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Introduction

Introduction

L'un des problemes majeurs de santé publique est la résistance aux antibiotiques, en particulier
dans les pays ou l'utilisation des antibiotiques est souvent incontrélée. Or, I'évolution de la résistance
bactérienne aux antibiotiques, résultat d'interactions complexes entre les bactéries et leur environnement,
est intrinséquement liée a la surconsommation d'antibiotiques et est plus importante en médecine humaine
qu'en médecine vétérinaire ou 1’alimentation animale. Pour gérer la pression sélective imposée par les
antibiotiques, les microorganismes utilisent des technologies intelligentes qui leur permettent de s'adapter
a des conditions environnementales défavorables. (Martin et al., 2004)

Suite a une utilisation abusive et fréquente des antibiotiques, des souches bactériennes
multirésistantes sont rapidement apparues. Actuellement, les bacilles a Gram négatif résistants aux f-
lactamines produisent principalement des BL E de type CTX-M et des carbapénémases de type KPC,
OXA et des métalloenzymes. Les genes codant pour ces enzymes sont principalement localisés sur des
plasmides, souvent associés a d'autres genes de résistance a d'autres classes d'antibiotiques, ce qui crée

une impasse thérapeutique. (Chemelle, 2010)

Les entérobactéries sont une grande famille de bactéries Gram négatif, elles sont impliquées dans
la majorité des pathologies infectieuses humaines, représentent un intérét médicaltrés important et
considérés comme 1’origine de maladies de gravité trés variable. Ces microorganismes sont souvent
impliqués dans des infections nosocomiales et communautaires(septicémies, infections nosocomiales,
méningites ...). La diversité des espéces de cette famille d’Enterobacteriaceae telles que Escherichia
coli, Enterobacter cloacae ou encore Klebsiella pneumoniae est accompagnée par une variété de
comportements aux antibiotiques traduisant des difficultés de traitement liées principalement a leur
résistance aux antibiotiques. (Paulette et al., 1998 ; Souma, 2011 ; Khennouchi, 2016 ; Aweille, 2017)

Les infections liées aux soins ou infections nosocomiales constituent un grave probleme de santé
publique dans le monde, notamment en Algérie. 1ls ont un impact majeur sur le plan financier et sur la
perception des soins. Les hdpitaux, souvent considérés comme des lieux de savoir, de formation médicale
et d'hygiéne, peuvent dans certains cas devenir une source d'infection par manque d'hygiéne
organisationnelle, de conscience professionnelle ou de moyens. Les entérobactéries sont responsables
d'un grand nombre d'infections nosocomiales, surtout en pediatrie, d'une part en raison du systéeme
immunitaire fragile des enfants, et d'autre part la résistance de ces entérobactéries aux antibiotiques
surtout apres une large diffusion de clones résistants, ne cesse de croitre, notamment par I'acquisition de

B-lactamases a large spectre. (Faye et Bingen, 2012 ; Bouguenoun, 2017)



Introduction

Dans notre travail nous réalisons un controle microbiologique de I’environnement de service

pédiatrie de I’établissement hospitalier Mohamed Boudiaf —Bouira.
Les principaux objectifs de cette étude sont :

O L’isolement et I’identification des entérobactéries les plus fréquemment retrouvées dans des
prélevements provenant de service pédiatrie de I’établissement hospitalier Mohamed Boudiaf
a Bouira.

O Ladétermination de leurs profils de résistance aux antibiotiques.
Ce manuscrit contiendra :

O Une premiére partie bibliographique dont le premier chapitre sur la famille des entérobactéries
(historique, habitat, classification, caracteres bactériologiques, facteurs de virulence et
pouvoir pathogéne naturel), un deuxieme chapitre sur la résistance aux antibiotiques et un

troisieme chapitre sur I’environnement hospitalier.

O Une deuxiéme partie pratique qui contient deux chapitres 1’un présentera tous les outils et les

méthodes expérimentaux et 1’autre consacré a I’exposition des resultats et leurs discussions.
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Chapitre I : Les entérobacteries

En 1937 Otto Rahn a proposé que la famille des Enterobacteriaceae réunisse des micro-
organismes ayant des caractéristiques biochimiques et morphologiques communes, parmi lesquelles
Escherichia, Salmonella, Klebsiella et d'autres espéces ont été trouvées, ainsi que Bacillus, Proteus,
Serratia, Shigella. Deux ans aprés avoir décrit 112 espéces, ce nombre est tombé a 67. La famille est
passée par de nombreux nouveaux genres et especes (avec les efforts de Don Brenner et Patrick
Grimont) avant d'étre découverte. En 1972, Edward et Ewing ont inclus les Enterobacteriaceae en 26
espéces et 11 genres (un an plus tard, les Enterobacteriaceae comprenaient 31 genres et 139 espéces).
(Larpent,2000 ; Freney et al., 2007)

1. Habitat

La présence des entérobactéries dans la flore digestive de I'nomme et des animaux a sang chaud
est leur principal caractére commun. Ainsi, leur large distribution dans la nature et I’environnement
(sol et eau). Selon leur métabolisme, certaines Enterobacteriaceae colonisent et dégradent les produits
agroalimentaires et peuvent participer au cycle naturel de la matiere organique et parfois provoquer

des maladies séveres chez I'hnomme ou I'animal. (Cristian et al., 2008).
2. Classification

La famille comprend 130 espéeces actuellement répertoriées. Le genre Salmonella est I'espece
la plus couramment isolée en bactériologie clinique, Citrobacter, Enterobacter, Proteus, Escherichia,
Hafnia, Klebsiella, Providencia, Shigella, Morganella, Serratia, Yersinia présentés dans le tableau |
et Il (Freney et al., 2007).

Tableau I : Subdivisions hiérarchiques de classification des entérobactéries (Bergy’s 2015)

Rangs taxonomiques Classification
Domaine Bactéria
Embranchement Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
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Tableau 11 : classification des entérobactéries les plus rencontres en pathologie humain. (Bossert et
Young, 1986)

Groupes Genre Espece
Groupe 01 Salmonella Salmonella typhi
Salmonella paratyphi
Salmonella entertidis
Groupe 02 Escherichia Escherichia coli
Shigella Shigella dysenteriae
Shigella flexnerti
Shigella boydii
Shigella sonnei
Citrobacter Citrobacter freundii
Groupe 03 Klebsiella Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Enterobacter Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Serratia Serratia marcescens
Hafnia Alvei
Morganella Morganella morganii
Grouope 04 Proteus Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Provdencia Provdencia alcalifaciens
Providencia rettgeri
Groupe 05 Yersinia Yersinia enterolitica
Yersinia
Pseudotuberculosis
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3. Caractéristiques bactériologiques
3.1.  Lescaracteres morphologiques

Toutes les especes de cette famille « Enterobacteriaceae » ont généralement une morphologie
typique, ils existent sous forme de bacilles & G- (2-4 um de long/0,4-0,6 um de large). Elles peuvent
étre mobiles ou immobiles avec des cils périphériques, ne forment pas de sporulation et peuvent étre
capsulés (Klebsiella) (Fig. 1). La plupart des espéces pathogenes humaines ont des facteurs d'adhésion
(fimbriae ou pili). (Joly et Reynaud, 2000 ; Avril et al., 2000)

Coloration
de Gram

‘ Coloration
] de Leifson

\ Chabure pértnche

F(a-;.:-.'c
(anbgéne H)

Phtmbrae
(adhésnes)

Capsule (inconstants) Parox (/- capsule)
anbgéne K

UpOlysacchanoe (LPS)

Polysaccharide —

(antigéne O) a " Membrane exeme

y ;‘. N’)‘.tw
V) — N

AR AR LR A
Membrane plasmque
LIO'NA e e LI . ' ’

(endoloxne) Cﬁmw

Figure 01 : Structure et aspect microscopique des Enterobacteriaceae (Denis et al., 2007).
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3.2. Les caractéres culturaux

Dans des conditions aérobies et anaérobies a 37 °C, les entérobactéries se développent
facilement sur des milieux courants en 24 heures. Leurs besoins en nutriments sont genéralement
réduits et la plupart poussent sur des milieux synthétiques contenant de simples sources de carbone
comme le glucose. Ainsi, il existe cing types :

» Colonies S (lisses) : rondes, lisses, humides, blanches ou translucides.

