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Introduction

Introduction :

Les infections nosocomiales ou infections liées aux soins, posent un grave probleme de santé
publique dans le monde en générale et en Algérie en particulier. (Bedjaoui, 2016). Elles ont un
retentissement important sur le plan économique et sur le plan de la perception des soins. (Faye et
Bringer , 2012).

L’ hopital qui est normalement considéré comme un lieu de savoir, d’enseignement médical
et d’hygiéne, peut devenir dans certaines circonstances, une source d’infection par défaut
d’hygiéne, d’organisation, de conscience professionnelle ou par manque de moyens (Bedjaoui,
2016).

Les entérobactéries sont a I’origine d’un grand nombre d’infection nosocomiale surtout dans le
service de pédiatrie due a la fragilité de systéme immunitaire des enfants d’une part , d’autre part la
résistance de ces entérobactéries aux antibiotiques pose un grand probléme surtout aprés la grande
diffusion des clones résistant qui ne cesse de se renforcer notamment par 1’acquisition de B-
lactamases a spectre élargi (Bouguenoun, 2017).

A 1’ére des multirésistances aux antibiotiques et aussi de la rapidité de dissémination des
maladies réémergentes, la lutte contre les infections nosocomiales en pédiatrie est une priorité.

Pour cela, il est essentiel de mener des enquétes épidemiologiques, mais également de mettre en
place des mesures d’hygieéne adaptées a cette situation afin de prévenir de les transmissions de ces
bactéries dans nos hopitaux. C’est pour cette raison nous nous sommes intéressé aux infections
nosocomiales au service de pédiatrie de 1’hopital Mere et Enfant Khaldi Abdlaziz Tébessa en
traitant les points suivants :

> ldentifier des souches d’entérobactéries responsables d’infections nosocomiales.

» Definir la propagation de ces bactéries sur les surfaces hospitaliéres au niveau du service de
pédiatrie de 1’hdpital de Khaldi Abdlaziz de la ville de Tébessa.

> Déceler la résistance des différentes souches identifiées aux principales familles

d’antibiotiques.
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Chapitre I : la famille des Enterobacteriaceae

1. Historique :

La naissance de la famille des Enterobacteriaceae se situe en 1937 lorsqu’Otto Rahn proposa le
genre Enterobacter pour regrouper les microorganismes. Les entérobactéries sont tres hétérogenes
pour ce qui est de leur pathogénicité. Les espéces qui composent cette famille sont, en effet, soit
parasites, soit commensales (Escherichia coli, Klebsiella spp), soit encore saprophytes (Serratia
spp, Enterobacter spp) (Bakhoum ,2004).

1.1. Définition :

La famille des Enterobacteriaceae regroupe de nombreux genres bactériens répondant aux
caracteres suivants :

v" Bacilles a Gram négatif.

v Immobiles ou mobiles grace a une ciliature péritriche.

v Aérobies anaérobies facultatifs.

v’ Se développant aisément sur milieu ordinaire.

v Fermentant le glucose.

v Ne possédant pas d’oxydase (Avril et al ., 1992).

1.2. Taxonomie :

La famille des Enterobacteriaceae appartient a I’ordre Enterobacteriales, la classe Gamma
Proteobacteria, le phylum Proteobacteria, et le domaine des Bacteria. L’ordre des
Enterobacteriales ne comporte qu’une famille, les Enterobacteriaceae avec 44 genres (Prescott et
al .,2010).

1.3. Biotope :

Parmi les nombreuses espeéces d’entérobactéries, certains se trouvent dans I’environnement,
d’autre chez les végétaux et les animaux.Parmi les espéces qui peuvent étre isolées chez 1’homme
,certains Shigella sont constamment pathogenes. D’autres espéces se comportent comme des
bactéries pathogenes opportunistes responsables d’infection chez des malades fragilisés. Leur
identification constitue une part importante du travail du laboratoire de bactériologie (Avril et al.,

1992).
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Chapitre I : la famille des Enterobacteriaceae

1.4. Caractéres bactériologiques :

1.4.1. Caractéres morphologiques :

Les Enterobacteriaceaece sont:

v
v

Des bacilles Gram négatif.

Les dimensions sont environ 0.5 um sur 3 pum a extrémités arrondies.

Mobile avec ciliature péritriche par exemple Escherichia coli, Proteus, Salmonella, ou
immobile comme chez les Klebsiella, Shigella spp, Yersinia.

La plupart des especes pathogeénes pour I'homme possedent des fimbriae ou pili communs

qui sont des facteurs d'adhésion (Minor , 1989).

1.4.2. Caracteres culturaux :

Les entérobactéries se développent rapidement in vitro sur des milieux ordinaires.

v

D N N NN

La température optimale de croissance est 37°C, mais la culture est possible entre 20° et
40°C.

Leur temps de division varie de 20 a 40 minutes.

Pour la plupart des especes, les colonies formées apres 18-24 heures d'incubation a

37 °C ont bombées, rondes et régulieres, leur surface est lisse et brillante, il s'agit des
formes S « Smooth »

Sur gélose, les colonies atteignent 2 millimetres de large sauf celles des Yersinia qui sont
plus petites

En milieu liquide, les entérobactéries occasionnent un trouble uniforme du bouillon

( Joly et Reynaud ,2002).

Se développent en aéro-anaérobie sur les milieux classiques d’isolement tel que BCP,
CLED Drigalski lactose et bleu de bromothymol, et sur des milieux sélectifs comme
DCL, Hektoéne, MacConkey

Les Protéus ont tendance a envahir la gélose et y former un tapis uniforme.

Les Klebsiella forment des colonies souvent trées muqueuses, larges, grasses et luisantes.
En milieu liquide, les entérobactéries occasionnent un trouble uniforme du bouillon.

la plupart se multiplient en milieux synthétiques avec une source de carbone simple

comme le glucose ( Grosjean et al.,2016).
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1.4. 3.Caractéres biochimiques :
Les bactéries entériques sont tellement semblables en morphologie, on utilise des tests
biochimiques pour les identifier :
v' Dépourvues de cytochrome oxydase.
v’ La production d’indole a partir de tryptophane.
v’ Possédent un nitrate réductase, enzyme qui réduit les nitrates en nitrites.
v Dégradent le glucose par une voie fermentaire avec ou sans production de gaz.
(Wang et al.,2008).
v Les bactéries entériques qui produisent de grandes quantités de gaz au cours de
fermentation des sucres, sont la majorité¢ oxydase négatif, catalase positif, nitrate positif.
( Grosjean et al.,2016).
1.5. Caracteres antigéniques :

a.Antigéne de kunin :

Les Enterobacteriaceae posseédent un antigéne commun trés spécifique appelé antigéne de
Kuninou ECA « Enterobacterial Common Antigen » (Avril et al., 1992).

b. Les antigénes O :

Ce sont des antigenes de paroi constitués de lipo-polysaccharides (LPS) qui sont thermostables et
résistent a l'alcool ou a l'acide (Avril et al., 1992).

c. Les antigénes H :

Ce sont des antigenes flagellaires qui ne sont donc présents que chez les souches mobiles.
Constitués d'une protéine flagelline, ils sont thermolabiles et inactivés par l'alcool (Avril et al.,
1992).

d. Les antigénes K :

Ces antigeénes capsulaires sont généralement constitués d'une couche externe polysaccharidique.
Parmi les antigenes K, se trouvent les antigénes L, A, B des Escherichia coli et 'antigene Vi de
certaines Salmonella ou Citrobacter (Avril et al., 1992).

1.6. Facteurs de virulence :

Nombreux facteurs de virulence ont ¢été identifiés dans les membres de la famille des
Enterobacteriaceae. Certains sont communs a tous les genres, d’autres sont unique pour des
souches spécifiques :

1.6.1. Variations antigéniques :

C’est la capacité¢ des microorganismes de changer ses antigeénes de surface est la capacité
génétiquement réversible de certaines bactéries de désactiver et d’activer I’expression de genes

codant pour des antigenes de surfaces (Prescott , 2013).
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1.6.2. Le pili :

Est un filament court (<Ium) et nombreux un a plusieurs centaines, plus fine que les flagelles (3
a 10 nm).leur role est ’adhésion (Camille ,2010).

1.6.3. La capsule :

Elle joue un rdle trés important dans la pouvoir pathogene car elle s’oppose a la phagocytose et
a I’activation de la vois alterne du complément. Escherichia coli et Klebsiella ( Chaby ,2010).

1.6.4. Ilots de pathogénicité :

Ce sont des genes qui codent pour des facteurs de virulence porté sur des grands segments
d’ADN ou de plasmide de nombreuses bactéries portent au moins un ilot de pathogénicité
(Escherichia coli, Salmonella, Shigella) (Prescott ,2013).

2. Principales entérobactéries :

2.1. Escherichia coli :

a. Définition :

Escherichia coli  est un bacille a Gram négatif qui appartient a la famille des
Enterobacteriaceae. Escherichia coli est I'espece bactérienne aérobie commensale la plus fréquente
du microbiome digestif, mais est également un pathogeéne majeur chez I'homme. Elle est notamment
responsable de pathologies intestinales (gastro-entérite et toxi-infection alimentaire) mais aussi de
pathologiesextra-intestinales(infections urinaires, syndromes hémolytiques et urémiques,
bactériémies et méningites néonatales (Basmaci et Cohen , 2018).

b. Habitat :

Escherichia coli est une espéce commensale du tube digestif de I'homme et des animaux .Dans
l'intestin, E. coli est l'espece aérobie quantitativement la plus importante, présente a raison del09
corps bactériens par gramme de selles. La présence de Escherichia coli dans l'eau est le témoin
d'une contamination fécale récente et la rend impropre a la consommation (Avril et al .,1992).

c. Caractéres bactériologiques :

Les principaux caracteres distincts de E. coli vis a vis les autres entérobactéries sont :

v’ La production d’indole a partir de tryptophane,

v Mobiles par une ciliature péritriche.

v" Elle est capable de fermenter le lactose et de produire de I'indole.

v' Elle ne fermente pas I’acétoine et ne posséde pas d’urease.

v' Elle se multiplie trés rapidement : dans les conditions optimales, une population peut
doubler toutes les 20 minutes.

v Macroscopiquement, aprés 24 h de culture a 37°C, E. Coli forme des colonies de 1 a4 mm
de diametre, rondes, lisses et plus ou moins brillantes.

v' Les souches capsulées s’apparaissent muqueuses (Avril et al.,1992).
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d.Pathogénicité :

Escherichia coli est une espece commensale qui interagit avec son hote dans une relation
mutualiste .Cependant elle peut également étre un pathogeéne opportuniste ou un pathogéne
obligatoire du fait de I’expression de facteurs de virulence spécifiques. Les souches pathogenes
opportunistes ou obligatoires ont développé différents modes d’interaction avec leur hdte se
traduisant par des signes cliniques variés (Pantel, 2015).
2.2.Klebsiella pneumoniae :

a. Définition :

Le genre Klebsiella a ¢ét¢ nommé par Trevisan en 1887 pour honorer Klebs Edwin, un
microbiologiste Allemand du 19¢me siecle. Les Klebsiella sont des bactéries immobiles, en diplo
bacilles, généralement capsulées et asporulées a environ 0.5 x 3 um, avec des extrémités arrondies
L’espece type de ce genre est K. pneumoniae (Abbott ,2007).

b. Habitat :

Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca sont les especes les plus souvent rencontrées. Elles
sont fréquement isolées des eaux, du sol et des végétaux. Elles sont présentes dans la flore fécale de
I'homme et sont souvent commensales de la peau, des muqueuses et des voies respiratoires. Les
malades s'infectent soit avec leurs propres souches, soit avec des souches responsables de petites
épidémies hospitalieres. Elles sont alors manuportées de malade a malade (Avril et al., 1992).

c. Caractéres bactériologiques :

v Sur milieux usuels, les Klebsiella donnent aprés une incubation de 24 heures a37°C des
colonies rondes, de 3 a 4 mm de diametre ,bombées, muqueuses et ayant une tendance a la
confluence.

v' Aspect muqueux, en relation avec la présence habituelle d'une capsule plus ou moins
volumineuse

v K. pneumoniae est VP (+), ONPG (+), LDC (+) (Avril et al.,1992).

