglutamique G-naphtylamde 0,044 | Ac Pyroglutamiquo lore
Arylamidase o':'°° A orange
09 TyrA | L-tyrosine-G-naphtylamide 0,052 Tyroslne Arylamidase nge
0.A AlsA | L-alanyt-L-alanine-G-naphtylamwde 0.048 Alanine Arylamidane
o8 GiyA | Lglycine-C-naphtylamide 004 Glycine Arylamidaso
ocC HisA | L-hisbdineg-G-naphtylamidge 0.048 | Histidine Arylamidase
acge L-glutamyl-L .glutamique Glutamy! ac. Glutamique
00 | GGA | a haphtylamde 0.068 | \riamidase
0E SerA | L-serine-G-naphtytamide 0,04 Serino Arylamidase
O.F - cupule vide E cupule vide n

= Les quantités Ingdiquées peuven! &lre ajustées en fonction das tilres des malidres premiéres,
« Cenaines cupules contiennent des composants d'ongine animale, nolammenlt des peptones.
METHODOLOGIE |
TABLEAU OIDENTIFICATION n
BIBLOGRAFPHIE

vtoeoD

w
TABLE DES SYMBOLES v
FICHE DE RESULTATS Vi
ATCC es! une Maque Viste, d eVou enreg appanenant a A Typea Culture Collection,

Fiche des résultats vierge pour la galerie Rapide ID 32 :

HisA :): ) apc

5§ 8
gl L 1 X

o C

—
g

rapidiD
32A

C

TyrA f) © j BNAG
AlaA /) > /3 MNE
GlyA f) ® f) RAF

PyrA /)|m ") peur

:
A
(_\
:

PheA ﬂlm /3 BGLU

g
~
5
-~

g

arga  )|w
ProA /)l-b /3 BGP

NIT

o)
-




Annexe 13 : Mode opératoire d’un test de sensibilité aux antibiotiques par méthode

de diffusion sur gélose et CMI par E-test [23]

1-

Préparation de I’inoculum

A I’aide d’un écouvillon prélever quelques colonies a partir d’une culture bactérienne jeune et pure.
Transférer I’écouvillon dans un tube qui contient 5 a 10 ml de bouillon Brucella Agar. .
Homogénéiser a 1’aide d’un vortex pour avoir une opacité finale de 1 McFarland.
Ensemencement de I’antibiogramme

L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de 1’inoculum.

Plonger I’écouvillon dans I’inoculum et éliminer I’excés de liquide en tournant 1’écouvillon sur les

parois du tube.

Faire des stries serrées a la surface entiere de la boite de gélose, en faisant tourner la boite d'environ

60 °C entre les stries pour assurer une distribution uniforme et en répétant cette étape 3 fois. [20]

Terminer I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la péripheérie de la gélose. Si plusieurs boites

de Pétri sont ensemenceées, recharger I'écouvillon a chaque fois.
3 - dépot des disques d’antibiotiques et E-tests

Déposer les disques d’antibiotique sur la gélose manuellement avec une pince stérile. (Maximum

4 disques sur boite de pétri de 9 cm de diametre)

Appliquer une légere pression avec une pince stérile pour assurer un contact complet du disque avec

la gélose.

Pour les E-tests appliquer la bandelette sur la surface de la gélose avec I'échelle vers le haut et le
code de la bandelette vers I'extérieur de la plaque, en la pressant avec une pince stérile sur la surface
de la gélose et s'assurer que toute la longueur du gradient antibiotique est en contact complet avec

la surface de la gélose.

Eviter de déplacer les disques des antibiotiques et les bandelettes d’E-tests apres application.
Mettre les boites de pétri ensemencées et renversées a l'intérieur d’une jarre d’anaérobiose.
Introduire des catalyseurs a 'intérieur de la jarre d’anaérobiose et la verrouiller hermétiquement.

Connecter la jarre d'anaérobiose au générateur d'atmosphére anaérobie Anoxomat®



- Incuber la jarre pendant 48 heures a 35£2°C en anaérobiose.

Remarque : I’incubation doit se faire rapidement dans les 15 minutes qui suivent le dépdt des

disques (au-dela de 30 minutes les zones d’inhibition seront faussement agrandies).
4 - Lecture et interprétation de ’antibiogramme

- Apres incubation mesurer les diameétres des zones d'inhibition a I'aide d’un pied a coulisse et les
comparer aux diameétres des concentrations critiques.

