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Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la surveillance des infections nosocomiales a I’EHS de
Transplantation d’Organes et de Tissus (EHS TOT) de Blida, au sein des services de néphrologie,
urologie et hémodialyse.

L’étude visait a évaluer les méthodes et techniques microbiologiques utilisées pour détecter
les infections nosocomiales, a travers 1’analyse de 208 prélévements cliniques, incluant des urines,
du pus, des hémocultures, ainsi que des dispositifs médicaux tels que les cathéters veineux centraux

et les sondes urinaires JJ.

Les prélevements suivent systématiquement des méthodes classiques (culture, coloration de
Gram, tests biochimiques) et des systémes automatisés, notamment VITEK®?2 pour 1’identification

et I’antibiogramme, et BacT/ALERT® pour la détection automatisée des hémocultures.

Les résultats ont montré un taux de positivité de 51 %, avec une prédominance marquée des
bacilles a Gram négatif. Les espéces les plus fréquentes étaient Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp. et Staphylococcus
aureus. Plusieurs souches isolées étaient productrices de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE),
avec une fréquence de 15,4 % chez E. coli, 9,1 % chez Enterobacter spp., 31,25 % chez les

staphylocoques a coagulase négative, et quelques cas chez K. pneumoniae.

L’antibiorésistance a ¢été particulierement marquée, avec une résistance totale a
I’amoxicilline-acide clavulanique, et des taux de sensibilité élevés a I’imipéneme (85-100 %) et a
I’amikacine (60-80 %). Des résistances trés élevées ont été observées chez Pseudomonas

aeruginosa vis-a-vis de plusieurs béta-lactamines (jusqu’a 87,5 %).

Ces résultats soulignent I’importance d’un diagnostic microbiologique rapide et fiable,
particulierement dans le contexte de ’utilisation croissante de dispositifs médicaux, et appellent a
un renforcement des bonnes pratiques d’hygiéne hospitaliere, d’un bon usage des antibiotiques, et

d’une surveillance continue des bactéries multirésistantes.

Mots-clés : Infections nosocomiales, antibiogramme, multirésistance, BLSE, dispositifs médicaux,

microbiologie clinique, VITEK®2, BacT/ALERT®, EHS TOT Blida.



Abstract

This study was conducted as part of the surveillance of nosocomial infections at the Organ
and Tissue Transplantation Hospital (EHS TOT) in Blida, within the nephrology, urology, and
hemodialysis departments.

The objective was to evaluate the microbiological methods and techniques used to detect
healthcare-associated infections by analyzing 208 clinical samples, including urine, pus, blood

cultures, and medical devices such as central venous catheters and JJ urinary stents.

The samples are systematically collected using standard methods (culture, Gram staining,
biochemical tests) and automated systems, notably VITEK®2 for identification and antibiotic
susceptibility testing, and BacT/ALERT® for automated blood culture detection.

The results revealed a 51% positivity rate, with a marked predominance of Gram-negative
bacilli. The most frequently isolated species were Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp., and Staphylococcus aureus.

Several isolates were extended-spectrum béta-lactamase (ESBL) producers, with a
frequency of 15.4% in E. coli, 9.1% in Enterobacter spp., 31.25% in coagulase-negative

staphylococci, and a few cases in K. pneumoniae.

Antibiotic resistance was particularly significant, with total resistance to amoxicillin-
clavulanic acid, while high susceptibility rates were observed to imipenem (85-100%) and
amikacin (60-80%). Pseudomonas aeruginosa showed very high resistance to several beta-lactams
(up to 87.5%).

These findings highlight the importance of rapid and accurate microbiological diagnosis,
especially in the context of increased use of medical devices, and underline the need for strict
hospital hygiene practices, appropriate antibiotic stewardship, and continuous monitoring of

multidrug-resistant organisms.

Keywords : Nosocomial infections, antibiogram, multidrug resistance, ESBL, medical devices,

clinical microbiology, VITEK®2, BacT/ALERT®, EHS TOT Blida.
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Introduction

Les infections nosocomiales, également appelées infections associées aux soins (IAS),
représentent un enjeu critique de santé publique a I’échelle mondiale. Elles sont définies comme des
infections contractées apres 1’admission dans un établissement de santé, qui n’étaient ni présentes ni
en incubation au moment de 1’entrée du patient .Selon le dernier rapport mondial de I’OMS, environ
7 % des patients hospitalisés dans les pays a revenu élevé et jusqu’a 15 % dans les pays a revenu
faible et intermédiaire contractent au moins une infection associée aux soins durant leur séjour
(OMS, 2022). Elles peuvent affecter divers organes ou systemes, avec une prédominance des
infections urinaires, des pneumopathies, des septicémies et des infections du site opératoire
(ECDC, 2022).