<

Elle se caractérise par une oxydase négative, nitrate réductase positive, uréase positive.

v’ fermente le glucose avec production de gaz (Janda et al., 2006).

d. Pathogénicité :

Klebsiella pneumoniae est un pathogéne a fort potentiel épidémique fréquemment impliqué dans
des infections séveres. De nombreuses €pidémies nosocomiales causées par cette bactérie ont été
décrites : infections suppuratives, urinaires, respiratoires, biliaires qui peuvent étre a 1’origine de

bactériémie et surtout de septicémie de pronostic sévere (Janda et al., 2006).
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2.3.Shigella :

a. Définition :

Les Shigella sont des Entérobactéries responsables de la dysenterie bacillaire et de diarrhées qui
constituent un probléme majeur de santé publique dans les pays en voie de développement. Elles
sont caractérisées par leur faible activité métabolique et par leur parenté génétique avec Escherichia
coli (les GC % sont tres voisins) (Avril et al.,1992).

b. Caracteres bactériologiques :

Les souches appartenant au genre Shigella ont toutes les caractéres communs suivants :

v Immobiles (bouillon en phase exponentielle).
v Fermentation du glucose sans production de gaz. (Avril et al .,1992).

c. Pouvoir Pathogéne :

Les Shigella sont responsables de la dysenterie bacillaire et de diarrhées qui constituent un
probléme majeur de santé publique dans les pays en voie de développement ;une shigellose
commence habituellement par une diarrhée aqueuse suivie apres 24 a 48 heures par l'apparition de
sang et de mucus dans les selles. Il y a de la fievre, des douleurs abdominales et du ténesme (Avril
et al.,1992).
2.4.Citrobacter freundii :

a. Définition :

Les Citrobacter freundii sont des bacilles ou des coccobacilles, mobiles, font partie de du genre
Citrobacter, facultativement anaérobiques, de 0,3 a 1 um de diametre et de 0,6 a 6um de long
(Abbott ,2007).

b. Caracteres biochimiques :

v Ces bactéries fermentent le mannitol

v Produisent du H2S gazeux.

v' Sont capables d’utiliser le citrate de sodium comme unique source de carbone.
(Chen et al., 2002 ; Knirel et al., 2002).

c. Pouvoir pathogeéne :

Les C. freundii sont des agents pathogeénes nosocomiaux opportunistes rares qui entrainent
normalement des infections des voies urinaires, des bactériémies, des sepsis abdominaux et des
abces cérébraux ainsi que des pneumonies et d’autres infections néonatales, dont la méningite, le
sepsis néonatal, I’infection articulaire et la bactériémie (Pepperell et al., 2002 ; Ryan , 2004).

Les infections du systéme nerveux central (SNC) sont plus courantes chez les nourrissons de
moins de 2 mois que chez les enfants plus agés et les adultes immunodéprimés; cependant, certains

cas rares ont ¢té signalés (Ryan , 2004).
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2.5. Enterobacter :

a. Habitat :

IIs se rencontrent souvent dans le sol et dans l'eau; ils peuvent se loger dans les intestins
d'humains et d'animaux et peuvent aussi se trouver dans les eaux usées (Hart , 2006).Ce sont des
bactéries de I'hospitalisme(Avril et al .,1992).

b. Caractéres bactériologiques :

v’ L'espéce type des Enterobacter est Enterobacter. cloacae. (Avril et al .,1992).

v Les Enterobacter cloacae produisent un acide a partir de la fermentation du glucose,
donnent une réaction négative a I'épreuve au rouge de méthyle et une réaction positive au
test de VP. (Hart , 2006).

¢ . Pouvoir pathogéne :

Concernant le pouvoir pathogene, les espéces du genre Enterobacter, en particulier E.cloacae et
E. aerogenes, sont des pathogenes responsables d'infections nosocomiales diverses, y compris la
bactériémie, les infections des voies respiratoires et urinaires, l'endocardite, les infections intra

abdominales et ophtalmiques, l'arthrite septique et les ostéomy¢lites (Fraser et al., 2010).
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Chapitre 11 : Les infections nosocomiales

1. Définition d’une infection nosocomiale :

Les infections nosocomiales (du grec, nosos, maladies et komeion prendre garde) sont dues a
des agents pathogénes acquis par les patients lors de leur passage dans I’hopital ou un autre centre
de soins de santé). Les infection nosocomiale affectent non seulement les patients, mais également
les infermiéres, les médecins, les gardes malades, les visiteurs, les gardiens et quiconque qui a des
contacts avec 1’hopital. La plupart des infection nosocomiale donnent des signes cliniques

manifestés lorsque les patients sont encore hospitalisés ( Prescott et al.,2013).

Une infection nosocomiale est une infection survenant plus de 48 heures aprés 1’admission et qui
n’était ni présente, ni en incubation dans cette période. Les services les plus concernés sont: le
service de réanimation (20%), service des brulés, service Chirurgical, service d’hématologie et

service de long séjour (Bricaire et al.,2007).

Les agents responsables de maladies nosocomiales peuvent étre d’origine « endogéne »: le
malade s’infecte avec ses propres germes, a la faveur d’un acte invasif et/ou en raison d’une
fragilité particuliére ou d’origine « exogeney: il peut s’agir; soit d’infection croisée, transmises d’un
malade a I’autre par les mains ou les instruments de travail du personnel médical ou paramédical,
soit d’infections provoquées par les germes du personnel porteur ou bien des infections liées a la

contamination de 1I’environnement hospitalier (eau, air, matériel, alimentation,...) ( Marco ,2007).
2. Mode de contamination :
2.1. Auto-infection :

C’est lorsque le malade s’infecte soit par ses propres germes in situ soit a partir de
I’environnement immédiat (surface de la peau, vétement, lit). Ces infections sont dues généralement
aux germes saprophytes qui deviennent pathogénes a la suite d’une antibiothérapie itérative ou d’un
traitement immunosuppresseur .Les complications infectieuses respiratoires liées au décubitus et ses
conséquences sur le drainage des voies aériennes peuvent étre des autoinfections .Enfin certains
malades immunodéprimés (aplasie médullaire, SIDA) peuvent avoir des bactériémies dues aux
germes intestinaux qu’ils hébergent. Ces infections rigoureusement endogénes sont aussi des auto-

infections (Tasseau et al.,1991).
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2.2 .Hétéro infection :

On parle d’hétéro-infection lorsqu’un agent infecticux est transporté d’un malade a un autre
provoquant une infection dite croisée ou hétero-infection. L’agent infectieux est rarement transmis
par contact direct ou par voie aérienne .Le plus souvent le vecteur est le personnel soignant par ses
mains, et ou ses instruments de travail. On parle d’infection manu portée ou d’infection transmise
par le materiel d’exploration ou de soin. C’est le mode de contamination majeure lors de
nombreuses épidémies et probablement le plus sensible aux mesures prophylactiques (Tasseau et
al.,1991).

2.3. Xéno-infection :

Ce sont des infections qui sévissent sous forme endémique ou épidémique dans la population
extrahospitaliére. Les agents infectieux sont importés a I’hopital par les malades, le personnel
soignant, ou les visiteurs qui en sont atteints ou qui sont en phase d’incubation. Ils se transmettent
par voie aérienne, par contact direct ou indirect et trouvent a 1’hopital des victimes particuliérement
réceptives et des conditions de transmission facilitées. Lorsque la maladie infectieuse est le seul
motif d’hospitalisation, les mesures immédiates d’isolement peuvent étre prises. Mais dans certains

cas I’infection est indépendante du motif d’hospitalisation (Tasseau et al., 1991).
3. Les infections nosocomiales dues aux entérobactéries :

Les entérobactéries représentent la flore endogene de I’intestin. Elles sont a 1’origine d’un grand

nombre d’infections nosocomiales (Pillye ,2013).

Les infections nosocomiales, les plus fréguemment rencontrées sont:
v’ Les pneumopathies nosocomiales.
v' Les infections urinaires.
v Les infections digestives (Marco ,2007).
3.1. La pneumopathie nosocomiale (PN)
Est un probleme de santé publique qui concerne tous les services hospitaliers représentant, la
deuxiéme localisation d’infection nosocomiale et la premiére en réanimation (Arika et al., 2015).
3.1.1. Mode de contamination :
La contamination et I’infection du poumon se font par :
v Voie aérienne.
v La contamination initiale s’effectue a partir de I’oropharynx.
v’ Elle est liée a I’adhésion des germes et favorisée par des facteurs de terrain
(Beaucaire ,1997).
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Un autre mode de contamination est la contamination directe par le matériel de ventilation
artificielle (piége a eau, nébuliseurs, circuits de ventilation) d’ou la nécessité de précaution de
désinfection apres usage et de changement quotidien d’eau (Beaucaire ,1997).

Ces pneumonies sont rencontrées chez les sujets immunodéprimés, agés ou fragiles (broncho
pneumopathie chronique, éthylisme), hospitalisés notamment pour cancers, leucémies,
transplantations d’organe (Delmee , 2004).

La cause de ces pneumonies est des bactéries a Gram négatif (60% des cas): K.pneumoniae,
E.coli, Serratia marcescens, Klebsiella (8 % des pneumopathies nosocomial) Enterobacter sp,
P.aeruginosa(30 % des pneumopathies nosocomiales) (Pilly ,2013).

3.1.2. Les facteurs de risque :

Les facteurs de risques ont en rapport avec la ventilation et le patient lui méme donc accessibles
a la prévention.
v’ Le facteur le plus important est 1’orthése endotrachéale,

L’age de plus de 70 ans,

L’insuffisance respiratoire chronique,

L’¢état de choc,

L’intervention chirurgicale récente sur la sphére abdominale ou thoracique ,

La durée de la ventilation,

AN N N N YN

La trachéotomie et la ré intubation.
D’autres facteurs tels que : le mode d’intubation (orale ou nasale) et 1’absence de prévention par
gastroprotecteur augmente la survenue de pneumopathie nosocomiale (Papazian ,1990).

3.2. L’infection urinaire (IU) :

En terme global elle est définie par la présence anormale de germes dans 1’urine. Elle regroupe a
la fois la colonisation ou bactériurie asymptomatique et I’infection du tractus urinaire
symptomatique qui génere une réponse inflammatoire et des signes de nature et d’intensité variables
selon le terrain (Cabrolier et Bertrand.,2005 ; Alfandaria ,2003).

v’ Elle est la plus fréquente des infections nosocomiales.
v Elle représente toujours la deuxiéme cause d’infection acquise en réanimation aprés les

pneumopathies nosocomiales (Cabrolieret Bertrand.,2005 ;Alfandaria.,2003).
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3.2.1. Mode de contamination :
La contamination se fait par trois portes d’entrée potentielles :

v’ Larégion périnéale
v La jonction entre la sonde urinaire et le collecteur (ouverture réguliere des systemes de
drainage non clos)

v’ Le systeme collecteur par reflux (intérét des systemes anti-reflux)(Tasseau et Baron ,1989).

Le sondage urinaire est responsable dans 80 % des cas des infections urinaires nosocomiales.
Le risque augmente avec la durée (5 a 10 % par jour de sondage).Leur fréquence est en rapport avec
le non-respect des mesures d’asepsie et d’hygiéne. Elles sont également liées (dans 20 % des cas) a
des gestes sur des voies urinaires tels que 1’endoscopie (cystoscopie) et la chirurgie urologique.

La principale bactérie en cause est Escherichia coli reésistant aux aminopénicillines et souvent
malgré les inhibiteurs des béta-lactamases, ensuite viennent Entérocoques, Pseudomonas sp,
Klebsiella sp. Enterobacter ssp,Serratia sp, Candida sp. Il s’agit de bactéries résistantes (Tasseau
et Baron ,1989).