Colonies R (rugueuses) : seches avec des contours irreguliers et mates (bactéries vieillissantes

ou anormales).

» Colonies M (muqueuses) : Grandes colonies + confluentes.

» Colonies envahissantes ou nappantes : former des tapis uniformes.

» Colonies naines : il s'agit de souches présentant des défauts dans certaines chaines
métaboliques (Akel, 2014).

3.3.  Les caracteres biochimiques

Les caractéristiques qui définissent la famille doivent étre mises en évidence pour confirmer
que la souche est bien une Enterobacteriaceae. L'identification est de nature « biochimique », & partir
d'études du métabolisme des protéines (production d'indole, présence d'uréase, dégradation du
tryptophane) ou de la fermentation des sucres (lactose, glucose, saccharose...), de l'aptitude a utiliser
le citrate, la présence des enzymes (décarboxylase, désaminase), production d'hydrogene sulfuré ou
formation de gaz. Traditionnellement, l'identification s'effectue dans des tubes & essai, assurant une
croissance et des réactions biochimiques simultanées. De nouvelles approches a cette méthode
notamment a travers le développement de la galerie APl 20E, premiere galerie développée pour les

Enterobacteriaceae (Khayar, 2011).
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Tableau 111 : Les caractéres d’identification biochimiques des genres les plus

fréquemment rencontrés (Joly et Reynaud, 2000).
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3.4.

Les caracteres antigéeniques

La plupart des espéces d'entérobactéries partagent un antigéne commun connu sous le nom

d’antigéne de Kunin ou ECA (Enterobacterial Common Antigen). Il existe trois catégories

d'antigénes.

Les antigénes O : Ce sont des antigénes de paroi composes de lipopolysaccharides (LPS)
qui sont thermostables et résistants a l'alcool ou l'acide. L’agglutination se produit
lentement et consiste en des agglutinats granulaires difficiles a dissocier par agitation. La
specificité O a été perdue par l'auto-agglutination de la souche R dans I'eau distillée.
Antigenes H : présents uniqguement dans les souches mobiles, ce sont des antigénes
flagellaires. Ils consistent en une protéine appelée flagelline, thermolabile et inactivée par
I'alcool. L'agglutination se produit rapidement et consiste en des agglutinats floconneux qui
sont facilement décomposés par agitation.

Antigenes K : Ces antigenes capsulaires sont généralement constitués d'une coucheexterne
de polysaccharides. Parmi les antigenes K figurent les antigénes Vi de certaines espéces de
Salmonella ou Citrobacter et les antigénes L, A et B d'Escherichia coli. Ces antigénes
peuvent empécher les souches qui les portent d'étre inagglutinable par I'antisérumde type O,
et peuvent étre détruits par ébullition pendant deux heures. Les antigenes protéiques
d'adhésion ou adhésines associés a la présence de pili sont classés en antigenesK (K88,
K99) (Avril et al.,1992).

4. Facteurs de virulence et pouvoir pathogéne

Définir les facteurs de virulence et comprendre les mécanismes impliqués dans la virulence des

souches d'entérobactéries sont des préalables nécessaires a I'évaluation des risques de santé publique

liés a la présence de ces pathogenes. Les souches pathogénes se distinguent des souches commensales

par l'expression de facteurs de virulence, dont les génes sont majoritairement présents sur les

plasmides. Nous distinguons :

Antigénes d'adhésion ou adhésines : typifiés par les pili, qui permettent aux bactéries
d'adhérer aux cellules (systéme urinaire, cellules intestinales). L'adhérence est une étape
essentielle dans la pathogenese des infections causés par les entérobactéries.

Toxines : Il existe une variété de toxines, certaines semblables a Shigella toxine et d'autres

a Vibrio cholerae.
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Enzymes inactivant les antibiotiques : fournissent des mécanismes de résistance aux
bactéries. Les plus connues sont les béta-lactamases (pénicillinases, céphalosporinases) et
les enzymes qui inactivent les aminosides.

Capsule : Sur la base de la spécificité du polysaccharide capsulaire, le serotype de
I'antigéne K 77 a été identifié et diverses études ont montré que I'hyperglycémie semble
étre un facteur favorisant la formation de capsules et donc l'augmentation de la virulence
des bactéries pathogenes. Les capsules représentent I'un des facteurs de virulence de
Klebsiella et de certaines souches d'E. coli (Belkaid.,2014).
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Chapitre 11 : La résistance aux antibiotiques
1. Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules naturelles, synthétiques ou semi-synthétiques capables de
détruire des micro-organismes ou du moins de limiter significativement leur reproduction. Le terme
est couramment utilisé pour des molécules ayant des effets antimicrobiens (bactéricides ou
bactériostatiques). Ils sont classés en fonction de leur mode d’action, spectre d’activité, I’origine de la

molécule et la structure chimique. (Sekhsokh et al., 2008 ; Nadmi et al., 2010)
2. Lescibles bactériennes des antibiotiques

Il existe différents types d'antibiotiques qui agissent sur les bactéries (bactéricides ou
bactériostatiques) selon différents mécanismes (Fig. 2) ; antibiotiques bactéricides agissant sur la paroi
bactérienne en inhibant les peptidoglycanes (bétalactamines, de glycopeptides et de fosfomycines). La
colistine et la polymyxine B agissant sur la membrane cytoplasmique en perturbantsa synthese et sont
actifs contre les bacilles a Gram négatif. D’autres inhibant la synthése protéique apres s'étre liés aux
ribosomes bactériens (sous-unités 30S et 50S), ces derniers empéchent latraduction de 'ARNmM et la
formation de nouvelles protéines, sont des exemples de tétracyclines, d'aminoglycosides, de
chloramphénicol et de macrolides. Pour I’inhibition de la synthése ou le fonctionnement des acides
nucléiques se fait de différentes maniéres selon la famille d'antibiotique eninhibant la réplication de
I’ADN, la trascription /ARN polymérase et en réduisant la synthése des précurseurs de nucléotides, on
a la rifampicine, les sulfamides, les quinolones et le triméthoprime. Ainsi que des antibiotiques
bactéricides agissant sur le métabolisme intermédiaire (le cotrimoxazole) qui inactive les enzymes

impliquées dans la synthese des pourris et de certains acides aminés essentiels.(Bauskraoui et al., 2017)

@ Inhibition Qe la syr_wthése @ Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique
) /: : 3 \\\ 3
// NN

@ Inhibition de la - A
synthése protéique \@ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 02 : mécanismes d’action des antibiotiques (Bauskraoui et al., 2017).
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3. Antibiotiques actifs sur les entérobactéries
Tableau IV : Les antibiotiques actifs sur les entérobactéries.

Famille Mode d’action sur les entérobactéries Références

Bétalactamines  Agissent sur la synthése de la paroi bactérienne et le cycle lactame, (Lagha, 2015).
se lie de maniére covalente et irréversible et inactive le site actif de
I'enzyme responsable de la synthése et du remodelage du
peptidoglycane (PLP).