- La CMI est lue directement sur I'échelle en pg/ml au point ou le bord de I'ellipse d'inhibition coupe

la bandelette de test CMI. [20]



Annexe 14 : Les valeurs critiques de I’antibiogramme de Bacteroides fragilis [39]

5. 217. Bacteroides du groupe fragilis (Bacteroides et Parabacteroides)

Bacteroides du groupe fragilis (Ba des et Parabacteroides) et

Liste stand
Amoxiciline-acide clavulanique Ertapéneme
Pipéracilline-tazobactam Tigécycling
Imipénéme Linézolide
Clindamycine Rifampicine
Moxifloxacine Chloramphénical
Métronidazale

Antibictiques

d'inhibition
Les concentrations critiques et les diamétres ont &té déterminés pour les espéces Bacteroides du groupe fragilis et Parabacteraides.
Certaines souches apparaissent faussement résistantes au métronidazole si anaérobiose n'est pas comrecte. |l y a lieu de contréler le résultat voire confirmer cette
résistance par détermination de la CMI.
La résistance au métronidazole a été observée chez quelgues souches de B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. ovatus, B. vulgatus, B_ stercoris, B. uniformis, P disfasonis,
P merdae, et Odoribacter splanchnicus.
La résistance & l'imipénéme a été observée chez B. fragilis, plus rarement chez B. thetaiotaomicron et P distasonis.

Amoxicilline-acide 4 g 2010 2* 17% | 17-20 |1/ Pour évaluer la sensibilité, la concentration en acide clavulanique est
clavulanique fixée & 2 mgiL.

Pour les diamétres compris entre 17 et 20 mm, déterminer la CMI si
Pipéracilline-tazobactam 82 18* 3008 | 298 | 17® | 17-20 |nécessaire. Les souches sensibles & I'amoxiciline-acide clavulanigue

sont également sensibles & pipéracilline-tazobactam. Il existe quelques
souches résistantes a l'amoxicilline-acide clavulanique et sensibles a

Ertapénéme 05 | 05 - - pipéracilline-tazobactam (défaut de porine).
2/B. Pour évaluer la sensibilité, la concentration en tazobactam est fixée
_ _ a4 mglL.
Imipénéme 2 4 10 24° | 18° [ 18-23 |poyr les diamétres compris entre 17 et 20 mm, déterminer la CMI si
nécessaire.
Méropénéme 3 8 Les su-uchas ré_sismntes a pipéracilline-tazobactam sont résistantes
I'amoxicilling-acide clavulanigue.
Clindamycine g FE] F] R 15% | g-15 |C. Pour les diamétres compris entre 18 mm et 23 mm, déterminer la CMI
sl nécessaire.
La résistance aux carbapénémes est croisée pour |'ensemble des
Linézolide* 2 4 30 28° - carbapénémes.
3/D. Lecture aprés 48 + 4h d'incubation. Pour les diamétres <15 mm,
Tigécycline 4 ] 15 21 - déterminer la CMI sl nécessaire.
4/E. Interprétation valable pour le tédizolide. Pour les diamétres < 28 mm),
Rifampicine 4 16 30 108 140 déterminer la CMI si nécessaine

F. Pour les diamétres < 21 mm déterminer la CMI si nécessaire

G. Pour les diamétres compris entre 14 et 18 mm, déterminer la CMI si
Métronidazole 4 4 /A 15 15 B8-15 |nécessaie

H. Un disque & 4ug est utilisable dans les mémes conditions.

Lecture aprés 48 + 4h d'incubation. Pour les diamétres < 15 mm, contriler
le résultat voire déterminer la CMI. Un défaut d'anaérobiose peut entrainer
une fausse résistance.