3.3. Les infections digestives (ID):

Se caractérisent par 1’association d’une fiévre avec un syndrome diarrhéique au cours de
salmonelloses, ou un syndrome dysentérique au cours de shigelloses. E. coli est a ’origine de
tableau diarrhéique dont le mécanisme est variable: toxinique entéro-invasif dont E.coli de type
0157: H7 a été décrite comme cause de syndrome hémolytique et urémique; plus particulierement

chez I’enfant, apres 1’ingestion d’aliments contaminés (Pilly ,2013).
4. Epidémiologie:

L’infection nosocomiale est devenue aujourd’hui une préoccupation de santé publique dans tous
les pays. Les germes responsables des infections nosocomiales sont 60% des bacilles & Gram
négatif (entérobactéries), ces germes sont souvent multirésistants aux antibiotiques suite a la
pression exercée par [’antibiothérapie large dispensée dans les ¢établissements de santé.
(Epelboin ,2012).

Les 5 principaux sites des infections nosocomiales représentent 70% de 1’ensemble des
infections nosocomiales avec par ordre d’importance:

v' Les infections urinaires (35%).

v Les infections respiratoires basses (12%).
v Les infections du site opératoire (11%).
v

Les bactériemies (6%) .
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v Les infections par cathéter (4%) (Alfandari ., 1997 ; Astragneau.,1998).
En Algérie les investigations réalisées montrent que la prévalence des infections nosocomiales se
situe entours de 15% (Atif et al.,2006).

Dans I’ Afrique la prévalence globale des infections nosocomiales est de 34,5% dont 17,0% pour
une infection nosocomiale acquise et 17,5% pour une infection importée. Parmi les infections
nosocomiales acquises, les infections du au site opératoire étaient les plus fréquentes (27,1%),
suivies des infections pulmonaires (22,0%) et des infections urinaires (17,0%) (Kakupa et al.,
2016; Arefian et al. ,2016)

Leur prévalence en France est estimée a 6-7% atteignant20% dans les services de réanimation.
Les services les plus touchés sont ceux de réanimation, d’hématologie, de chirurgie et brilés
(Alfandari., 1997 ; Astragneau.,1998)

L’OMS estime que 9 millions de patients contractent une infection nosocomiale et environ un
million des patients meurent chaque année de ces infections hospitalieres (OMS ,2011).

5. Prévention des infections nosocomiales :
5.1. Mesures générales de prévention :

a. L’antisepsie :

C’est I’ensemble des méthodes et moyens destinés a prévenir 1’infection en détruisant ou en
inhibant la croissance des micro-organismes sur les tissus vivants ou les objets inanimés en
utilisant des procédés physiques (filtre, rayonnement) ou chimiques (substances bactéricides,
virucides ou fongicides) (Wendy et Tietjen ,1992).

Les principaux antiseptiques sont :

v Alcool éthylique a 70° .

Les hypochlorites diluées (L’eau de Javel) .
L’iode .

L’eau oxygénée .

Les ammoniums quaternaires.

Les phénols .

Les acides organiques.

La chlorhexidine.

Le trichlocarban (Wendy et Tietjen ,1992).

AN NNV N N N N
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b. Asepsie :

Selon le dictionnaire médical Larousse 1981, 1’asepsie est 1’absence de tout germe microbien de
tout élément susceptible de produire la putréfaction ou I’infection. Cette définition est élargie par le
dictionnaire francais de médecine et de biologie (Flammarion 1970) qui définit 1’asepsiec comme
I’ensemble des moyens visant a empécher la contamination d’objet, de substance, d’organisme ou
de locaux (Wendy et Tietjen ,1992).

c. La désinfection :

Elle permet d’éliminer la plupart mais pas tous les micro-organismes a 1’origine des maladies sur
le matériel utilisé .En pratique la désinfection du matériel préalablement décontaminé s’effectue
par :

v Immersion dans un bac de 5 litres de solution désinfectante afin d’assurer le contact du
désinfectant avec toutes les parties du matériel, les instruments articulés demeurent ouverts,
les canaux et cavités sont soigneusement irrigués.

v' Le bac doit étre muni de couvercle afin d’éviter 1’évaporation de la solution et les
émanations de vapeurs toxiques.

v' En fait, la solution se dilue au fur et & mesure de I’immersion de matériel ; donc son
efficacité s’altére progressivement.

Il est donc recommandé de procéder au renouvellement du bain de désinfectant au moins une fois
par semaine, voire plus souvent si la quantité de matériel désinfecté est importante.

Le temps d’immersion dans le bain désinfectant est variable en fonction de I’objectif fixé et du
produit utilisé ;

Quinze minutes représentent le temps habituellement requis pour une désinfection standard.
Apres désinfection le matériel est rincé abondamment dans un bac d’eau stérile renouvelé
fréquemment en fonction de I’'importance du matériel immergé (Wendy et Tietjen ,1992).

5.2. Principes généraux de prévention pour les hdpitaux :

a. Les batiments :

v llIs doivent étre dans les normes par leurs surfaces, leur aération ; ils doivent étre nettoyés
matin et soir avec des désinfectants a la serpilliére sans balayage préalable.

v Le sol de la salle d’opération est nettoyé aprés chaque opération avec de 1’eau de Javel
diluée.

v' L’ensemble du bloc lavé a grande eau a la fin de chaque semaine (Popi ,2003).
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b. Le personnel :
11 faut insister sur la formation et 1’éducation du personnel socio-sanitaire dans le respect strict des

régles d’hygiéne et de fonctionnement des services (Popi ,2003).

c. Les déchets:

A I’hopital :

v' les circuits doivent étre propres.

v" les sales doivent étre clairement individualisés et distincts.

v Tous les objets piquants et tranchants doivent étre jetés dans des conteneurs spéciaux.

v Les déchets d’activité de soins a risque infectieux sont éliminés dans des récipients spéciaux
et suivent une filiére spécifique de ramassage et de transport visant a une incinération ou a
un enfouissement.

v' L’emballage, le ramassage, le transport et les modalités d’incinération font 1’objet d’une

réglementation tres précise (Popi ,2003).
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Chapitre 111: Résistance des entérobactéries aux antibiotiques

1. Géneralités sur les antibiotiques :
1.1. Définitions :

Les antibiotiques se définissent comme des molécules capables d'inhiber la croissance ou méme
de tuer des bactéries, sans affecter I'n6te (cellules humaines dans notre propos). Ils permettent aux
défenses naturelles du corps telles que le systéme immunitaire, de les éliminer. Ils agissent souvent
en inhibant la synthése d'une cellule bactérienne, la synthese de proteines, I'ADN, I'ARN, par un
agent désorganisant la membrane, ou d'autres actions spécifiques. Un grand nombre d’antibiotiques
a été identifié en milieu naturel, mais moins de 1% sont médicalement utiles. Cependant, ceux qui
le sont ont eu un impact déterminant sur le traitement des maladies infectieuses
(Levy et Marshall, 2004).

Beaucoup d’antibiotiques naturels ont été structurellement modifiés en laboratoire, pour
augmenter leur efficacité formant ainsi, la classe des antibiotiques semi-synthétiques
(Madigan et Martinko, 2007).

1.2. Classification des antibiotiques :

La classification des antibiotiques repose sur leur structure chimique et leurs mécanismes
d’action, lesquels conditionnent leur spectre d’activité, en agissent a 1’échelon moléculaire au

niveau d’une ou de plusieurs étapes métaboliques indispensables a la vie de la bactérie

( Mohamedi, 2012).
1.3. Les principales familles des antibiotiques
1.3.1.68 - lactamines :

Les bétalactamines constituent la famille d’antibiotiques la plus utilisée en antibiothérapie. Ils
représentent une vaste famille d’antibiotiques bactéricides qui posseédent comme structure de base le

cycle béta-lactame qui regroupe :

a. Lespénames:
v" Pénicilline G (voie parentérale) et V (voie orale)
v' Pénicilline M (méticilline)
v' Pénicilline A (aminopénicilline)
v" Carboxy-pénicillines (ticarcilline) & usage hospitalier
v" Uréido-pénicillines ( pipéracilline)

v Amidino-pénicillines (pivmécillinam)( Laurent, 2009).
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b. Les céphems

v' Cefalotine

v' Céfuroxime, céfamandole

v' Céfotaxime, ceftriaxone

v’ Céfépime, cefpirome) ( Laurent, 2009).

c. Les carbapénémes

v Imipénéme
v Monobactams)( Laurent, 2009).
1.3.2. Glycopeptides :

Les antibiotiques importants que renferme cette famille sont la Vancomycine et Teicoplanine.
Ces deux molécules n’agissent que sur les bactéries a Gram positif en inhibant la synthése du

peptidoglycane et donc la croissance des bactéries (Mouton et al.,2000).

1.3.3. Aminosides :

Leur structure est a base de sucres aminés et les principales molécules sont : Streptomycine,

Gentamicine, Netilmicine, Tobramycine, Amikacine. Est un antibiotique qui a un effet bactéricide.

Ils se fixent de facon irréversible sur le ribosome des bactéries et inhibent la traduction en

provoquant des erreurs de lecture de I’ARN messager (Archambau, 2009).

1.3.4. Macrolides :

Les antibiotiques macrolides sont caractérisés par le cycle lactone relié aux molécules de
sucres.Il y a une grande variété d’antibiotiques macrolides, le plus connu est 1’érythromycine. 11 est
un inhibiteur de synthése de protéine au niveau de la sous-unité 50S du ribosome (il a un effet
bactériostatiques). (Madigan et Mrtinko, 2007).

1.3.5. Quinolones :

Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides a large spectre, on distingue les antibiotiques
de :

v’ lére génération : Acide nalidixique ;
v’ 2éme génération : fluoroquinolones : Norfloxacine, Ofloxacine, Ciprofloxacine ;

v' 3éme génération : Lévofloxacine, Moxifloxacine (Prescott et al .,2007).
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Ils sont trés efficaces contre les bactéries entériques comme : E. coli, Klebsiella pneumoniae et
contre Haemophilus, Neisseria, Pseudomonas aeruginosa et d’autres bactéries pathogénes Gram
négatives, ainsi que les Gram positives telles que Staphylococcus aureus, Sreptococcus pyogenes et

Mycobacterium tuberculosis (Prescott et al.,2007).
1.4. Mode d’action des antibiotiques :

1.4.1.Antibiotiques agissant sur la synthese du peptidoglycane :

a. Béta-lactamines :

L'activité des fB-lactames est variable selon la molécule considérée mais le mécanisme d'action

est commun a toutes ces molécules :

v" Dans un premier temps, les lactames doivent traverser la paroi bactérienne.

v" Elles vont se fixer sur des protéines cibles de la membrane plasmique que I'on appelle
les PLP.

v Ces PLP sont en fait des enzymes, transpeptidases, transglycosylases et
carboxypeptidases, impliquées dans la synthése du peptidoglycane.

v Les lactames vont donc se fixer sur ces protéines enzymatiques, vont subir une
ouverture de cycle et bloquer le fonctionnement de ces enzymes.

v" Elles agissent donc en substrat «suicide».

v" Ce mécanisme va permettre de bloquer la synthése du peptidoglycane.

v Dans un second temps, le peptidoglycane est alors dégradé sous l'action d'autolyses, ce

qui finalement entraine la lyse bactérienne et donc un effet bactéricide

(Prescott et al.,2007).
[ —

Cible
Glycopep tides

p-lactamines

Figure 01 : Mode d’action des Béta-lactamines ( Bingen ,2017).
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b. Glycopeptides :

Les antibiotiques importants que renferme cette famille sont la Vancomycine et Teicoplanine.
Ces deux molécules n’agissent que sur les bactéries a Gram positif en inhibant la synthése du
peptidoglycane et donc la croissance des bactéries (Mouton et al ., 2000) .

c. Fosfomycine

Inhibe la premiére étape de la synthése du peptidoglycane. Elle agit comme un analogue du
phospho-enol-pyruvate et se lie de fagon covalente a la pyruvyl-transferase qui ne peut donc plus
assurer la Condensation de 1’uridine-diphosphate-N-acetyl- glucosamine avec le phospho-enol-
pyruvate ( Simonet, 1988).

Tableau 01: Les inhibiteurs de la synthése de la paroi bactérienne (Calop et al.,2012).