Aminosides Inhibent la synthese des protéines bactériennes en se liant aux (Molitor, 2010).
ribosomes (sous-unité 30S) et conduit a une synthése protéique
altéree, soit en inhibant la traduction, soit en provoquant des erreurs
lors de la lecture du code génétique.

Quinolones Inhibent I'élongation de I'ADN et bloguent la réplication en inhibant  (Mamod, 2016).
la fonction de deux enzymes, la topoisomérase 11 (ou ADN gyrase)
et la topoisomérase IV.

Polymixines Se fixent sur le LPS (a la place des ions Ca++ et Mg++) provoquant = (Dortet et al.,
une déesorganisation de la paroi externe et une augmentation de la 2016)
perméabilité de la membrane cytoplasmique.

Fosfomycine Inhibe la premiére étape de la synthése de la paroi cellulaire (Konare, 2018).
(Inhibition de la pyruvyltransférase), exercant ainsi son effet
bactéricide.

Chloramphénicol Inhibe la synthese des protéines par liaison réversible au sitt Adu  (Minor et
ribosome Richard, 1993).

4. La résistance bactérienne chez les entérobactéries

La résistance aux antibiotiques est la capacité des micro-organismes a résister aux effets des
antibiotiques. La résistance aux antibiotiques des Enterobacteriaceae varie selon les especes

(résistance naturelle) et les souches (résistance acquise) (Bonnet, 2012).
4.1. Résistance naturelle chez les entérobactéries

C'est la résistance de toutes les souches d'une méme espéce bactérienne a un antibiotique donné.
Elle correspond a la présence d'un ou plusieurs mécanismes de résistance innés, héréditaire et transmis
verticalement a la descendance. Par exemple, Klebsiella pneumoniae a une résistance naturelle aux

aminopénicillines (par exemple, I'amoxicilline) et aux carboxypénicillines (par exemple, la ticarcilline)

11
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en sécrétant la pénicillinase, Enterobacter sp est résistant aux céphalosporines premiére génération et

deuxiéme génération par la production d’une céphalosporinase chromosomique (Bonnet, 2012).
5. Mécanismes de résistance acquise chez les entérobactéries

C'est I'acquisition de nouveaux génes qui rendent les bactéries insensibles a un antibiotique ou
aun groupe d'antibiotiques. Ce nouveau gene peut étre acquis par mutation au niveau chromosomique,
ce qui est un phénomene rare, ou par transfert d'/ADN de plasmides conjugatifs ou transposons

(mécanisme le plus courant). (Yala et al., 2001)

5.1. Résistance non enzymatique

e Diminution de la perméabilité

Les porines sont des canaux protéiques remplis d'eau a travers lesquelles les B-lactamines
pénetrent la membrane externe. Par conséquent, la sensibilité aux B-lactamines dépend de la quantité
de porines fonctionnelles. L'altération de ces derniers par mutation est a l'origine de la résistance
acquise aux B-lactamines, soit par des modifications structurales des porines essentielles comme décrit
chez E. coli, soit par la diminution du nombre de porines, ce qui est le plus fréquent. Pour les
quinolones est principalement due a des mutations chromosomiques exprimés par une diminution de

sa pénétration transmembranaire. (Ndiaye, 2005 ; Mkaouar et al., 2008)
e Hyperproduction de systeme d’efflux

Pour qu’un aminoglycoside antibiotique soit actif, il doit étre capable de pénétrer efficacement la
paroi cellulaire bactérienne et de se lier aux ribosomes. Pour qu'il puisse traverser une paroi, il doit
avoir un potentiel électrique. Le potentiel de la paroi cellulaire est principalement généré par la
respiration cellulaire. Les bactéries a Gram négatif possédent des pompes a efflux chargées de réduire
les concentrations intracellulaires. La présence de la pompe les rend résistantes a plusieurs
aminoglycosides (pompe AcrD chez E. coli). Les quinolones ont un systeme d'efflux actif a travers la
porine OPRD. (Ya Bi Foua, 2006 ; Mkaouar et al., 2008)

e Modification de cible

Cette résistance peut se produire par mutation du géne chromosomique codant pour PLPs ou
par l'acquisition d'un gene étranger codant pour un nouveau PLPs avec une affinité différente pour les
B-lactamines. Pour les aminosides ce mécanisme est le résultat de mutations génétiques bactériennes,
rares en pratique clinique ; Altération des cibles par le changement dans une protéine ribosomale (sous

unité 30S) entraine une diminution de I’affinité du ribosome pour un antibiotique ou par méthylation
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post-transcriptionnelle de I’ARNr 16s au niveau du site de laissions des aminosides. Pour les
quinolones une mutation de géne codant pour la sous-unité « GyrA »de I’ADN —gyrase ou pour la
sous-unité « ParC »de la topoisomerase IV diminue I’affinité de I’antibiotique pour sa cible et la

protection de la cible par les protéines gnr (résistance plasmidique). (Ndiaye, 2005)

5.2. Résistance enzymatique

5.2.1. Production de p-lactamases

La résistance aux bétalactamines est baseée sur la production d’enzymes appelées béta-
lactamases. Cette resistance peut étre naturelle (bétalactamase chez Klebsiella spp) ou acquise. Les -
lactamases sont des enzymes situées au niveau de lI'espace périplasmique des bactéries Gram-négatives
et quelques Gram positives, responsables de I’inactivation des bétalactamines en hydrolysant la liaison
amide du cycle B- lactame. (Livermor, 1995 ; Abbassi, 2010)

Sont classées en fonction de leurs substrats, ainsi que leur sensibilité aux inhibiteurs des béta
lactamases ; selon Ambler (structurale) sont divisés en quatre classes A, C, D qui sont des enzymes a
serine active, et de classe B qui sont des métallo-enzymes nécessitant des ions Zn2+. Et selon Bush,
Jacoby et Medeiros (fonctionnelle selon le substrat hydrolysé). (Bush et Jacoby, 1995 ; Materon et
al., 2004)

e Mode d’action des béta-lactamases

Ces enzymes hydrolysent les B-lactamines en ouvrant le cycle B-lactame, entrainant la perte de
groupements carboxyle, conduisant a l'inactivation des antibiotiques apparentés. Les B-lactamases
catalysent efficacement et de maniére irréversible 1'hydrolyse des ponts amides des cycles -lactames
des pénicillines, des céphalosporines, des monobactames et des carbapénemes, produisant des
enzymes acyl qui sont ensuite dégradées en acides inactifs. Ainsi, les céphalosporines sont dégradées
en acide céphalosporoique et les pénicillines en acide pénicilloique entrainant I’inactivation de
I’antibiotique. (Gadou, 2017)

Il existe plusieurs types de bétalactamase, on distingue :
> Béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Les bactéries a BLSE, dites multirésistantes, constituent un groupe d'enzymes a large spectre
appartenant a la classe A tel que PEM, SHV et CTX-M (A I’exception des BLSE de type OXA classe
D) de la classification d’Ambler. Capables d’hydrolyser les pénicillines, toutes les générations de

céphalosporines et les monobactames, inhibés par I'acide clavulanique. (Gangoue,2007)
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C'est un mécanisme de résistance de type plasmidique et donc transmissible a d'autres bacteries.
Parmi les Enterobacteriaceae, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae étaient les deux especes les

plus fréquemment porteuses de ces mécanismes de résistance. (Yassine, 2011)
> Les céphalosporinases