Diamétres critigues
(mm) Chifires arabes pour les commentaires portant sur les concentrafions
iitiques (CMI)
Letires pour les commentain sur les diamétres critiques
infibition

atinme ertinie
ntrgtlr.nnL IIL"T"H- harge

il

Antiblofiaues (suite) .
LI LIES | 3Ll Ijl-‘!-qLIE

(1)
Chloramphénicol g | 8 N8| AHB
Moxifloxacing 121 2 § | 2H8| 18




Annexe 15 : Les valeurs critiques de ’antibiogramme des Bactéries a Gram

négatif a I’exception de Bacteroides du groupe fragilis [39]

5. 28. Anaérobies stricts & Gram négatif 4 I'exception des Bacteroides du groupe fragilis et Parabacteroides

Prevotella, Pon

Liste standard (EUCAST) I omplémentaire (CA-SFM)
Amaoxiciline Ertapénéme
Amaxicilline- acide clavulanique Tigécycling
Pipéracilline-tazobactam Linézolide
Imipénéme Rifampicing
Clindamycine Chloramphénicol
Moxifloxacine
Métronidazole

Antibiotiques
portant sur les diamétres critiques
inhibition
Les concentrations critiques et les diamétres critiques ont été déterminés pour les espéces des genres Bilophila, Fusobaclenum, Mobiluncus, Porphyromonas et Prevotelia.
Certaines souches peuvent &tre aéro-tolérantes et cullivées en atmosphére enrichie en CO,. La sensibilité des baciéries anaérobies aéro-tolérantes doit &tre déterminée
en anaérobiose.
Certaines souches apparaissent faussement résistantes au métronidazole si Fanaérobiose n'est pas correcte. Il y a lieu de contrdler le résultat voire de confimmer cette
résistance par détermination de la CMI.
La résistance au métronidazole a été observée chez quelgues espéces de Prevolella (ex. P baroniae | P buccae, P bivia, P. dentalis, P. denticola, P nanceiensis, P.
melaninogenica, P. oralis), exceptionnellement chez Porphyromonas assacharolytica.
La résistance 4 |'imipénéme a été observée chez F. mortiferum et F. vanum.

critigues i Diamétres crif
e (mm) Chifires ara 0 mentaires porant sur les concentrations
Antibiotiques (suite)
ur les commentaires portant sur les diamétres critiques
dlinhibition
Pénicilline G , ! A. Chez Fusobacterium la nitrocéphine permet de metire en évidence
la production d'une pénicilinase. Si présence de pénicilinase, répondre
résistance croisée 2 la pipéracilling.
Chez Prevotella, la production de B-lactamase ne peut &tre recherchée
Amoxicilling 05 | & : : 4 [aide de la nitrocéphing {mauvais substrat). Toute souche de CMI 2

0.5 mgiL produit une f-lactamase et doit &tre répondue résistante aux
amino-pénicillines, a la péniciling G, aux céphalosporines de premiére

1 1 A A
:I:l:ﬂ :':Ibl:l:z-aclda 4 8 0 A 1770 génération, au céfuroxime et aux céphalosporines de troisiéme génération
orales. Une souche ayant une CMI < 0.25mg/L est considérée comme
senzible et non productrice de R-lactamase.
Pipéracilline-tazobactam g [ 18 06 [ 2% | 17 (720 | poyr toutes les gspéces, une diférence entre les  diamétres de
I'amoxiciline et de I'amoxiciline-acide clavulanigue ne signifie pas qui'l
Ertapénéme 05 | 08 N N existe ung pruduct_inn de A-lactamase (action antibacténienne intrinséque
’ ' de ['acide clavulanigue).
1/A. Pour évaluer [a sensibilité, la concentration en acide clavulanique est
Imipénéme 2 | 4 10 | 245 | 16° | 1823 |fixeedZmgl.
Pour les diaméfres compris entre 17 et 20 mm, déterminer la CMI si
nécessaire.
2/ B. Pour évaluer la sensibilité, la concentration en tazobactam est fixée
L 2 : 4 4 mgiL. Pour les diaméires compris enfre 17 et 20 mm, déterminer Ia
CMI si nécessaire.
Clindamycine 4 41 2 . 15% | 8-15 |C. Pour les diamétres compris entre 18 et 23 mm, déterminer la CMI si
nécessaire.
3/D. Lecture aprés 48 + 4h. d'incubation. Pour les diamétres <15 mm,
Linézolida* 2 4 30 28F - déterminer la CMI =i nécessaire.

4/E. Interprétation valable pour le tédizolide. Pour les diamétres < 28 mm,
déterminer la CMI si nécessaire.

Tigéeycline 4 B 15 | 2 . F. Pour les diamétres < 21 mm, déterminer la CMI si nécessaire.