Famille Exemple

Amoxicilline

Pénicilline A Amoxicilline + Acide clavulanique
Ampicilline

Ampicilline + Sulbactam

Pénicilline du groupe benzathine benzylpénicilline
GetV Pénicilline V
Penicillines Pénicilline du groupe M Cloxacilline et Oxacilline
Carboxypénicillines Tcarcilline
Ticarcilline + Acide clavulanigue
Uréidopénicillines Pipéracilline
Pipéracilline + Tazobactam
Aminidopénicillines Pivmécillinam
Témocilline Emocilline
Imipénem
Carbapenime Imipénem + Cilastatine
Beta- Monobactames Aztréonam
Lactamines
Céfaclor
C1G Cefalotine
26 Céfoxitine
Orale Céfixime

Cephalosporines

C3G | Injectables Céftriaxone

céftazidime,

céfotaxime
Fosfomicine Fosfomycine
Glycopeptides Vancomycine
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1.4.2. Antibiotiques agissant sur les membranes (externe et cytoplasmique)
a.Polymyxines:

Représentés par la colistine, elles se fixent sur les phospholipides membranaires et perturbant la
permeéabilité membranaire ; Ce mécanisme implique initialement des interactions de type
électrostatiques entre les polymyxines polycationiques et le LPS anionique de la membrane externe
des bactéries a Gram -, puis une perturbation de I’organisation de la membrane par déplacement des
ions Mg®* et Ca®* (responsables de la stabilité du LPS).Cela conduit & une relargage du contenu
intracytoplasmique et a la mort de la bactérie(effet Bactéricides) (Andrea et al .,2008).

b. Lipopeptides :

La daptomycine est le premier et seul représentant actuellement commercialisé de la famille,
elle posséde une activité bactéricide rapide, par liaison a la membrane cytoplasmique, mécanisme
Ca®* dépendant : oligomérisation dans la membrane conduisant & un efflux de potassium. Cela
conduit a la mort de la bactérie par dysfonctionnement des voies de synthése macromoléculaires
(Silverman et al .,2001).

1.4.3. Antibiotiques agissant sur ’appareil nucléaire.

a. Sulfamides et le triméthoprime :

Les sulfamides et le triméthoprime inhibent la voie de synthese des folates, qui sont des
précurseurs indispensables a la fabrication des acides nucléiques et des protéines. Leurs cibles
respectives sont la dihydroptéroate synthétase et la dihydrofolate réductase (Huovinen et
al .,1995).

b. Quinolones :

Le mécanisme d’action de cette classe pharmacologique consiste en une inhibition de I’ADN
gyrase. Ces enzymes sont essentielles a la réplication et a la transcription de I’ADN bactérien,
I’inhibition par les quinolones du complexe « ADN bactérien — enzymes » empéche le
surenroulement de I’ADN ainsi que le relachement de I’ADN surenroulé et entraine la séparation de

la double chaine hélicoidale (Bouguenoun, 2017).

c. Rifamycines :

La rifampicine bloque I’initiation de la transcription de I’ADN en se fixant sur la sous-unité B de
I’ARN polymérase ADN dépendante bactérienne, enzyme responsable de la transcription. Elles
atteignent de bonnes concentrations intracellulaires dans les cellules eucaryotes (Wehrli et al.,
1968).
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d.Nitro-imidazolés :

Réduits en dérivés actifs en atmospheére strictement anaérobie, ils forment un complexe avec un

brin d’ADN provoquant une coupure de ce dernier. llIs ont un effet bactéricide (Soilleux ,2008).

Tableau 02 : Inhibiteurs de la synthése des acides nucléiques(Soilleux ,2008).

Famille Exemples
Quinolones Fluméquine
Quinolones 1ére génération
urinaires Fluoroquinolones Norfloxacine
) Quinolones Fluoroquinolones Ciprofloxacine
Quinolones 5 )
ystemiques Ofloxacine
Quinolones Fluoroquinolones Levofloxacine
antipneumocoques Moxifloxacine
Sulfadiazine
Sulfadiazine +Pyriméthamine
Sulfamides Sulfaméthizol

Sulfafurazole + Erythromycine
Sulfaméthoxazole
Triméthoprime

(Cotrimoxazole ou Bactrim)

Nitrofurantoine

Nitrofuranes Nifuroxazide

Produits nitres

Meétronidazole
Nitro-lmidazoles Ornidazole
Tinidazole

Autres Rifamycine
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1.4.4. Antibiotiques agissant sur les ribosomes :
a. Phénicols :

IIs se fixent sur le ribosome au niveau du site amino-acyl et inhibent 1’élongation de la chaine
peptidique. lls sont bactériostatiques ; actuellement ils sont trés peu employés car ils sont toxiques
sur la moelle osseuse (Soilleux ,2008).

b.Tétracyclines :

Les tetracyclines inhibent la synthése protéique en se fixant sur I’ARN 16S de la sous unité
30S du ribosome bactérien, elles empéchent ainsi la liaison de lI'aminoacyl-ARNt sur le complexe
ARNm-ribosome. De plus, elles interferent avec les systemes enzymatiques de la bactérie par un

mécanisme de complexation ionique (Mg?* en particulier) ( Pioletti et al.,2001).

c.Macrolides, lincosamides et synergistines :

Les antibiotiques (MLS) se fixent sur la fraction 50S des ribosomes et inhibent ainsi la
synthese protéigue. Cette interaction induit un blocage du complexe aminoacyl-ARNt et les acides
aminés apportés par I’ARN de transfert ne s’incorporent plus aux chaines polypeptidiques. La
synthése protéique ne pouvant plus se réaliser, la survie de la bactérie est compromise (Robert,
2013).

d.Acidefusidique :
Il se fixe sur le site aminoacyl et bloque la translocation de la chaine peptidique en formation.
Il a un effet bactériostatique (Soilleux ,2008).

e.Aminosides :

inhibent la traduction aux stades d'initiation, d'élongation et de terminaison. Par ailleurs, ils
interagissent avec le systeme de transport des électrons de la chaine respiratoire, provoquent des
désordres ioniques, altérent les enveloppes bactériennes et affectent indirectement la réplication de
I'ADN( Magnet et Blanchard ,2005).
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Tableau 03 : Les inhibiteurs de la synthése des protéines (Soilleux,2008).

Famille Exemple

Aminosides Amikacyne, Gentamycine,

Tobramycine, streptomycine

Amphotericine B
Azithromycine

Macrolides et apparente | Macrolides vrais | Catnromycine
Erythromycine

Josamycine

Roxithromycine

Lincosamides Clindamycine

Kétolides Télithromycine

Synergistines Pristinamycine
Phenicoles Chloramphénicol

Thiamphénicol

Cyclines Tétracycline +Minocycline +Doxicycline

Acide Fusidique Acide fusidique

1.5. La résistance bactérienne aux antibiotiques :

L’utilisation importante des antibiotiques au cours des derniéres années a conduit a une forte
augmentation des bactéries résistantes a ces médicaments, rendant les infections plus difficiles a
traiter. Ainsi, I’antibiorésistance est devenue un en jeu de santé publique majeur, c’est pourquoi de
nombreux plans d’action ont ét¢é mis en place par les organisations sanitaires et les décideurs

politiques, a I’échelle nationale et mondiale ( Opatowski et al.,2016) .
1.5.1. Définition de la résistance :

Une souche est dite résistante lorsqu’elle se cultive en présence de concentration plus élevée en

antibiotique comparativement a d’autres souches qui lui sont phylo-génétiquement liées.
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Par conséquent, la résistance est une propriété qui ne peut étre étudiée que par comparaison d’au
moins deux souches, dont I'une de référence souvent appelée souche sauvage et développée en
laboratoire a partir d’individus prélevés dans la nature, d’'une méme espece ou d’un méme genre,
cultivées dans les mémes conditions. Selon la définition clinique, une souche est qualifiée de
résistante lorsqu’elle survit a la thérapie antibiotique mise en place (Guardabassi et

Courvalin ,2006).

a. Résistance naturelle ou intrinséque :
C’est une insensibilité aux antibiotiques, existant naturellement chez tous les membres d’un
genre ou d’une espece bactérienne. Elle fait, donc, partie du patrimoine génétique normal du germe

et détermine le spectre d’action d’un antibiotique (Harmouch,2018).
b. La résistance acquise :

C’est I’acquisition de nouveaux genes capables de rendre la bactérie insensible a un antibiotique
ou a un groupe d’antibiotiques. Ce nouveau gene peut étre obtenu soit par mutation au niveau du
chromosome qui est un phénomene rare soit par transfert d’ADN de plasmides conjugatifs ou de

transposons (Harmouch,2018).
1.6. Les mécanismes de la résistance :
1.6.1. Mécanismes biochimiques :
Quatre mécanismes principaux sont responsables de la résistance aux antibiotiques :

v" Modification de la cible des antibiotiques due soit a une substitution de la cible au profit
d’une autre cible, soit a une diminution de 1’affinité de la cible pour I’antibiotique.

v" Synthése d’enzymes inactivant les antibiotiques.

v' Diminution de la perméabilité bactérienne entrainant une concentration d’antibiotique
insuffisante dans I’espace péri plasmique ou dans le cytoplasme.

v’ Efflux actif de I’antibiotique de I’intérieur vers I’extérieur de la bactérie (Philippon ,2008).

v' Plusieurs de ces mécanismes de résistance peuvent coexister chez une méme bactérie et agir
en synergie, conférant une résistance plus élevée aux antibiotiques d’'une méme famille ou

de familles différentes ( Philippon ,2008).
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1.6.2. Mécanismes génétiques :

Sur le plan génétique, la résistance peut étre acquise par deux voies totalement distinctes, soit
des mutations affectant des génes présents sur le chromosome, soit 1’acquisition de genes

étrangers (Galimand ,2005).

Cibles des Résistances aux Eflux
Parol antiblotiques  antibiotiques Fluoroquinalones
Beta-lactamines Aminoglycosides
Vancomycine \ Tétracyclines
Betalactamines

Synthése ADNIARN Macrolides

Flucroguinolones im :
: parméabilité
Rifamycines Totracyclines
Trimethoprim

Sultamides
Vancomyeine

Modification des cibles

Synthese dos folates Q s
Trimathoprim '
Subfamides Rifamycines
Yancomycine
Membrane  Synthése proteique  Enzymes inactivantes Pénicillines
cytoplasmique  Linezolide Betadactamines Macrolides
Daptomycing | e1rdcyelines Aminoghycorides Aminoglyeosides
Macrolides Macrolides

Aminoglycosices Rifamycines

Figure 02 : Cible d’action des antibiotique et mécanisme de résistance a ces antibiotiques
(Maurin, 2018).
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Matériels et méthodes

I. Cadre de I’étude :

Ce travail a été réalisé au sein de I’établissement public hospitalier (EPH) Khaldi Abdlaziz
Tébessa. Durant la période allant du 23 Janvier au 20 Avril 2019 au laboratoire de microbiologie
médicale.

L’ hopital est situé au centre-ville de la wilaya de Tébessa, Il est réservé exclusivement aux
maladies maternelles et infantiles et a la pédiatrie, il contient 120 lits distribués sur 06 services
(Gynécologie, Grossesse a haute risque, Pédiatrie , Néonatologie, Poste opératoire) .

Durant cette période, un total de 45 souches d’entérobactéries ont €té isolées a partir de
différents services de pédiatrie : service de pédiatrie A, pédiatrie B et service de néonatologie.

I1. objectifs de I’étude :

Les objectifs de cette étude consistaient a identifier des souches d’entérobactéries responsables
d’infections nosocomiales, définir leurs propagation sur les surfaces hospitalieres au niveau du
service de pédiatrie de 1’hopital de Khaldi Abdlaziz de la ville de Tébessa et déceler la résistance
des différentes souches identifiées aux principales familles d’antibiotiques.

I11. Matériel :

Le matériel utilisé dans cette étude sera cité au cours des techniques réalisées (Annexe01)

IV. Méthodes :

Dans le but d’identifier les bactéries du milieu hospitalier, des prélevements ont été établis a
partir de différents services de pédiatries ces prélévements sont appliqués sur des surfaces humides
(lavabo), des surfaces seches (paillasse de préparation des traitements, plateau de soin , lit du
malade , masque d’oxygene ), matériels (Potence sérum , stérilisateur des biberons)et personnel,
qui appartient au service de pédiatries de 1’établissement public hospitalier (EPH) Khaldi Abdlaziz
Tébessa.