Appartient aux B-lactamase classe C (AmpC, DHA, CMY), codée par un géne plasmidique ou
chromosomique. Ces enzymes sont capables d'hydrolyser les céphalosporines, y compris les
pénicillines et les céphamycines (céfoxitine), mais pas la céfépime et résistantes aux inhibiteurs de -

lactamases. (Lagha, 2015)
> Les carbapénémases

Ce sont des enzymes qui ont la capacité d'hydrolyser le cycle B-lactame des (3-lactamines. Ils
hydrolysent les carbapénémes (KPC, MBL) avec plus ou moins d'efficacité, et I'hydrolyse des autres
B-lactamines est variable selon le type d'enzyme. Les carbapénémases sont des béta-lactamases de

classe A, B (métallo-béta lactamase) ou D. (Hashemi et al., 2013)
5.2.2. Aminosidase

Pour les aminosides la résistance enzymatique est le mécanisme le plus fréquent, les enzymes
inactivatrices sont des genes situés sur des transposons ou sur des plasmides autotransférables et sont
responsables de résistance chez les aminoglycosides. Il existe 3 enzymes : les aminoglycosides
phosphotransférases (APH), les aminoglycosides adényltransférases (ANT) et les aminoglycosides
acetylases (AAC). (Ya Bi Foua, 2006)
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Matériels et méthodes
1. Cadre d’étude
Notre travail est porté sur I’isolement, identification et 1’étude de la résistance aux antibiotiques
des souches d’entérobactéries isolées des différentes surfaces du service pédiatrie due 1’établissement

hospitalier Mohamed Boudiaf a Bouira.

Dans notre étude nous avons utilisé des méthodes d’isolement classiques connues pour la
recherche de ces germes, et ce travail a eu lieu au niveau du laboratoire d’analyses médicales Dr
SELMI épouse SILERBI d’une période allant du 1 Mars au 5 juin 2023.

e Le matériel utilisé est présent dans 1’annexe 01.

2. Prélévement et enrichissement

Les prélevements ont été effectués par écouvillonnage et acheminés immédiatement au
laboratoire pour étre analysés. Afin de réaliser un enrichissement, ces écouvillons ont été rempli avec

un volume connu (10 ml) du bouillon nutritif et les incuber & 37°C pendant 24 heures.

Dans le but d’identifier les bactéries du milieu hospitalier, 64 prélévements ont été établis a
partir des différents sites des différentes chambres de service pédiatrie, (lits des malades, couveuses,
tables, chaise, bouteille d’oxygene, tables de préparation des traitements, matériels du soin, murs,

vétements, lavabo, mains des enfants). Les détails sont rapportés dans le Tableau V :
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Numéro
de série
Série
N°01

Série
N°02

Matériels et méthodes

Tableau V : Prélevements réalisés au niveau du service pédiatrie.

Date de Lieu de
Prélevement

22/03/2023

prélévement

Chambre des

couveuses N°1

Chambre des

couveuses N°02

Chambre du

plaque chauffante

Chambre
d’hospitalisation

N°02

Chambre
d’hospitalisation

N°04

Chambre
d’hospitalisation
N°03
06/05/2023 Chambre des

couveuses N°03

Chambre
d’hospitalisation

N°03

16

Sites de prélevements

Intérieur et extérieur de la couveuse A
etB.

Bouteille d’O2.

Mur.

Table.

Intérieur et extérieur de la couveuse A
et B.

Bouteille d’0O2.

Mur.

Table.

Matériels du soin.

Intérieur et extérieur de la plaque
chauffante.

Mur.

Table.

Vétements.

Intérieur et extérieur du lit A et B.
Mains des enfants (2,5 et 5 ans).
Mur.

Table.

Table de préparation des traitements.
Vétements.

Intérieur et extérieur du lit A et B.
Mains des enfants (7 mois et 3 ans).
Mur.

Table de préparation des traitements
Vétements.

Intérieur et extérieur du lit A.
Mainsd’enfant (2 mois et demi).
Mur.

Table.

Intérieur et extérieur de la couveuse
AetB.

Bouteille d’O2.

Mur.

Table.

Vétements du bébé.

Intérieur et extérieur du lit A et B.
Mains des enfants (9 jours et 11ans).
Vétements (A, B).

Mur.

Table.

Chaise.

Lavabo.

Nombre des

échantillons

07

08

05

10

09

05

08

12
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3. Isolement et purification

L’isolement est realisé sur le milieu de culture Mac Conkey, suivant la méthode des striés a 1’aide d’une
ansede platine. Les boites ensemenceées sont incubées a 37°C pendant 24 heures. Plusieurs repiquages
ontété réaliser sur gélose EMB et Mac Conkey et incubés a 37°C pendant 24 heures afin d’avoir des

cultures pures.

4. ldentification

L’identification des isolats est porté sur une série des tests préliminaires (examen

macroscopique)et tests biochimiques. Cette identification a été réalisée comme suit :

4.1. Etude macroscopique

Dans cet examen, aprés incubation de 24 heures, on peut déterminer :

e Laforme et I’aspect des colonies soit ronde, bombée, lisse, (régulier ou irrégulier) ;
e Lacouleur des colonies (colorés ou incolorés).

e Lataille des colonies.
e Lecontour.

e Letype.
4.2. Identification biochimique

L’identification des souches est faite par une galerie API 10s (Biomérieux). L'ensemencement se
déroule comme suivant :

On réunit fond et couvercle d’une boite d’incubation et on réparti environ 3 ml d’eau distillée
dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide et on place la galerie dans la boite d’incubation.
A partir d’une culture jeune, on préléve une colonie bien isolée dans 5ml d’eau physiologique et on
prépare une suspension bactérienne equivalente a 0,5 Mc Ferland, puis on I’introduit dans chaque tube
(et non pas les cupules) des tests ONPG, GLU, ARA, LDC, ODC, H2S, URE, TDA, IND a I’aide
d’une pipette Pasteur stérile ouverte (pointe appuyée a I’intérieur et sur le c6té pour éviter la formation

de bulles), sauf le test CIT on remplit le tube et la cupule. On réalise une anaérobiose dans les tests

LDC, ODC, H2S, et URE en remplissant leur cupuled’huile de paraffine et on referme la boite
d’incubation et on I’incube & 37°C pendant 24H.

Aprés incubation, on note sur la fiche de résultats, toutes les réactions spontanées. La révélation
des TDA, IND et NO2 est faite par 1’ajout d’une goute des réactifs nécessaires (TDA, JAMES et
NIT1+NIT2) et on réalise le test oxydase hors de la galerie en additionnant de I’eau oxygeénée a

guelques colonies bien isolées. On fait la lecture a I’aide d’un tableau de lecture et I’identification a
17
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1’aide du logiciel apiweb™ Biomérieux (une liste des profils de la notice aussi peut tre utilisée).

5. Etude de la sensibilité aux déférentes familles d’antibiotiques

5.1. Principe

La sensibilité des souches aux antibiotiques a été testée par la technique de I’antibiogramme
pardiffusion sur gélose Mueller-Hinton.

5.2.Technique

A partir d’une culture pure de 24 heures sur milieu d’isolement approprié¢, on réaliser une
suspension bactérienne correspond au 0.5 Mc Ferland et bien 1’homogénéiser. A partir de cette derniére
et a I’aide d’un écouvillon, on ensemence des boites de gélose Mueller Hinton en stries serrées de haut
en bas et on répéte I’opération 3fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoterl’écouvillon sur lui-méme et on finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie
de la gélose. On dépose les disques sur la surface de gélose uniformément a I’aide d’une pince
flambée, en appuyant doucement sur chaque disque pour assurer un contact avec le milieu et en

respectant une distance de 25 a 30 mm entre les disques d’antibiotiques.

5.3.Résultats a obtenir

L’interprétation des résultats de 1’antibiogramme est réalisée selon les recommandations du
comité de I’antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) publiées en
2018.Selon les diameétres de la zone d’inhibition autour du disque (mesurer a 1’aide du pied a coulisse),
trois catégories cliniques ont été retenues pour I’interprétation des tests de sensibilité ce qui permet de

conclure est ce que la souche est sensible, intermédiaire ou résistante aux antibiotiques testés.