. Pour les diamétres compris entre 14 et 19 mm, déterminer la CMI si
nécessaire.

Rifampieine 4 16 30 196 | 140




Concentrations critiques Charte Diamétres critiques
(mgl) R (mm)

Antibiotiques (sule)
Lattres pour les commentaires po
d'infibition
Métronidazole 44 § | 15 | 15 | 845 |H.Undisque a4 ugest utlisable dang les mémes conditions.
Pour les diamétres < 15 mm, déterminer la CMI.
En cas d échec clinique, vérifier qu'l ne 3'agit pas d'une hétéro-ésistance
au méfronigazole qui peut apparaftre aprés 3 4 5 jours d'incubation.

Chloramphénicl B[ 8 |3 |2

Moxifloxacine $2 | 2 5 | &8 | 18 Porfaadiamétrescomnris-enire-it-ol-20-mm-téiermineria-Chilar
[EORSSETE




Annexe 16 : Les valeurs critiques d’antibiogramme des bactéries anaérobies
a Gram positif [39]

5. 29. Anaérobles stricts a Gram positif

Antibiotiques 4 tester
icts & Gram +
complémenta
Amoxiciling Ertapénéme
Amoxicilline-acide clavulanigue Tigecyuline
Pipéraciline-tazobactam Linézolide
Imipénéme Rifampicine
Clindamycing Chloramphénicol
Maoxifloxacine
Métronidazole
Vancomycing

ir2s portant sur les concentra

Antibiotigues
nt sur les diamétre:
d'inhibition
Les concentrations critigues et diamétres critiques ont été déterminés pour les bacilles & Gram positif anaérobies les plus fréquemment isolés | Actinomyces, Bifidobacterium,
Cutibactenum, Eggerthella, Eubacterium, Lactobacillus anaérobies stricts et les coccl & Gram positif. Les anaérobles stricts sont définis généralement comme ne cultivant
pas en atmosphére enrichie en C0,. mais de nombreux anaérobies & Gram positif non sporulés comme Actinomyces, de nombreuses souches de Cutibacterium acnes
(ex P. acnes) et quelques souches de Bifidobactenium capables de croftre en atmosphére enrichie en CO, sont considérés comme anaérobies stricts. Plusieurs espéces
de Closindium dont C. carnis, C. hisfalyticum et C. terium sont capables de croftre en aérobiose mais ne sporulent pas en présence d'air. Actinofignum schaalli doit &tre
considéné comme anaérobie strict.
Pour toutes ces espéces, la sensibilité doit &tre déterminée &n atmosphére anaérobie.
Certaines souches apparaissent faussement résistantes au métronidazole si lanaérobiose n'est pas corecte. |l v a lieu de contrbler le résultat voire confirmer cette
résistance par détermination de la CMI. Aclinomyces, C. acnes et Propionibacterium sont naturellement résistants au métronidazole.

res portant sur les c

Antibiotiques ] ; _ C )
13 E Letires pour les commentaires portant sur les diamétres critiques
d'inhibition