1. Technique d’échantillonnage :

Les prélévements des surfaces de service de pédiatrie de 1’hopital(EPH) Khaldi Abdlaziz
Tébessa ont été effectués par 1I’écouvillonnage.
Elle consiste a balayer la surface a controler a I’aide d’un écouvillon stérile humidifié les étapes
sont les suivantes :
v" Sortir un écouvillon de son emballage stérile, humidifier I’extrémité en le plongeant
dans un tube contenant 1’eau physiologique ( Sehulster et Chinn, 2003).
v" Eliminer ’excés de liquide en pressant légérement le coton sur la paroi du tube.
v Rouler doucement I’écouvillon sur la surface a contrdler en faisant tourner I’écouvillon
entre le pouce et I’index ( Sehulster et Chinn, 2003).
v' Placer I’écouvillon dans un tube contenant un volume connu (2 ml) du bouillon nutritif

(Laubscher ,2010)
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2. Prélévement :

Les échantillons ont été prélevés, a partir de différentes services de pédiatries : néonatologie

(1heure-45jour), pédiatrie B (45jours-2ans) et pédiatrie A (2ans-15ans). Les détails sont rapportés

dans le tableau 4 :

Tableau 04 : Prélévements réalisés au cours de 1’étude

Date du Heures du Lieux de prélévement Nombre
prélevement | prélévement totale des
échantillons
Série service de pédiatrie A (2ans-15ans)
N°01 | 11.02.2019 9:00 Surfaces | Surfaces | matériels | personnel 10
humides | séches
02 02 05 01
service de pédiatrie B (45jours-2ans)
Série
17.02.2019 9 :45 Surfaces | Surfaces | matériels | personnel 10
N°02
humides | séches
01 01 07 01
Série Service de nouveau-nés(1heure-45jour)
N°03 | 24.02.2019 9:00 Surfaces | Surfaces | matériels | personnel 20
humides seches
02 10 07 01
service de pédiatrie B (45jours-2ans)
Série | 24-03-2019 12 :00 10
Surfaces | Surfaces | matériels | personnel
N°04
humides seches
02 01 06 01
Série Service de nouveau-nés(1heure-45jour)
30-03-2019 11:00
N°05 Surfaces | Surfaces | matériels | personnel 10
humides | séches
01 02 06 01
Total 60
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3. Ensemencement :

Tous les échantillons ont été ensemencés directement sur des milieux de culture: Mac
Conckey, Hektoen, gélose au sang et gélose nutritive par la méthode de quatre quadrants ,le 1¢
quadrant est ensemencé avec le méme €couvillon du prélevement. Ensuite, a I’aide d’une pipette
Pasteur on va ensemencer les autres quadrants avec des stries €¢loigné. Les boites ensemencées
sont incubés a 37°C pendant 18 a 24 heures.

4. Repiquage :

A pour but de l'obtention d'une culture pure avec des colonies identiques sur le plan
macroscopiques et morphologique (méme couleur, taille, aspect...) et aussi sur le plan
microscopiques (formes des cellules identiques et méme type de Gram). La purification des
colonies suspectes est réalisé par repiquage successif sur les mémes milieux de cultures.

5. Identification :

L’identification des isolats a porté sur une série des tests préliminaires (examen macroscopique
et examen microscopique), tests biochimiques. Cette identification a été réalisée comme suit :
5.1. Coloration de Gram :

a. Principe :

Presque toutes les bactéries d'importance clinique peuvent étre détectées ou visualisées a l'aide
de coloration de Gram ( Tankeshwar,2015).

Cette coloration permet de distinguer différents types cellulaire selon leur aptitude a fixer ou
non un ou des colorants (Madigan et Martinko ,2007).

Les différences entre les bactéries Gram +positive et Gram —négatives sont liées a des variations
dans la structure et la composition chimique de leur paroi (Perry et al., 2004).

b. Technique :
v" Sur une lame préparer un frottis a partir d'une suspension bactérienne.
v' Recouvrir le frottis de violet de Gentiane laisser agir pendant 1minute, rincer a I’eau .
v' Verser du lugol et laisser agir 30 secondes , rincer a I'eau.
v" Décoloration a l'alcool a 95°C entre 15 et 30 secondes, rincer a I’eau.
v Recolorer avec de la Fuchsine laisser agir de pendant 1 minute, rincer a I’eau.
c. Lecture :
v’ Les bactéries a Gram + apparaissent en violet.

v" Les bactéries a Gram —apparaissent en roses (Madigan et Martinko ,2007).
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5.2. Catalase :
a.Principe :

Le test de la catalase peut €tre utilisé pour faciliter 1'identification des Enterobacteriaceae . Les
membres de cette famille sont catalase positifs .

La catalase est une enzyme produite par des microorganismes vivant dans des environnements
oxygénés pour neutraliser les formes toxiques de métabolites de l'oxygene. H ; O ».

L'enzyme catalase neutralise les effets bactéricides du peroxyde d'hydrogéne et les protége. Les
anaérobies manquent généralement de I'enzyme catalase ( Tankeshwar,2013).

b. Technique

v" Sur une lame propre, déposer une goutte d’eau oxygénée H , O ,.

v' A l’aide d’une pipette Pasteur prélevée une colonie bien isolée.

v’ Répartir la colonie dans la goute d’eau oxygénée.

c. lecture

v’ Catalase positive: évidentes par une effervescence immédiate (formation de bulles).

v Catalase négatif :pas de formation de bulles (absence d'enzyme catalase pour
hydrolyser le peroxyde d'hydrogene)( Tankeshwar,2013).

5.3. Coagulase
a. Principe :

Le test a la coagulase est utilisé pour différencier Staphylococcus aureus et les staphylocoque a
coagulase négatif. La coagulase est une enzyme produite par S. aureus qui convertit le fibrinogene
(soluble) dans le plasma en fibrine (insoluble). Staphylococcus aureus produit deux formes de
coagulase, li¢e et libre . Le test de la coagulase en tube est effectué pour détecter la coagulase libre .

b. Technique :

v" Mettre dans un tube sec 1 ml du plasma humain.

v' Emulsionner plusieurs colonies isolées des Staphylococcus a tester dans 1 ml de plasma.

v' Homogénéiser au Vortex le tube de suspension microbienne pour obtenir une suspension
laiteuse.

v" Incuber a 37°C pendant 24 heures (Tankeshwar, 2012).

c. Lecture :

v Coagulase positive: Lire comme positif tout degré de formation de caillot. Souvent, le
plasma est converti en un gel rigide qui reste en place lorsque le tube est incliné ou
invers¢. (Tankeshwar, 2012) (Annexe03).

v Coagulase négatif: Pas de caillot (le plasma reste entiérement liquide ou ne montre qu'un

précipité floculant ou filant) (Tankeshwar, 2012)
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6. Identification biochimique par API20E :

API 20E présenté est un panel biochimique pour l'identification et la différenciation des

membres de la famille des Enterobacteriaceae ( Tankeshwar,2015)
a. principe :

C’est un systéeme standardisé pour I’identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles a
Gram négatif, comprenant 20 tests biochimiques miniaturisés dans des microtubes contenant des
substrats déshydratés.

Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests.Les
réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés
ou réveéleés par I'addition de réactifs (Bouguenoun, 2017).

b. Technique :

v/ Ramasser une seule colonie isolée (d'une culture pure) et en faire une suspension dans de
l'eau distillée stérile.

v’ Prenez la bandelette de test biochimique API20E qui contient des réactifs biochimiques
déshydratés dans 20 compartiments séparés. (Les bactéries vont réagir avec elles et
donneront différentes couleurs qui aideront a identifier les bactéries au niveau de
l'espéce).

v’ Prenez une pipette pasteur et remplissez (jusqu'au bord) ces compartiments avec la
suspension bactérienne.

v' Ajouter de I’huile stérile dans les compartiments ADH, LDC, ODC, H2S et URE.

v Mettez quelques gouttes d’eau dans le bac pour créer une atmosphére humide, mettez la
bandelette de test API et fermez le bac.

v’ Marquez le bac avec le numéro d'identification et la date ..

v' Incuber la plaque 4 37 ° C pendant 18 a 24 heures ( Tankeshwar,2015).

¢. Lecture de la galerie :

Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant d’un table d'interprétation,

l'index de profil analytique (un livre de codes) ou le logiciel APILAB .

d. Logiciels d ’identification

Il est présente sous la forme d’une feuille de calcul fonctionnant sous Windows avec Microsoft
Excel ( Annexe05). Cette feuille de calcul est basée sur des tableaux de pourcentages, en particulier
ceux fournis par bioMerieux. Elle calcule en fonction du profil de caractéres introduit (positive + ou

négative -) la probabilité de chaque taxon.
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7. Test d’antibiogramme :

. a. principe :

C’est une méthode qui consiste a déposer a la surface d’une gélose, ensemencée par la souche
bactérienne a étudier, des disques des antibiotiques a tester (Béraud, 2014).

b.Technique:

v’ Réaliser une suspension bactérienne correspond au 0.5 Mc Ferland A partir d’une culture
pure de 24h sur milieu d’isolement approprié. ( Senouci et Abdelouahid ,2014).
v" bien homogénéiser la suspension.
v' A I’aide d’un écouvillon, des boites de gélose Mueller Hinton sont ensemencées a partir de
la suspension bactérienne en stries serrées de haut en bas.
v Répéter I’opération 3fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme .
v' Finir ’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.
v Déposés les disques sur la surface de gélose uniformément a 1’aide d’une pince flambée,
en appuyant doucement sur chaque disque pour assurer un contact avec le milieu
v" Respecter une distance de 25 4 30 mm entre les disques d’antibiotiques(Bouguenoun, 2017) .
c. Lecture :
L’interprétation des résultats de I’antibiogramme est réalisée selon les recommandations du
comité de I’antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) publiées en 2018.
Selon les diametres de la zone d’inhibition autour du disque, 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.

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

présentée dans le Tableau 05.
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Tableau 05 : Liste des antibiotiques testés

Charge du Diamétre critique
Famille Antibiotique Abréviation disque (mm)

R I S

Amoxicilline AMX 25 ug <13 14-17 | >18

B- lactamines Ticarcilline TI 75 ng <15 |16-23 |24
Ampicilline AMP 10 ng <13 |14-16| =>17
Piperacilline PRL 30 pg <17 |17-19| 2>20
Carbapénémes Imipenéme IPM 10 ng <19 [20-22| >23
Amikacine AK 30 ug <14 |15-16| =17
Aminosides Gentamicine GEN 10 pg <12 |13-14| =15
Ciprofloxacine CIP 5 pg <15 [16-20| 2>21
Quinolones Ofloxacine OF 5 ug <22 |22-23| =24
Nalidixic acid NA 30 ug <13 |14-18| =19
Sulfamides Co-trimoxazole COoT 25 ug <10 |11-15| =16
Polymixines Colistine CL 25 ug <8 8-11 | =11
Phénicols Chloramphénicol C 30 ug <12 |13-17| =18
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1. Isolement des souches bactériennes a partir des différents prélévements de I’hopital de
Khaldie Abd Laziz :

Dans la présente étude, 60 prélévements ont été réalisés a partir de différents surfaces du service
de pédiatrie (A, B, et néonatologie) de I’hopital mere et enfants de Dr. KhaldieAbdlaziz de la ville
de Tébessa pendant une période qui s’est étalée de 23/01/2019 au 20/04/2019.

L’analyse des prélevements a permis d’isoler 45 souches appartenant a la famille des

Enterobacteriaceae (Figure 03).

25%

EJEntérobactéries

i Les non entérobactéries

Figure 3 : Abondance relative des bactéries isolées des différents prélevements

2.Identification :
2.1.Examen macroscopique des isolats :

L'identification des isolats repose sur des critéres 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 cultures
utilisées. Les aspects culturaux sont observés a 1’aide d’une loupe binoculaire. Les résultats sont
mentionnés dans. (Tableau 06)

2.2.Examen microscopique :
Toutes les isolats bactériennes sont visualisées a I'aide de la méthode de coloration de Gram
.apres cette coloration les colonies bactériennes sont en forme des bacilles a Gram négatif (BGN)
droits avec un aspect variées (€pais ou fins, courts, isolés ou regroupés en paires ou bien en

chainettes avec une longueur variable). Les résultats sont rapportés dans le (Tableau 06 )
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Tableau 06 : Aspect microscopique et macroscopique de différentes bactéries isolées des

prélévements de service de pédiatrie de I’hopital de Khaldie Abd Laziz .