5.4. Choix des antibiotiques

Les antibiotiques utilisés dans cette étude ont été fait selon les recommandations du comité de
I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie 2018. La liste des antibiotiques testés est

présentée dans le Tableau VI.
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Tableau VI : Liste des antibiotiques testés (CA-SFM-2018).

Famille Groupe

B-lactamines

Pénicillines

Céphalosporines

Monobactames

Aminosides /

Quinolones  Fluoroguinolones

Polymixines

Antibiotique

Ticarcilline +
acide clavulanique
Pipéracilline
Ceftazidime
Céfixime
Céfépime
Aztréonam
Tobramycine
Nétilmicine
Amikacine
Gentamicine
Ciprofloxacine

Colistine

19

Abréviation

TTC

PRL
CAZ
CFM
FEP
ATM
TOB
NET
AK
CN
CIP
CT

Matériels et méthodes

Charge du disque

SHg

30 Hg
30 ug
5 ug
30 ug
30 Hg
10 pg

30 ug
30 ug
120 pg
SHg
10 ug
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Résultats

Souches bactériennes

Dans la présente étude, 64 prélevements ont été réalisés a partir de différentes surfaces du
service de pédiatrie de I’hopital Mohamed Boudiaf de la ville de Bouira (Tableau V) pendant une
période qui s’est étalée de 01/03/2023 au 05/06/ 2023, parmi les 38 souches isolées 59%
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae.

Identification

2.1. Caracteres culturaux (Examen macroscopique des isolats)

L'identification des isolats repose sur des criteres macroscopiques des colonies par la
détermination de la forme des colonies, la taille, la surface sur les milieux de cultures (lisse,
rugueuses...), la couleur. Les isolats obtenus ont donné divers aspects sur les milieux de culture

utilisées (Mac Conkey et EMB). Les résultats sont mentionnés dans (Tableau VII).
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Tableau VII : Aspect microscopique de différentes bactéries isolées des prélévements de service de pédiatrie de 1’hopital de Bouira
Mohamed Boudiaf.

Le nom de la Serratia marcescens Escherichia coli Klebsiella Enterobacter aerogenes | Hafnia alvei
bactérie pneumoniae
Le nombre des |18 9 5 5 1
souches
L’aspect Coloniesde 1 a3 mm, Colonies plates, séches et Colonies mucoides, Colonies incolores a Des petites colonies
macroscopique | opaques, circulaires. roses entourées d’une zone | grandes (4 a 6 mm) et | rose clair. incolores a jaunes.
sur Mac et pigmenté en rouge. rose plus foncée de sels rose foncé a péle. F
Conkey biliaires précipités. Z %
' .
,g'.
B S
el e
Rogse?
S
te op *
'
o4 o d . 7. b, ¥,
L’aspect Petites colonies grisatres. Colonies de 2 a3 mm, Grosses colonies Grosses colonies Petites colonies grisatres
macroscopique "‘i:," \ | plates, noircissantes avec convexes de couleur convexes de couleur de 1 a2 mm de diametre.
sur EMB | un reflet vert métallique rosé, muqueuses et rosé.

brillant.

tendance a confluer:_
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2.2. ldentification biochimique des isolats

L’identification biochimique de 38 isolats bactériens, a été effectuée par Api 10s. Les
résultats obtenus sont illustrés dans le Tableau V111 et les figures dans I’annexe 2.

Tableau VIII : Profil numérique de 38 souches d’entérobactéries isolées a partir de service

pédiatrie identifier par Api 10s.

Bactéries isolées Profile numérique Effectif
Serratia marcescens 7720 16
Serratia marcescens 3524 01
Serratia marcescens 6720 01

Escherichia coli 7305 07

Escherichia coli 7730 02

Klebsiella pneumoniae 7524 03
Klebsiella pneumoniae 7120 02
Enterobacter aerogenes 5724 05
Hafnia alvei 6724 01
Totale 38
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3. Répartition des especes des entérobacteries isolées

Parmi les 38 souches d’entérobactéries isolées, la dominance a été attribuée a Serratia
marcescens avec 47%, suivie d’Escherichia coli avec 24% Klebsiella pneumoniae et Enterobacter

aerogenes avec 13% et Hafnia alvei avec un faible pourcentage de 3%.

50% 47%
45%
40%
35%
30%
25%

20%
159% 13% 13%

10%
5% 2%
0% e

Serratia Escherichia Klebsiella  Enterobacter Hafnia alvei
marcescens coli pneumoniae  aerogenes

Isolats

24%

Effectifs

Figure 03 : Répartition des espéces des entérobactéries isolées a partir de différentes surfaces du

service pédiatrie.
3.1. La distribution des souches isolées par chambres

Les 38 isolats d’entérobactéries sont repartis d’une fagon hétérogéne dans les trois types des
chambres de service pédiatrie : chambres d’hospitalisation, des couveuses et de plaques
chauffantes. Concernant les chambres des couveuses, les résultats ont montré la présence de 12
souches d'entérobactéries (31.5% dans les trois chambre), on a marqué un pourcentage éleve de 58 %
dans un ensemble de quatre chambres d’hospitalisation et 10.5 % de souches dans la chambre de la

plaque chauffante.
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Figure 04 : Distribution des entérobactéries isolées a partir de 3 types de chambres
(d’hospitalisation, des couveuses et de plaque chauffante).

3.2. La distribution des souches isolées par sites de prélevement

D’apreés nos résultats cette figure (05) montre que la présence des entérobactéries est a 26%
sur les lits suivis par 18% sur les couveuses, 16% sur les vétements et 10% sur les murs et sur les

mains des enfants.

Les résultats montrent aussi que le faible pourcentage d’entérobactéries a éteé isolé a partir
des bouteilles d’oxygene (5%) et a partir des tables de traitement, tables, plague chauffante, chaise,

lavabo (3%) et une absence totale de ces derniers dans le matériel de soins.
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Figure 05 : Répartition des souches isolées par sites de prélevement.
4. Profil de résistance des entérobactéries isolées aux antibiotiques

L’antibiogramme de toutes les entérobactéries ont révélé une faible résistance aux -
lactamines particulierement aux Ticarcilline + acide clavulanique, Céfépime (16%) suivis par 14%
pour Pipéracilline, Azétronam puis 12% pour Céfixime et 10% pour Ceftazidime. En revanche,
une résistance tres faible de 6% aux Quinolones, de 8% aux Tobramycine, de 4% a la Colistine et

une sensibilité totale aux Nétilmicine, Gentamycine et a I’Amikacine a été marquée (Figure 06).
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Figure 06 : Profil de résistance des 20 souches d’entérobactéries Vis-a-vis aux antibiotiques

testés.

TTC : Ticarcilline + acide clavulanique, CAZ : Ceftazidime, CFM : Céfixime, ATM :
Aztréonam, FEP : Céfépime, PRL : Pipéracilline, CIP : Ciprofloxacine, NET : Nétilmicine, CN :
Gentamycine, CT : colistine, AK : Amikacine, TOB : Tobramycine.

4.1.Profil de résistance aux antibiotiques de quelques espéces

4.1.1. Profil de résistance des souches d’E. coli aux antibiotiques

Parmi les 9 souches d’E. coli testées, 18.75% dont résistantes a la céfépime et 1’azétronam.
On a remarqué également une faible résistance de 12.5% pour les autres (- lactamines
(Ticarcilline + acide clavulanique, Céfixime, pipéracilline), et tres faible (6.25%) pour

Ceftazidime, Ciprofloxacine, Colistine et Tobramycine.