Amaoxicilling A- La rézistance 4 la pénicilling G, 4 I'amoxicilling et 4 la pipéracilline
par production de R-lactamase a été décrite pour quelgues souches
3 : A = E de Clostridium (C. butyricum, C. clostidioforme, C. ramosum, C.
’;T:Lﬁ :I:Illimaclde 4 8 20110 2 7 172 innocuum, et de rares souches de C. botulinum). L'action des inhibiteurs
- de B-lactamase varie selon les espéces. La nitrocéphing permet de
Pipéracilline-tazobactam a2 162 306 21¢ IRE 17-20 | mettre en évidence ces R-lactamases.
1/B. Pour évaluer la senzibilité, la concentration en acide clavulanique
Ertapéname 05 05 N B est fixée 42 mgl.
Pour les diamétres compriz entre 17 et 20 mm, déterminer la CMI si
Imipénéme 2 4 10 | 24 | 18° | 1823 |nécessaire. - ,
2/IC.  Pour évaluer |a sensibilité, la concentration en tazobactam
est fixée & 4 mg/L. Pour les diamétres compris entre 17 et 20 mm,
Wiropiname 2 8 déterminer la CMI si nécessaire.
Clindamycine® 4 4 2 R 15E 8-15 |D. Pour les diamétres compris entre 18 mm et 23 mm, déterminer la
CMI sl nécessaire.
Linézolida* 2 3 0 o/F B 3E. Lecwre aprés 48h dlincubation. Pour les diamétres <15 mm,
déterminer la CMI si nécessaire.
4/F. Interprétation valable pour le tédizolide. Pour les diamétres
-]
Tigécycline & 8 15 2 ° < 28 mm, déterminer la CMI si nécessaire.
G. Pour les diamétres < 21 mm, déterminer la CMI sl nécessaire.
Rifamplicine 4 16 30 15 141 H. Pour les diamétres compris entre 14 et 19 mm, déterminer la CMI si
nécessaire.
Métronidazole 4 4 [ 15 15 8-15 |J. Un disque & 4 ug est utilisable dans les mémes conditions.
Pour les diamétres < 15 mm, déterminer la CMI sauf pour les bacilles
naturellement résistants.
Chiorampnicol 8 8 » A 2 CQuelques souches résistantes sont décrites parmi les cocci: P
anaerobius, A. prevolii, F. magna et P. micra.
Moxifioxacine 77 | 2 5 [e+i8 | 1 o ot 2 e
RECEIamRire
Vancomycine 2 30 17 La résistance a &t décrite chez quelgues espéces parmi les
Clostridium, C. innocuwm, C. lavalense, C. ramosum et chez
Ruminococcus gauvreauil. La résistance croisée a la Téicoplanine
n'est pas systématique (cf. résistance naturelle).




Résumeé

Les abces et les suppurations profondes causées par les bactéries anaérobies sont des infections
graves qui se développent dans les tissus profonds du corps en I'absence d'oxygéne. Les bactéries
anaérobies sont des micro-organismes capables de survivre et de se multiplier dans des
environnements prives d'oxygeéne. Elles sont souvent responsables de ces infections profondes en
raison de leur capacité a coloniser des zones ou la circulation sanguine est restreinte et ou I'oxygéne
est limité. Cette étude a pour objectif la caractérisation du profil bactérien des infections profondes
au sein du laboratoire des Bactéries Anaérobies et du Botulisme IPA (Institut Pasteur d'Algérie). De
plus, elle a permis d'évaluer la sensibilité aux antibiotiques des bactéries responsables de ces
infections. Un nombre de 207 prélevements ont été analysés ce qui a permis de diagnostiquer 38.65
% des infections a bactéries anaérobies strictes. Les principaux prélévements sont poche
parodontale (69.56%) suivie de liquide pleural (14.00%) ensuite abcés cérébral (10.14%). les
principales bactéries isolées appartiennent aux genres des Porphyromonas spp (43.15 %), suivie par
les Actinomyces spp (28.08 %), puis Prevotella spp (8.22 %), Bacteroides spp (6.16 %),
Propionibacterium spp (6.16 %). Peptostreptococcus spp (5.48 %), et enfin Gemella spp (2.74 %).

Mots-cles : Abces, infections profondes, bactéries anaérobies.
Abstract

Abscesses and deep suppurations caused by anaerobic bacteria are serious infections that develop
in the deep tissues of the body in the absence of oxygen. Anaerobic bacteria are microorganisms
capable of surviving and multiplying in oxygen-deprived environments. They often play a role in
these deep infections due to their ability to colonize areas with restricted blood circulation and
limited oxygen. This study aims to characterize the bacterial profile of deep infections within the
Anaerobic Bacteria and Botulism Laboratory at the Pasteur Institute of Algeria (IPA).
Additionally, it evaluates the antibiotic sensitivity of the bacteria responsible for these infections.
A total of 207 samples were analyzed, leading to the diagnosis of 38.65% of infections caused by
strict anaerobic bacteria. The primary sample sources were periodontal pockets (69.56%),
followed by pleural fluid (14.00%), and cerebral abscesses (10.14%). The predominant isolated
bacteria belong to Porphyromonas spp (43.15%), followed by Actinomyces spp (28.08%),
Prevotella spp (8.22%), Bacteroides spp (6.16%), Propionibacterium spp (6.16%),
Peptostreptococcus spp (5.48%), and finally Gemella spp (2.74%).

Key-words: Abscesses, deep infections, anaerobic bacteria.