Description

Aspect macroscopique

Aspect microscopique

Escherichia coli sur :

Hektoen

Colonies :
v surface séche
v" Naines
v" Méme couleur

v" Rugueuse

Klebsiellapneumoniae

sur : Mac conkey

Colonies :
v’ grosses
v Rondes

v" Bombées

v' muqueuses

v de3 a4 mmde

diameétre.

Acinitobacter
baumannii sur :
Hektoen
Colonies :

v’ convexes

v’ luisantes
blanchatre

v une odeur
particuliére de
crevette pas
fraiche
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Aspect macroscopique

Aspect macroscopique

Description
Shigella spp sur : o R E'l;..’.f (i
Mac conkey =4 "ﬂ'}l-i' e ]
b '}z ::-. \ '-il-:. ] i 'ﬂ'
4 -
S v s e
N 1 & fl ,&t ; # r
Caracteres: g_ [ T i PSR
2 x %‘.‘ .:.i. : f o - 3
v e T s
bacille a - e L
v ts:f- U
Gram négatif % :

v’ ne fermente pas

le lactose

Citrobacter freundii.
sur :Hektoen
Colonies :

v' saumon a

centre noir

Serratia
marcescens :

batonnets a Gram

négatif.
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1. Identification biochimique des isolats :

L’identification biochimique de 45 isolats bactériens, a été effectuée par Api 20E. Les résultats

obtenus sont illustrés dans le tableau 07 et les figures (04,05,06,07¢t08) .

‘: Slvp)  iGEll o sLu A eean IO son & AHA

Figure08 :Shigella spp (0004000)
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Tableau 07 : Profil numérique de 45 souches d’entérobactéries isolées a partir des 03 services de

pédiatrie(A ,B ,et néonatologie) identifier par Api 20 E.

Référence Bactérie isolés Profile Effectif
numérique

Acitinobacter baumannii spp1 0206042 01

1
Acitinobacter baumannii spp2 0004042 01

2
Chrysiomonas lutoela 3204012 02

3
Citrobacter freundii 1204572 03

4
Enterobacter cloacae 3305553 02

5
Enterobacter sakazakii 7377133 01

6
Escherichia coli 5344573 05

7
Escherichia coli 5144572 03

8
Escherichia coli 5004652 01

9
Escherichia coli 5015673 01

10
Escherichia coli 5004552 01

11
Escherichia hermannii 1144113 02

12
Escherichia vulneris 1004153 01

13
Pantoea spp 1005132 02

14
Pantoea spp 1004163 01

15
Pantoea spp 1007313 01

16
Proteus mirabilis 0126000 02

17
Proteus penneri 0034020 01

18
Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae 4215773 02

19
20 Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae 5215773 02
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Référence Bactérie isolés Profile Effectif
numérique
27 Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae 5015673 01
23 Klebsiella terrigena 5004773 01
24 Klebsiella pneumoniaespp ozaenae 1004241 02
25 Klebsiella oxytoca 5255773 02
26 Serratia ficaria 1206563 01
27 Serratia marcesscens 5304721 02
28 Shigella spp 0004000 01
Totale 45

Parmi les 45 souches d’entérobactéries isolées de différents surfaces hospitalieres la dominance
a été attribuée a Escherichia coli avec 25%, suivie de Klebsiella pneuminiae spp pneumoniae
avecl1% , Pantoea spp avec 9% , Citrobacter freundii avec7%,Acitinobacter baumannii avec 5%
En plus des especes couramment rencontrer dans les infections (Shigella, Serratia ficaria.....) ont

¢galement été isolées en tres faible proportion(Figure 09).

Effectif 30
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Figure 09: Distribution des entérobactéries isolées a partir de différents surfaces du service de

pédiatrie (A, B, et néonatologie).
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3. La distribution des entérobactéries :
3.1.La distribution selon les espéces :

Parmi I’ensemble des entérobactéries isolées dans la présente étude I’espéce Escherichia coli
avait la fréquence la plus élevée (25%) suivie par ’espeéce Klebsiella pneumoniae (11%).I’espéce
d’Escherichia coli (5344573) est le plus rencontré (5 souches) , suivi par une autre I’espéce

d’Escherichia coli (5144572) avec (3 souches) ces deux profils sont les plus abandons (Figure 10).

Effectif

5 - l

4,5 -

4 -

3,5 1

3 -

2,5

2 -

1,5

1 -

O T T T T 1
Profils

numeérique

Figure 10: Fréquence des profils des isolats d’ E. coli
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3.2.La répartition selon les services :
a. Les entérobactéries :

Les 45 isolats d’entérobactéries sont repartis d’une facon hétérogéne dans les trois services de
pédiatrie : A, B, et néonatologie. Concernant le service de pédiatrie A, les résultats ont montré la
présence de 6 espéces d'entérobactéries : Escherichia coli avec 31.25%, Pantoea spp avec 18.75%
,Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae avec 18.75%, Chrysiomonas lutoela avec 12.75% ,

Citrobacter frendii avec 12.5% et Klebsiella terrigena avec 6 % .
En effet, l'espéce Escherichia coli , est la plus dominante dans le pédiatrie B avec une

abondance de 15 % suivie par Acitinobacter baumannii avecl0% , Escherichia hermannii 10%
Klebsiella pneumoniae ozaenae avec 10% Klebsiella oxytoca avec 10% , Proteus mirabilis avec
10%, Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae avec 5 %,Pantoea spp avec 5% ,Proteus penneri
avec 5% , Serratia ficaria avec 5% , Escherichia vulneris avec5% ,Shigella spp avec 5% et

Enterobacter sakazakii avec 5%.
Alors que , nous avons pu isoler 5 espéces d'entérobactéries du service de néonatologie

Escherichia coli avec 32% , Serratia marcescens avec 23 % , Enterobacter cloacae avec 22%

Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae avecl2% et Citrobacter frendii avec 11%.

M

Service de 54%
pédiatrie B

<
Service de 25%
pédiatrie A /

0 10 20 30 40 50 60

M pourcentage des entérobactériesisolées

Figure 11: Distribution des entérobactéries isolées a partir de 3 services (pédiatrie A , B, et
néonatologie).
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b. Les non entérobactéries :

Au cours de notre étude, les non entérobactéries représentaient 25% de ’ensemble des bactéries
isolées a partir de déférents services de pédiatrie ,nous avons noté que ces bactéries sont répartir
dans les 03 services sans exceptions , dont les Staphylococcus a coagulase négative avec une
abondance de(47%), suivie par Pseudomonas aeruginosa qui présente (33%) et Staphylococcus

coagulase positive avec (20%) (Figure 12) .

Staphylococcus a
coagulase négative

Pseudomonas aeruginosa

staphylococcus 4 coagulase
positive

Figure 12 : Les non entérobactéries isolées dans les 03 services de pédiatrie.
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4. Profil de résistance aux antibiotiques des isolats bactériens :

La résistance des bactéries aux antibiotiques pose un grand probléme au niveau des hopitaux
Algériens et dans le monde entier surtout aprés la grande diffusion des clones résistant qui ne cesse
de se renforcer notamment par 1’acquisition de -lactamases a spectre élargi (Bouguenoun, 2017).

Chaque souche identifiée a été soumise a un antibiogramme (13 ATB) afin de déterminer la
sensibilité ou la résistance aux différents antibiotiques.

Les résultats sont exprimés en mm apres lecture des diamétres des zones d’inhibition et sont
interprétés en trois catégories : S = sensible, R = résistant, et I =intermédiaire, en se référant a la
CA-SFM (comité de I’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie, 2014).

quelques espéces d’enterobacteriaceae  isolées au cours de notre étude présent un résistance
naturelle vis-a-vis des antibiotiques comme : (P. mirabilis : a la colistine), ( Citrobacter freundii a
I’ amoxicilline, amoxicilline + acide clavulanique) , (Klebsiella a I’amoxicilline), (Enterobacter a
I’amoxicilline + acide clavulanique) , (Enterobacter cloacae : amoxicilline, amoxicilline + acide
clavulanique) (Annexe 07).

4.1. Résultats de L’antibiogramme :

L’antibiogramme de tout les entérobactéries a révélé une résistance trés élevée aux B-lactamines
particulierement aux Ticarcilline (93.33%) , I'amoxiciline (68.88%) , (62.22%) pour l'ampicilline .

En revanche, aucune résistance a la Ciprofloxacines et Imipenéme n’a été noté(Figurel3).

Taux de résistance
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40 - s
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AMX TI AMP PRL IPM AK GEN CIP OF NA COT CL C

Figurel3 : Résistance des 45 d’entérobactéries vis-a-vis aux antibiotiques testés.
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4.2. Profil de résistance aux antibiotiques de quelques entérobactéries :

4.2.1. Profil de résistance aux antibiotiques d’ Escherichia coli (5344573) :

La souche d’ Escherichia coli (5344573) a montré une résistance trés élevée vis-a-vis les -

lactamines : I’ Amoxicilline avec 72% , Ticarcilline avec 72% et I’ Ampicilline avec 45%.

On aremarqué également une résistance moins €élevée d’E coli a la colistine 36% et 27% pour

Co-trimoxazole. (Figure 14).
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Figure 14 : Profil de résistance des Escherichia coli isolées aux antibiotiques
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4.2.2. Profil de résistance aux antibiotiques de Klebsiella pneumoniae (4215773):

Chez Klebsiella pneumoniae, on a noté une résistance de haut niveau vis-a-vis des p-lactamines
(100%)également une résistance tres élevée aux Ofloxacine avec 79% et 60% pour Co-rimoxazole.
Une faibles résistance a été remarquée vis-a-vis des aminosides (Gentamicine , Amikacine)

avec 39% (Figure 15).

Taux de résistance
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AMX TI AMP PRL IPM AK GEN CIP OF NA COT CL

Figure 15 : Profil de résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques.
4.2.3. Profil de résistance aux antibiotiques de Citrobacter freundii (1204572) :

Citrobacter freundii a présenté un taux de 100% de résistance aux p-lactamines ,une importante
résistance a été remarquée, 66% vis-a-vis de : Nalidixic acid , Co- trimoxazole et le colistine.
Une faibles résistance a été remarquée vis-a-vis 1’Amikacine , Gentamicine, Ofloxacine et

Chloromphénicol avec 33% ( Figure 16).
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Figurel6 : Profil de résistance de Citrobacter freundii aux antibiotiques.
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Les infections nosocomiales et la résistance des bactéries aux antibiotiques sont devenues un
probléeme majeur de santé publique. Plus de 1.4 million de personnes dans le monde souffrent de

complications infectieuses acquises a 1’hopital (OMS ,2008).

Cette problématique est largement négligée dans les pays du tiers monde notamment en Tébessa.
Mais, selon ’OMS (2005) le risque infectieux li¢ aux procédures de soin serait pourtant 2 a 20 fois

plus important dans les pays en développement que les pays développés.

En Afrique et dans certains pays en développement, le taux le plus ¢élevé de prévalence de ces
infections est estimé a 25%, alors qu’aux Etats-Unis, la prévalence est de 4,5 %, 10,5 % au canada,
6,7 %, en France et 6,2 % en Belgique (Kakupa et al., 2016).

Depuis quelque année, on assiste a une recrudescence d’infections nosocomiales causées par des
bactéries, et a une augmentation spectaculaire du nombre de bactéries multi-résistantes aux

antibiotiques. (Laetitia ,2014).

Cependant, bien que les pédiatres soient impliqués depuis longtemps dans la lutte contre les
infection nosocomiales, on peut s’étonner du nombre assez faible de recherches dans ce domaine en
Algérie.

Notre étude a porté sur 45 souches d’entérobactéries collectées durant une période de 3 mois du
(23 Janvier 2019 au 20 Avril 2019), a partir de différents surfaces de service de pédiatrie 1’hopital
Meére et Enfants Dr. Khaldi Abd Laziz a Tébessa.