Une absence de résistance a été remarquée vis-a-vis des aminosides (Nétilmicine,

Gentamycine et Amikacine).
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Figure 07 : Profil de résistance des isolats d’Escherichia coli aux antibiotiques.

TTC : Ticarcilline + acide clavulanique, CAZ : Ceftazidime, CFM : Céfixime, ATM :
Aztréonam, FEP : Céfépime, PRL : Pipéracilline, CIP : Ciprofloxacine, NET : Nétilmicine, CN :
Gentamycine, CT : colistine, AK : Amikacine, TOB : Tobramycine.

4.1.2. Profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques

Les souches de K. pneumoniae, ont montré une résistance faible vis-a-vis la Ticarcilline +
acide clavulanique avec 28%, Pipéracilline avec 18% et une résistance tres faible pour les autres

B-lactamines et Tobramycine (9%).

Egalement une sensibilité totale pour Nétilmicine, Gentamicine, Colistine et I’ Amikacine.
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Figure 08 : Profil de résistance aux antibiotiques des Klebsiella pneumoniae isolés.

TTC : Ticarcilline + acide clavulanique, CAZ : Ceftazidime, CFM : Céfixime, ATM :
Aztréonam, FEP : Céfépime, PRL : Pipéracilline, CIP : Ciprofloxacine, NET : Nétilmicine, CN :
Gentamycine, CT : colistine, AK : Amikacine, TOB : Tobramycine.

4.1.3. Profil de résistance des souches d’Enterobacter aerogenes aux antibiotiques

Enterobacter aerogenes a présenté un taux de 13.6% de résistance aux B-lactamines, 9%
pour la Tobramycine.

Une tres faible résistance a été remarquée vis-a-vis Ciprofloxacine, Colistine (4.5%) et une

absence totale de résistance vis-a-vis la Nétilmicine, Gentamicine et I’ Amikacine.
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Figure 09 : Profil de résistance des isolats d’Enterobacter aerogenes aux antibiotiques.

TTC : Ticarcilline + acide clavulanique, CAZ : Ceftazidime, CFM : Céfixime, ATM :
Aztréonam, FEP : Céfépime, PRL : Pipéracilline, CIP : Ciprofloxacine, NET : Nétilmicine, CN :
Gentamycine, CT : colistine, AK : Amikacine, TOB : Tobramycine.

03 souches parmi les 06 souches résistantes ont probablement présenté un phénotype de
résistance par une production de BLSE ; E. coli (N°18), K. pneumoniae (N°48) et E. aerogenes
(N°16) (figure 10).

Synergie

Samsung Triple camera
Prise avec Galaxy M30

Figure 10 : Résultat de I’antibiogramme de la souche E aerogenes (N°16).
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Discussion

Notre étude a porté sur 38 souches d’entérobactéries collectées durant une période de 3
mois du (1 Mars 2023 au 5 juin 2023), a partir de différentes surfaces de service pédiatrie de

I’hopital Mohamed Boudiaf —Bouira.

Durant cette période d’étude 64 prélévements ont été effectués a partir de différentes
surfaces de service pédiatrie. Parmi ces prélevements nous avons isolées 38 souches
d’entérobactéries qui représentent 59%. La fréquence des souches d’entérobactéries, trouvées dans
cette étude est proche d’une étude réalisée par Cécile et al en Cameroun durant 7ans (2005-2012)
dans I’hopital de Douala qui montre que les entérobactéries représentaient 71% de I’ensemble des
germes isolés. D’autres travaux effectués en Maroc, Oran et Tlemcen sont en accord avec nos
résultats, qui ont confirmé que malgré la récente croissance des Cocci a Gram positif, les bacilles
a Gram négatif restent prédominants et représentent 40 a 80% des bactéries isolées (Qassimi, 2010
; Mesli, 2014 ; Dali, 2015). Une autre étude sur les bactéries isolées des surfaces hospitaliéres
comme le service pédiatrie confirme nos résultats ; ont trouvés que parmi 46,4% des cultures
positives 41% étaient des bacilles Gram négatif aérobies strict, 19% étaient des entérobactéries et
le reste étaient des Gram positif. (Faye-Ketté et Dosso, 2010).

Le seuil de positivité par site était de 3% pour le lavabo, 26% pour les lits et 5% pour les
respirateurs (bouteilles d’02) ce qui est loin de 1’étude de Faye-Ketté et Dosso (2010) qui ont
trouvés des seuils de 85,5% pour les respirateurs, 61% pour les lavabos, 65,5% pour les lits. (Faye-
Ketté et Dosso, 2010).

Dans notre travail, Serratia marcescens était le germe le plus abondant sur I’ensemble des
souches d’un pourcentage de 47%, contrairement a une autre ¢tude réalisée par Lahlou et al en
Meknés qui ont montrés que parmi les entérobactéries nosocomiales 1’espéce Escherichia coli

domine le profil épidémiologique. (Lahlou et al., 2009).

Parmi les 38 souches d’entérobactéries isolées on a testé le profil d’antibiorésistance de 20
souches. L’évaluation de la résistance de ces derniers a indiqué une sensibilité totale de 9 souches
(5 E. coli, 2 klebsiella pneumoniae, 1 Serratia marcescens et 1 Hafnia alvei) a tous les antibiotiques
testés (Bétalactamines, Aminosides, Quinolones, Polymyxines). Les résultats montrent aussi une

sensibilité élevée de 5 souches a la plupart des antibiotiques testés on a ; 2 souches d’E.coli (la
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premiére souche présente une résistance a la Colistine et la deuxiéme a 1’ Azétronam et Céfépime),
2souches de k. pneumoniae (1’une résistante a la Ticarcilline + acide clavulanique et Pipéracilline
etl’autre seulement a la Ticarcilline +acide clavulanique) et une souche de Serratia marcescens
sensible a tous les antibiotiques testés sauf la Céfépime. Ces résultats sont trés encourageants pour
le traitement des infections des entérobactéries spécialement en milieu hospitalier, mais on a
toujours des souches a haute résistance marquées qui posent un probleme majeur pour la santé et
des grandes difficultés thérapeutique particuliérement dans I’antibiothérapie au niveau des
hopitaux algériens et dans le monde entier. (Van Duijn et al., 2011

Dans la présente étude les entérobactéries isolées avaient une résistance faible aux
Bétalactamines. Une étude effectuée a Guelma en 2018, monterait des résultats contradictoires a
celui trouvé dans notre étude. (Chefchoufi et Lamouri,2018)

Dans I’hépital de Douala, Cécile et al en 2012 ont montrées que la Ciprofloxacine avait
une bonne activité sur les souches d’entérobactéries ce qui est identique a nos résultats : la
Ciprofloxacine a une tres faible résistance de 6%. Et en Iran (2013), Hashemi et al retrouvaient
des taux de résistance de I'ordre de 30% pour I’ Amikacine. (Hashemi et al.,2013) contrairement a

nos résultats qui montrent une absence totale de résistance des entérobactéries a 1’ Amikacine.

Pour les Céphalosporines, le taux de résistance de E coli a été tres faible avec 6,25% pour la
Ceftazidime (CAZ) et 12,5% pour Ceéfixime (CFM) et 18,75% pour la Céfépime (FEP).
Moutachakkir (2014) a enregistré un taux de résistance faible aux Céphalosporines de 3 -eme
génération de 21%, ce taux est analogique avec ce que nous avons trouvé. Dans les résultats de
Cavallo (2000), une sensibilité de 100% d’Escherichia coli aux Céphalosporines de 3éme
génération a été remarquée. Une absence totale de résistance a la Céfépime et la Ceftazidime a été

détecter dans une autre étude (Faye-Ketté et Dosso, 2010).

La Tobramycine et la Ciprofloxacine ont presentés les taux les plus faibles (6,25%). Faye-
Ketté et Dosso (2010) rapportent une sensibilité de 100% et Lahlou (2009) confirme nos résultats

en indiquant que les Aminosides conservent une bonne activité sur E. coli.
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Tandis que la Gentamycine (CN) présente une sensibilité totale et la Colistine (CT) présent
un taux tres faible de résistance (6,25%). Ces résultats sont confirmés par une étude de
Moutachakkir (2014) qui ont enregistré un taux de résistance de 17%, et aucune résistance n’a été
détecter a la Gentamycine par Faye-Ketté et Dosso (2010). Par ailleurs, aucune résistance a la
Nétilmicine et I’ Amikacine n’a été enregistrée pour les souches d’E. coli isolées, soit une sensibilité
de 100% restent les antibiotiques les plus actifs sur Escherichia coli avec un trés faible taux de

résistance.

Pour les Aminosides on note une résistance a 9 % de K. pneumoniae a la Tobramycine et
une sensibilité totale & la Nétilmicine, Gentamycine, Amikacine et & la Colistine cependant
MezghaniMaalej et son équipe ont constaté une résistance de cette espece a la Colistine (60,2 %).
(MezghaniMaalej et al., 2012) et Faye-Ketté et Dosso (2010) ont trouvé que K. pneumoniae

résiste a la Gentamycine avec un taux de 31.3%. (Faye-Ketté et Dosso, 2010).

Pour les Céphalosporines et les Quinolones on a trouvé une tres faible résistance de 9% de
K. pneumoniae au Ciprofloxacine, au Ceftazidime et a la Céfépime, tandis que Faye-Ketté et
Dosso (2010) ont constaté un faible taux de résistance a la Ciprofloxacine avec 18,8% et 12.5%

pour la Céfépime et une absence de résistance a la Ceftazidime. (Faye-Ketté et Dosso, 2010).

Les souches isolées d’Enterobacter aerogenes présentent un taux de résistance de 13,6%
aux Bétalactamines (Céfépime, Ceftazidime, Céfixime), et une tres faible résistance aux
Quinolones (4,5% a la Ciprofloxacine), aux Aminosides (9% a la Tobramycine et une sensibilité
totale & la Gentamycine, la Nétilmicine et I’Amikacine) et a la Colistine (33%).

Le travail de Lyonga (2015) qui a pour but d’étudier le profil de résistance des isolats
d'entérobactéries, ont trouvé des résultats tres proches concernant les Céphalosporines (Céfépime
20%). Par contre des resultats contradictoires concernant les Quinolones avec un taux de résistance
de 30.8%.et les Aminosides (Gentamycine 46.7%) ont été trouves par Faye-Kette et Dosso (2010)
(Faye-Ketté et Dosso, 2010). Younes Talibi (2008), a montré des pourcentages de résistance qui
concordent avec nos résultats, elles présentent une bonne efficacitéa la Ciprofloxacine, a la
Colistine et aux Aminosides sur une étude d’infections urinaires a 1'hopital ibn Sina. (Younes
Talibi, 2008)
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Conclusion

Au terme de notre étude réalisée, nous avons montré la présence de différentes especes

bactériennes d’entérobactéries isolées de différents sites de service pédiatrie.

L’analyse de différents prélevements realisaient a permis d’isolée 38 souches
d’entérobactéries qui représentent 59%. L’identification morphologique et biochimique de ces
souches bactériennes a montré la prédominance de Serratia marcescens (47%) suivie par E. coli
(24%), K. pneumoniae (13%), Enterobacter aerogenes (13%), et Hafnia alvei avec un faible

pourcentage (3%).

Selon les résultats d’antibiogramme, parmi 20 souches testées ; 6 souches ont montré
une resistance moderée des entérobactéries aux éta-lactamines, une faible résistance aux
Quinolones et Polymixines et presque une sensibilité totale aux Aminosides et 3 souches avec

unphénotype de résistance BLSE.

L’¢évolution de résistance des entérobactéries aux antibiotiques est un phénomeéne réel
dans I 'Algérie. 1l expose a des difficultés de prise en charge thérapeutique des infections. Leur
large dissémination au niveau des hopitaux semble étre le reflet d’une utilisation inconsciente
d’antibiotiques et I’absence d’une politique nationale de lutte contre les infectionsnosocomiales.
La maitrise actuelle de ce phénoméne est une véritable urgence qui nécessite une implication
des pouvoirs publics. La formation en hygiene hospitaliére et la qualité de soinssont des éléments
essentiels de prévention contre les infections nosocomiales, alors ces recommandations restent

la mesure de base pour réduire I’incidence de ces infections.

On perspective notre travail mérite d’étre compléter par d’autres prélevements dans des
autres services et de toucher d’autres bactéries comme les grams positifs. D’autres tests doivent
étre mis en place dans nos laboratoires afin de mettre en évidence les différents phénotypes de

résistances.
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Annexe 01

Tableau : matériels, réactifs et milieux de culture utilisé.

Appareillage
Appareils
= Autoclave 120°C.
= Balance électrique de précision.
= Etuve a 37°C.
= Réfrigérateur.
= Plaque chauffante.
= Seringues stériles.
= Bain- Marie.
= Bec Bunsen.
— Boites de Pétri.
= Ecouvillons.
= Pince.
= Pied a coulisse.
= Portoirs.
= Anse de platine.
= Parafilm.
= Galeries biochimiques.
= Solutions antiseptiques pour
Désinfection (alcool, eau de
Javel)
= Agitateur.
Verrerie
= Béchers (1000 ml, 500 ml).
= Flacons stériles 250 ml.
= Lames
= Pipettes Pasteur.

= Tubes a essai.

Réactifs
= Eau distillée stérile stérile.
= Eau physiologique stérile.
— Eau oxygénée.
= Huile de paraffine stérile.
= Les disques d’antibiotiques
= Réactif de JAMES.
— Réactif TDA.
= Réactifs NIT1+NIT2

Milieux de culture

= Gélose Mac Conkey
(MC).

= Gélose Mueller-Hinton
(MH).

= Gélose Eosine Bleu de
Meéthylene (EMB)

= Bouillon nutritif.
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Composition des milieux de culture utilisés
L’eau physiologique
INACLL . . ettt bbbk b bR e b bR bbbttt 9(all).

pH=7.4

Milieu Mac Conkey

PEPLONE U CASEINE. ...euveeueiieieitieie ettt e te et e et e s e s te et e e seesbeesbeasaesaeeeennaeaneeteaneenres 17g.
PEPLONE A8 VIANGE ...ttt b ettt 03g.
LT R o1 LT UL £ SRS 01,5g.
CrISTAL VIOIBL. ...ttt e e re e e e ane e re e 0,001g.
LACTOSE. ...ttt et 10g

ROUGE NBULTE ...ttt sb e e e b e e e bt e e e nrb e e e nbbe e e nnnees 0,03g.
INBCL. bbbt bbbttt b bbb neas 05g.
ALAT . . e 13,5g.

pH final = 7,1.