Durant cette période d’étude 60 prélevements ont été effectués a partir de diftérents surfaces de
service de pédiatrie. Parmi ces prélevements nous avons isolées 45 souches d’entérobactéries qui
représentent 75% du totales des bactéries isolées. La fréquence des souches d’entérobactéries,
trouvées dans cette étude est trés proche d’une étude réalisé 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 a8 Gram négatif
restent prédominantes et représentent 40 a 80% des bactéries isolées (Qassimi, 2010 ; Dali, 2015 ;
Mesli, 2014).

Dans notre étude, Escherichia coli était le germe le plus abondant sur I’ensemble des souches
d’un pourcentage de 25% , suivie par Klebsiella pneumoniae d’un pourcentage de 11%.

Cela concorde avec une autre étude réalis€é par Lahlou et al en Meknés qui ont montrés que
I’espece Escherichia coli domine le profil épidémiologique parmi les entérobactéries nosocomiales

(Lahlou et al .,2009).
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En Chine, K. pneumoniae et Escherichia coli en 2011 était responsable de 19,6% d’infections
nosocomiales chez I’enfant (Mai et al ., 2011).

D’autres études réalisées aux Etats-Unis dans la période entre 2011-2014 confirme que E. coli
¢tait responsable de 15.4% d’infection nosocomiale et K. pneumoniae était responsable de 7.7%
selon NHSN (National Health care Safety Network).

En France, selon Villers et al en 2009 les germes responsables des infections nosocomiales sont :
Klebsiella, Serratia, Enterobacter cloacae, Acitinobacter baumannii et Pseudomonas
aeruginosa ce qui concorde avec nos résultats (Villers et al., 2009).

Nous avons isolé, également d’autre BGN responsables des infections nosocomiales tel que
Klebsiella oxytoca , Enterobacter cloacae et Acitinobacter baumannii, Citrobacter freundii.
Proteus mirabilis et Serratia.

Au Maroc(Meknes) en 2009, Escherichia coli représente I’espece la plus prédominante dans les
infection nosocomiales (80 %), suivi de Klebsiella spp (10 %) et de diverses autres especes (10 %)
Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae (Lahlou et al .,2009).

Dans une étude similaire en Madagascar 2010 E. coli représente ’espece la plus prédominante
avec 14 souches , Klebsiella oxytoca avec 13 souches et Enterobacter cloacae avec 2 souches .
(Andrianarivelo, et al., 2010).

Dans I’ensemble des non entérobactéries isolées, Pseudomonas aeruginosa  représentait le
germe le plus fréquemment isolé dans les surfaces hospitaliéres avec une prévalence de 33%
suivie par Staphylococcus a coagulase positive avec une prévalence de 20%.

Dans I’enquéte pédiatrique en France, réalis¢ 2001 par Branger a montré que les infections a
Staphylococcus epidermidis représentaient plus de 20 % des infections, suivies par les infections a
S. aureus avec 18,6% (Branger ,2001).

La résistance des BGN aux antibiotiques pose un grand probléme au niveau des hopitaux
algériens et dans le monde entier (Van Duijn et al., 2011).Surtout apres la grande diffusion des
clones résistant qui ne cesse de se renforcer notamment par 1’acquisition de B-lactamases a spectre
¢largi (Bouguenoun, 2017).

Dans la présente étude les entérobactéries isolées avaient une résistance tres €levé aux
béta-lactamines : la majorit¢ de nos souches étaient résistantes a la Ticarcilline (93,33%), a
I’ Amoxcilline (68,88%) , et I’ Ampicilline (62,22% ) . et I'amikacine avec 30%.Par contre elles sont
marquées une sensibilité vis-a-vis de ’Imipenéme et a la Ciprofloxacine.

Une ¢étude effectuée a Guelma en 2018 , monterait que le taux de résistance les plus élevés
¢taient marqués aux différents B-lactamines avec une sensibilit¢ remarquable vis-a-vis de

I’imipeneme .( Chefchoufi et Lamouri,2018)
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Discussion

Autre étude au Cameroun en 2006 a montré que les souches d'entérobactéries résistantes a
I"Amoxicilline avec 73%.( Gangoue,2006).

Dans I’hdopital de Douala, Cécile et a/ en 2012 ont montrées que I'Imipenéme et Ia
Ciprofloxacine avaient une bonne activité sur les souches d’entérobactéries.

Par contre en Iran(2013), Hashemi et a/ retrouvaient des taux de résistance de l'ordre de 19%
pour I'imipéneéme et 30% pour I'Amikacine.( Hashemi et a/.,2013) le dernier résultat est identique
a celui trouvé dans notre étude .

Les souches d’ E. coli ont montré une résistance tres élevée 72% vis-a-vis I’ Amoxicilline et
Ticarcilline , et 45% vis-a-vis ’ampicilline . Une étude effectuée en 1986 dans un pays d’Afrique
de I’Ouest, le Burkina-Faso a montré que les souches d’Escherichia coli ont une résistance a
I’ Ampicilline avec 40%.( Lafaix ,1986).

L’espece K. pneumoniae isolé dans notre étude a montré une résistance trés élevé vis-a-vis les
B-lactamines . Ce qui concorde avec les résultats d’une étude effectuée en 1987-1988 lors de deux
épidémies d’infections pédiatriques a Klebsiella a Dakar a montré que 71% des souches
(36 Klebsiella pneumoniae, 5 Klebsiella oxytoca) étaient multirésistantes  aux [-lactamines et
aminosides.

En ce qui concerne les sulfamides (co-trimoxazole) , Le taux de résistance de nos souches de K.
pneumoniae sont de 59%, une résistance inferieur a celle rapportée par Belbel et a/ en Annaba
2014 qui trouvent 81.25% .

Nous avons constaté que les germes responsables d’infection nosocomiale en pédiatrie a
Tébessa posent un probleme majeur de santé publique ce qui a déclarer une état d’alarme dans
I’hopital Khaldi Abdlaziz de la ville de Tébessa face a I’émergence des bactéries multi résistantes
aux antibiotiques.

Pour la lutte contre ces infections en pédiatrie, nous souhaitons de mettre en place une
stratégie de prévention basée sur un systeme de surveillance actif et prospectif, ainsi que le respect

des bonnes pratiques d’hygiene afin de réduire la transmission croisée des germes multirésistants.
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Conclusion

Au terme de notre étude sur I’isolement et 1’identification des entérobactéries multirésistantes
dans le service de pédiatrie de 1’hopital Mere et Enfant Khaldi-Abdlaziz Tébessa-Algérie.

Nous avons montré la présence de différentes espéces bactériennes d’entérobactéries isolées de
différents services de pédiatrie. L’analyse de différents prélévements réalisaient au niveau de la
pédiatrie a permis d'isolée 45 souches d’entérobactéries qui représentent 75% du totales des
bactéries isolées. L’identification de ces souches bactériennes a montré la prédominance d'E .coli
suivie par K. pneumoniae , C. freundii, Klebsiella oxytoca , Enterobacter cloacae ,Acitinobacter
baumannii. et P. mirabilis .

Dans I’ensemble des non entérobactéries isolées, Pseudomonas aeruginosa  représentait le
germe le plus fréquemment isolé dans les surfaces hospitalieres avec une prévalence de 33%
suivie par Staphylococcus a coagulase positive avec une prévalence de 47%.

L’antibiogramme a montré un taux €levé de résistance des entérobactéries aux béta-Lactamines,
suivie par Aminosides, et enfin les Quinolones ce qui les rend multi —résistantes.

Nous avons constaté que les germes responsables d’infection nosocomiale en pédiatrie a
Tébessa posent un probleme majeur de santé publique ce qui a déclarer une état d’alarme dans
I’hopital Khaldi Abdlaziz de la ville de Tébessa face a I’émergence des bactéries multi résistantes
aux antibiotiques. Nous pouvons ainsi conclure que ces souches multi-résistantes posent un
véritable probléme dans I’antibiothérapie. Leur large dissémination au niveau des hdpitaux semble
étre le reflet d’une utilisation inconsciente d’antibiotiques et 1’absence d’une politique nationale de
lutte contre les infections nosocomiales .

Donc la formation en hygiéne hospitaliére et la qualité de soins sont des €léments esentiels de
prévention contre les infections nosocomiales ,alors elle reste la mesure de base pour réduire
lincidence de ces infections dont son importance est capitale dans le service de pédiatrie de I’hopital
de Khaldi Abdlaziz Tébessa.

Nos résultats obtenus au cours de cette étude restent préliminaire et méritent d’étre complétés

pour cela nous avons comme perspective :

v' Il serait intéressant de déterminer les mécanismes génétiques et I’origine de résistance de ces
bactéries.
v’ Identifier tout les supports génétiques des résistances associées aux B-lactamines pour la

totalité des i1solats.
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Résumé

Résumé :

Cette ¢tude menée du 23 Janvier 2019 au 20 Avril 2019 vise a identifier les entérobactéries
potentiellement pathogeénes associées aux infections nosocomiales et déceler leurs résistances aux
principales familles d’antibiotiques dans le service de pédiatrie de lI'hopital Mere et Enfant Dr.
Khaldie Abdlaziz de la ville de Tébessa. Au total, 60 prélevements de surfaces ont été effectués
afin de cibler les entérobactéries responsables. L’identification a ¢été effectuée par le systeme
miniaturisé Api 20 E. D’autre part, la détermination du profil de résistance de ses entérobactéries
vis-a-vis des antibiotiques testés a été réalisée selon les recommandations de la Société Francaise de
Microbiologie (2018).

Cette ¢tude a permis d’isoler plusieurs especes d’entérobactérie, a savoir  Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae , Citrobacter freundii, , Enterobacter cloacae, A. baumannii . Toutes les
especes appartenant a la famille des Enterobacteriaceae présentent une résistance aux [-lactamines
et une sensibilité totale a I’'imipenéme et ciprofloxacines .

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’hygi¢ne sévere dans les
hopitaux de Tébessa et les hopitaux Algériens afin de réduire la transmission croisée des germes

multirésistants.

Mots clé : Infection nosocomiales, Entérobactérie, Pédiatrie, Résistance bactériennes, Antibiotiques.
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Abstract

Abstract:

This study, conducted from 23 January 2019 to 20 April 2019, aims to identify potentially
pathogenic enterobacteria associated with nosocomial infections and detect their resistance to the
main families of antibiotics in the pediatric ward of the Mother and Child Hospital Dr. Khaldie
Abdlaziz in the city of Tébessa. A total of 60 surface samples were taken to target the responsible
enterobacteria. The identification was carried out by the miniaturized Api 20 E system. On the other
side, the determination of the resistance profile of enterobacteria to the antibiotics tested was carried

out according to the recommendations of the Société Frangaise de Microbiologie (2018).

This study isolated several different species of enterobacteria, namely Escherichia Coli,
Klebsiella Pneumoniae, Citrobacter Freundii, Enterobacter Cloacae, A. Baumannii . All species
belonging to the enterobacteriaceae family have resistance to B-lactamins and total sensitivity to

Imipenem and Ciprofloxacins.

Finally, it is dispensable to implement strict strategies to fight nosocomial infections and
antibiotic resistance as well as a strict hygiene program in Tebessa and Algerian hospitals in order

to reduce the cross transmission of multi-resistant germs.

Keywords:Nosocomial infection, Enterobacteria , Pediatrics, Bacterial resistance , Antibiotics.
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Annexe 01 : matériels , réactifs et milieux de culture utilisé.

Appareillages

Réactifs

Milieux de culture

a. les appareils :

v
v

AN N N N N

v

Autoclave 120°C.
Balance électrique de
précision.

Etuve a 37°C.
Microscope optique.
Plaque chauffante.
Bec Bunsen.

Boites de Pétri.
Ecouvillons.

Pince

Portoirs

b. Verrerie

v

AN N NN

Béchers (1000 ml, 500 ml).
Flacons stériles 250 ml.
Lames.

Pipettes graduées 10ml.
Pipettes Pasteur.

Tubes a essai.

\

Colorants de Gram
(Violet de
Gentiane, Lugol,

Fuschine).

Eau distillée stérile.

Eau physiologique
stérile.

Huile a immersion.
Huile de vaseline
stérile.