Composition gélose Mueller-Hinton (MH)

Hydrolysat acide de Caséing (PEPLONE).......cueiueeiieiieiieie et 17,5¢.
L VLo [T T To OSSR 2,00.
AN 1T [0 R 1,50.
CICTUM L.ttt bbbttt 20 a 25 mg.
MAGNESIUM.......eiieeieceee ettt e e e s b e et e e e s te e be et e saeesteesneersearaenraas 10a 12,5 mg.
o T PP RPTRRPRN 1509

pH =74 +/-02.
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Composition gélose Eosine bleu de méthylene (EMB)

Peptone (QUEICONGUE).......ccuieirieie ettt ettt te e e e sae e e neesaeeneenneenrs 10 g.
LLACTOSE ...ttt 5(.
SACCINAIOSE. ...ttt 50.
Hydrogénophosphate de POtaSSIUM ..........coviiiiieiieie e 2 9.
EOSINASE Y ..ottt ettt sttt sttt a st n et a et n s 400 mg.
Bleu de MELNYIENE........cvi e 65 mg
o LSO RTPPTPRPRN 1359

pH 7,2+0,2

Bouillon nutritif

EXIFAIt A& VIANUE ...ttt be et e e re e sreeneesreenee s 01g.
L= VL [T [NV SRR 02,5g.
PEPEONE. ... 05g.
(0801 [0 40 (o [T To Lo 1114 o TSP 05g.

pH final =7,3.




Tests

ONPG

GLU
ARA
LDC
OoDC
CIT
H2S

URE
TDA

IND

OX

NO2

Composant actif

2-nitrophényl-RD-
galactopyranoside

D-glucose
L-arabinose

L-lysine
L-ornithine
Trisodium citrate
Sodium
thiosulfate

Urée
L-tryptophane

L-tryptophane
L’eau oxygéné

(Test hors galerie)
(Tube GLU)

Annexes

Annexe 02

Tableau : Lecture de la galerie biochimique API 10s.

Réactions / Enzymes

R-galactosidase
(Ortho-Nitrophenyl-R D-
Galactopyranosidase)
Fermentation / oxydation
(Glucose)

Fermentation / oxydation
(Arabinose)

Lysine Décarboxylase
Ornithine Décarboxylase
Utilisation du Citrate
Production d'H2S

Uréase
Tryptophane Désaminase

Production d’Indole

Cytochrome-Oxydase

Production de NO2

Résultats
Négatif Positif
Incolore Jaune

Bleu / bleu-vert Jaune / jaune-gris

Bleu / bleu-vert Jaune
Jaune Rouge / orangé
Jaune Rouge / orangé

Bleu-vert / bleu
Dépbt noir / fin
liseré

Vert pale / jaune
Incolore / grisatre

Jaune Rouge / orangé

TDA /immédiat

Jaune Marron-rougeéatre

JAMES / immédiat

Incolore Vert péle / jaune
rose

Absence des bulles Présence des bulles

d’air d’air

NIT1+NIT2/2-5min

Jaune Rouge
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Figure : Profil d’identification de Klebsiella pneumoniae (7120).

Figure : Profil d’identification de Serratia marcescens (6720).

Figure : Profil d’identification de Hafnia alvei (6724).
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Tableau : Résultats de I’antibiogramme.

Code IP Souche Antibiotiques
Bétalactamines Autres ATB
TTC |CAZ |CFM |ATM | FEP |PRL |CIP |NET |CN [CT | AK | TOB
18 {7305 Escherichia
) R R R R R R R S | S S R
coli
30 (7305 Escherichia
_ S S S S S S S S S|S| S S
coli
32 [7305 Escherichia
_ R | R R | R|R|S| S |1l |S]|S |
coli
35 [7730 Escherichia
_ S S S S S S S S S| R | S S
coli
39 (7730 Escherichia
_ S S S S S S S S S|S| S S
coli
40 [7305 Escherichia
_ S S S I S S S S S|S| S S
coli
42 7305 Escherichia
) I I S R R S S S S| S I I
coli
44 7305 Escherichia
_ S S S S S S S S S|S| S S
coli
50 [7305 Escherichia
_ S S S I S S S S S|S| S S
coli
03 (7120 Kleb5|ell_a R S S S | R S S S| S S S
pneumoniae
54 7120 Klebsiella
pneumoniae . S S S S S S 3 i I !
41 [7524 Kleb5|el_la S S S S S S S S S|S|S S
pneumoniae
53 [7524 Kleb5|el_la S S S S S S S S S| S| S S
pneumoniae
48 (71524 Kleb5|el_la R R R R R R R I S| S| S R
pneumoniae
15 5724 Enterobacter R R R R R R R S Il |[R| S R
aerogenes
16 [5724 Enterobacter R R R R R R | S S | S|S |1 S
aerogenes
11 5724 Enterobacter R R R R R R I S Il | S| S R
aerogenes
64 3524 Serratia S S S S R S S S S|S|S S
marcescens
23 6720 Serratia S S S S S S S S S|S|S S
marcescens
33 6724 Hafnia alvei | S S S S S S S S| S| S S




Résumés

Résumé

Les entérobactéries sont des bacilles @ Gram négatif constituant 1’une des plus importantes familles des bactéries.
Certaines de ces bactéries sont pathogénes strictes etd’autres pathogénes opportunistes.

Ces bactéries sont de plus en plus résistantes aux antibiotiques. Cette résistance est un probléme important en Algérie
et est devenue une préoccupation clinique majeure, par conséquent la surveillance locale continue de la résistance aux
antibiotiques est cruciale.

Cette étude vise a isoler et identifier les entérobactéries et déceler leurs résistances aux principales familles
d’antibiotiques dans le service de pédiatrie de I'ndpital Mohamed Boudiaf de la ville de Bouira. Au total, 64 prélévements de
surfaces ont été effectués par la méthode d’écouvillonnage. L’identification aété effectuée par le systeme miniaturisé Api 10S.
D’autre part, la détermination du profil de résistance de ses entérobactéries vis-a-vis des antibiotiques testés a été réalisée selon
CA-SFM (2018).

Une collection de 38 souches d’entérobactérie a été isolée, a savoir Serratia marcescens, E. coli, K. pneumoniag,
Enterobacter aerogenes, et Hafnia alvei. Les résultats de I’antibiogramme de ces espéces montrent une résistance moyenne aux
B-lactamines suivie par la ciprofloxacine et la colistine et une sensibilité élevée aux aminosides, ainsi 3 souches avec un
phénotype de résistance BLSE ont été montrées.

Finalement, il est indispensable d’implanter de strictes stratégies de lutte contre les infections nosocomiales et la
résistance aux antibiotiques ainsi qu’un programme d’hygiéne sévére dans les hépitaux de Bouira et les hépitaux Algériens afin
de réduire la transmission croisée des germes multirésistants.

Mots clés : Environnement hospitalier, pédiatrie, entérobactéries, résistance.

Summary
Enterobacteriaceae are Gram-negative bacilli constituting one of the most important families of bacteria. Some of
these bacteria are strict pathogens and other opportunisticpathogens.

These bacteria are increasingly resistant to antibiotics. This resistance is a significant problem in Algeria and it has
become a major clinical concern, therefore continuous local surveillance of antibiotic resistance is crucial.

This study aims to isolate and identifyEnterobacteriaceae and detect their resistance to the main families of antibiotics in
the pediatricdepartment of Mohamed Boudiaf hospital in the city of Bouira. A total of 64 surface samples were taken using the
swab method. The identification was carried out by the miniaturized Api 10S system. On the other hand, the determination of
the resistance profile of its Enterobacteriaceae towards the antibiotics tested was carried out according to theCA-SFM (2018).

Enterobacteriaceae strains was isolated, namely Serratia marcescens, E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter aerogenes,
and Hafnia alvei. Antibiogram results for these species show moderate resistance to B-lactams followed by ciprofloxacin and
colistin and high sensitivity to aminoglycosides, thus 3 strains with an ESBL resistance phenotype were shown.

Finally, it is essential to implement strict strategies to fight against nosocomial infectionsand resistance to antibiotics as
well as a strict hygiene program in the hospitals of Bouira and the Algerian hospitals in order to reduce the cross-transmission of
multi-resistant germs.

Keywords: Hospital environment, pediatric, Enterobacteriaceae, resistance.
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