Réactif de Kovacs.
Reactif TDA.
Reactifs VP1 et
VP2.

v Gélose nutritive (GN).

v Gélose Mac Conkey
(MC).

v Gélose Mueller-Hinton

(MH).

Gélose Hektoen .

Gélose Chapman.

Gélose Au Sang Cuit.

D N N NN

Bouillon nutritif
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Milieu Hektoen :

PEPTONE. ... 12g
EXtrait de [eVUFe........cco i 03g
NBCH .. s 059
SeIS DIHAINES. .....oveiice e 09g
Thiosulfate de SOAIUM.........ccoviieiieie e 059
Citrate de fer ammoniacal............cccoevvviiiiiiiii e, 01,59
Bleu de bromothymol.........cccceeiiiiiiiiniiiiiiiiiiiniiieinnnn 0,002g
LACTOSE. ... ettt 129
SAlICINE. ...t 029
SACCNANOSE. ... 129
FUCNSING ACIAE......eiiiieiiiei et 0,19

AGAT .. cviriiiiiineinnensnenssesssesssnssssessssesssessssssssnssnnienesnneenneesneens L4Q
Ph final = 7,5

Orientation :

Colonies saumon sans | Colonies saumon a | Colonies bleu-vert sans

centre noir centre noir centre noir
E. coli Citrobacter Salmonella H2S —
E:ﬁg?(i)ebl;iter Proteus vulgaris i/?;?;!;‘e“a
\S(‘erg?rt]iiz Provi.dencia
Vibrio cholerae Hainia
Pseudomonas
Milieu Mac Conkey :
Peptone de CaSEINE..........ccevieieeeieece e 17g
Peptone de Viande............coeiveviiiececcece e 03g
Y= S o T L= TT =R 01,59
CriStal VIOIBT.......eeeeee e 0,001g
LACTOSE. ... .eie ettt 10g
ROUQE NEULKE.......ooiiiieciee e 0,039
NBCH .. 059
ABAT o vt iiiieinsressaiossssssssosssssssssssasssssssssssssssssassssssssassssssssasssssssses 13,59

Ph final = 7,1

Colonies bleu-vert a
centre noir

Salmonella H2S +

Proteus mirabilis

page 62



Annexes

Milieu Mueller-Hinton (MH) :

Infusion de la viande de beuf.....ccceveeeinnnniinrrrnneeeeneecseeees...300ml.

Peptone de CaSEINE.........cccoveireieere e 03g
AMIAON e MATS.......coviiiiiieii e 01,59
AAGAY e 179

Ph final =7,4

Gélose Nutritive :

Extrait de viande.......ccccooviiniiiiiniiiiininnnniicnnnessicseessenn 018,

Extrait de levure.......cccoiviiiiniiiniiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiinnennn. 02g
g 1] 1) 1 05¢g
Chlorure de sOdium.....ccovieviuiineiierineieiieeineiieciecinccnenes 05¢g
N 1 159

Ph final = 7,4

Milieu Chapman :

PEPTONE. ... ————————— 11g
Extrait de Viande...........cccooeieiiiiiiie s 01g
NBCH ..t 759
MaNNITOL........coiiiiccec s 10g
Rouge de phénol.......cccoceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinin 0,025¢
. N . ) o 159

Ph final = 7,5

Orientation :

( Colonies jaunes: acidification par fermentation du mannitol: bactéries mannitol +.

« Colonies rouges: absence d'acidification du milieu, donc absence de fermentation du
mannitol: bactéries mannitol -.

o Staphylococcus aureus : petites colonies mannitol +.

« Autres especes de Staphylococcus : colonies en général plus petites, mannitol + ou - .

N

J
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Gélose Au Sang Cuit :

Mélange spécial de PepPLoNEs..........cocevirereiiieneise e 239
2 N 111140 1 O0lg
NACL .. cuiiiiiiinniicnisnniesssssnsicssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssass 05¢g
AGAT e e veiiiiiiiiinsnicsssnisssssnsssssnsssssssssssssssssessssssssssssssssssssnsssssnsssssnss 10g

T 1 50 mL

Ph final =7,3
Principe et intérét :
La cuisson du sang permet :
o Lalibération de facteurs de croissance (facteur V=NAD+ en particulier) a partir des protéines
du sang dénaturées par la chaleur ou a partir des hématies détruites.

o Ladestruction de certains inhibiteurs.

La gélose au sang cuit est donc un milieu trés riche (apporte les facteurs X (=hématine) et V
(=NAD+))qui permet la culture de bactéries tres exigeantes, en particulier les Haemophilus et

certaines especes de Neisseria.

Bouillon nutritif :

Extrait de Viande...........cocooveieiieiiee e 01g
EXIrait de [EVUIE.......oceveeie e 02,59
PEPTONE.....coe e 059
Chlorure de SOdium ........cccoviiiiieieccsc e 05g

Ph final =7,3
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Escherichia coli sur Hektoen

Staphylococcus sur Chapman

Annexe 02 :

Klebsella Pneumoniae spp
Pneumoniae sur Mac Conkev

Pseudomonas spp. sur Hektoen

Aspect des colonies sue milieu de culture
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Annexe 03 :

Test coagulase négative.(-)

Test coagulase positive.(+)

Test de coagulase pour Staphylococcus
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Annexe 04 : Lecture de la galerie miniaturisée Api 20°

Tests Substrat Caractere recherché Résultats
ONPG Ortho-nitro-phenyl- | Beta- galactosidase Négatif Positif
bétaGalactosidase Incolore Jaune
ADH L-arginine Arginine Jaune Rouge/orangé
LDC L-lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
OoDC L-ornithine Ornithine décarboxylase | Jaune Rouge/orangé
CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Vert pale/jaune | Bleu-vert/vert
H2S Thiosulfate de Production d’H2S Incolore/grisatre | Dépot
sodium noir/fin
lisere
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
TDA L-tryptophane Tryptophane Jaune Marron foncé
désaminase
IND L-tryptophane Production d’indole Jaune Anneau
rouge
VP Pyruvate de sodium | Production d’acétoine Incolore Rosé-rouge
GEL Gélatine de kohn Gelatinase Non diffusion Diffusion du
pigment noir
GLU D-glucose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert | Jaune
MAN D-mannitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert | Jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert | Jaune
SOR D-sorbitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert | Jaune
RHA L-rhamnose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert | Jaune
SAC D-saccharose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert | Jaune
MEL D-melibiose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert | Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert | Jaune
ARA L-arabinose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert | Jaune
Nitrate Potassium nitrate Production de NO2 Jaune Rouge
réductase Réduction au stade N2 Rouge/orangé Jaune
Tube
GLU
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Annexe 05 :
En,! H’.‘ : idetfication2009 [Mode de compatinité] - Microsoft Excel Qutils de dessin - X
-/ Acuel  Insetion Misgenpage  Fomuls  Domnées  Revision  Affichage Format ‘@) -

<<

Comectaurdroitar.. (0 f ‘

A BJCIDELF GIH[I J[K L M[W 0/ P[Q R[SIT V[V W X]Y Z[M]A8 AC[AD AR
1 API20E+ (version 4.1

; resulats Proba fypicte ncompa) Testsurpoba |Testsupcsé {BUG: pbsidans e cf

] 4 Escheichia cali 00 | 140 ) (Bcellnteld  |mauvaise ypické |
4 2|Sdmonela spp 0 | -1 0 mauvaise indenticimauvaise ypické |
] 3 Samonell Parshyphi A 0 | 20 ! (mauyaise indenticimauvaise ypické |
b 4\ Escherichia coli 2 00 | A7 0 |mauvaise indentfcimauvaise fypicié |
7 5/ Semonell choleragsis ssp choleraesus | 24 1 (mauvaise indentficimauvaise fypicté |
+ I
|55
Sl le|v|m|n < | g 2|2 |g|& |2 |0 ! v |0 |k g ala
el HHHHEHHHHEHHHHHHHHHHOHE HEHHE
g ST T
profl AR IR IR IR A R IR IR N A A AR A AR A
10
11 Bfaoclaapets oo 0w % oowowoo 1 1 1 T
12 Coboaadavce i [ o) M 0 0 0 | e )
13 Ceceoeaaaa;e % | | m W il 0 il o 0| sz ()
14 O 0 6 0 iomow DI IHEER E |
16c~obacemc g ¥ 0 I IEEEEEER | % dl)
15 Contuerosslndoais | 8 [ IEE EE ER E ) |
17 Ctesrbotbmss | % 2 0 i|owom IEEEEEER | & s )
18 Contacer yomee mowon o) M B w0 | 9% B )
10 i [ !

WA P b Tnfroduction basenew APL20 E+ V4.1 / APT10E 'APIIDS\G.I RaplD 20EW3  1432E / APTAONEVZ.0 / APL20 Streptov?  rapid ID32 strept 3.0/ A Ii

Prét
0N :

=

Images correspondant a logiciel de lecture de API20E
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Annexe 06 :

API20E de Pantoea spp2 (0205773)

API20E de Acitinobacter baumannii(0206042)

API20E de Shigella spp (0004000)
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Annexe 07
Espéces ATB AMX | TI AMP PRL IPM AK GEN CIP OF NA COT | CL C
Isolats
EC.a R R R R S R R S S R R I S
EC.b R R R I S I I S S I | R S
EC.c R R R R S R I S S I R I S
Escherichia EC.d R R R I S I I S S I R R |
colil ECe R | R | | S | R S S S | S S
EC.f R R | S S S S S S S S S S
EC, | R | S S S S S S I | S S
EC.h I I | S S I S S S I | S S
EC.i R R | S S S I S S S S I S
EC.g R S | R S R I S S I | R S
EC.k | S R S S I S S S I S S S
Escherichia EH.a | R R R S R [ S S R R R |
hermannii EH.b R R R R S | | S S S | | S
Escherichia R R R | S S S S S S S I S
. EV
vulneris
Enterobacter EC.a R R R [ S | I S R I S R |
cloacae
EC.b | R | I S | I S R I S R |
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Annexe 08
\ ATB
Especes AMX| TI | AMP | PRL | IPM | AK GEN | CIP OF NA | COT | CL
solats
Enterobacter ES S R R | S S S S I S S R
sakazakii

KPP.a R R R R S S S S R S R S
Klebsiella KPP.b R | R R R S | S S R S R |

pneumoniae
KPP.c R R R R S R R S R S | R

spp

pneumoniae KPP.d R R R R S R R S R R R R
KPP.e R R R R S S S S | S | |
Klebsiella KPO.a S R R R S S S S S S S S
pneumoniae 5 I | R R R S | S S S S R |

spp ozaenae
Klebsiella KO.a R R R R S S S S R S | R
oxytoca KO.b | R R R S | | S R | R R
Klebsiella KT R R R R S R | S R | R R

terrigena
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Especes  |ATB AMX| TI | AMP | PRL | IPM | AK | GEN | clP | OF | NA |coT|cL | c
Isolats
PSP.a R R R R S R R S R | R | |
Pantoea spp
PSP.b R R R | S | | S R | R R [
PSP.c | R | | S | | S | S R | S
PSP.d R R R R S R R S R | R R |
Proteus PM.a R R R R S R R S R R R R R
mirabilis
PM.b S | S S S S S S S S R
Proteus PP I S S S S S S ) R
penneri
Shigella spp SH I R I I S I I S S I I R R
Serratia SM.a R R R | S | | S R R S S R
marcesscens
SM.b R R | S S R | S | R | | R
Serratia ficaria SF S R | S S S | S S I S I S
Citrobacter CF.a R R R R S | | S | | R R |
freundii
CF.b R R R R S | | S | R | | |
CF.c R R R R S R R S R R R R R
Acitinobacter AB.a R R R | S R R S S I S I R
baumannii
AB.b R R | R S | R S S R S [ R
Chrysiomonas CL.a R R I R S R | S S I I I R
lutoela CL.b R R | R S R R S S | | | |
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L'étudiant sera convoqué devant le conseil de discipline, les sanctions prévues selon la
gravité du plagiat sont :

- L'annulation du mémoire avec possibilité de le refaire sur un sujet différent ;
L'exclusion d'une année du master -

— L'exclusion définitive.

Faita Tébessa, le ... 40... 06 2. 0AS

Signature de {'étudiant(e) :
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