Plusieurs facteurs contribuent a leur apparition, parmi lesquels figurent la durée prolongée
d’hospitalisation, les gestes invasifs (pose de cathéters veineux centraux, sondes JJ), I’état
immunodéprimé de certains patients, et une hygiene des mains insuffisante ou inadéquate (WHO,
2022 ; Magill et al., 2023). L’utilisation fréquente de dispositifs médicaux dans des services a haut
risque, tels que la néphrologie, 1’urologie et I’hémodialyse, renforce considérablement le risque de

colonisation et d’infection par des pathogénes opportunistes.

Dans ce contexte, la microbiologie clinique joue un réle déterminant dans la lutte contre ces
infections. Elle permet non seulement 1’identification rapide et précise des agents pathogénes
responsables, mais également la détermination de leur profil de sensibilité aux antibiotiques. Avec
I’augmentation continue des bactéries multirésistantes, un diagnostic microbiologique fiable devient
essentiel pour un traitement ciblé et efficace (Tacconelli et al., 2023). Les technologies actuelles,
combinant les méthodes classiques (culture, coloration de Gram, galeries biochimiques) et des
systemes automatisés comme le VITEK®2, permettent d’optimiser la prise en charge thérapeutique

et de réduire les délais d’identification.

C’est dans cette optique que s’inscrit le présent travail, mené au sein de 1’Etablissement
Hospitalier Spécialisé de Transplantation d’Organes et de Tissus (EHS TOT) de Blida. L’étude a
été réalisée sur une période de trois mois aupres de patients hospitalisés dans les services de
néphrologie, d’urologie et d’hémodialyse, qui sont particuli¢rement exposés aux infections
nosocomiales en raison de la fréquence des actes invasifs. L’objectif principal est d’évaluer la
diversité des agents pathogénes impliqués dans ces infections a partir de préléevements cliniques,

ainsi que leurs profils de résistance aux antibiotiques, Pour cela, 1’¢tude vise a :
1
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= Comparer les résultats selon les types de prélévements (urines, pus, hémocultures, cathéters,
sondes double j) et les services hospitaliers concernés

=  Mise en ceuvre différentes techniques de détection microbiologique telle que la culture sur
milieux appropriés, les galeries biochimiques (API®) et le systeme automatisé VITEK®2,
dans le but de diagnostiquer efficacement les infections nosocomiales a partir de
prélevements cliniques.

= Analyser les profils de résistance aux antibiotiques des souches isolées, en mettant un accent

particulier sur la multirésistance.
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I. 1 Généralités sur les infections nosocomiales

1.1.1 Les infections nosocomiales

Les infections nosocomiales (IN) constituent un probléeme majeur de santé publique,

alourdissant la prise en charge des patients hospitalises, et générant de lourdes dépenses pour les

établissements de santé (Frigui et al., 2021).

Les IN englobent toutes les infections acquises au sein d’un établissement hospitalier,

survenant durant la prise en charge (diagnostique, thérapeutique, palliative, préventive ou

éducative) d'un patient, et qui n'étaient ni présentes, ni en incubation au début de la prise en charge

(Bouvier-slekovec ,2022).

Selon Charline (2018), pour étre considérée comme nosocomiale, I'infection doit étre

absente a lI'admission du patient et se declarer au minimum 48 heures aprés cette admission.

Cependant, pour les infections de plaie opératoire, ce délai est prolongé a 30 jours. Le nombre de

cas d'infections nosocomiales varie en fonction de plusieurs facteurs :

Type d'établissement : Les centres de lutte contre le cancer sont particuliérement
concernés.

Type de sejour : On observe 0,8 % des cas en obstétrique, contre 24,2 % en réanimation, ou
les gestes invasifs sont plus courants et les patients plus fragiles.

Durée du séjour : Le risque d'IN est 15 fois plus élevé lors de séjours prolongés (30 a 89
jours) par rapport aux séjours courts (2 a 7 jours).

Profil du patient : Les personnes de plus de 65 ans, les trés jeunes enfants, les individus
atteints de pathologies séveres, les patients immunodéprimés, ainsi que les ceux opérées ou
soumis a des gestes invasifs (comme les sondes urinaires, trachéotomies ou cathéters) sont

particulierement a risque de développer une infection.

Ces infections sont associées a un facteur de risque de surmortalité hospitaliére dont les

germes responsables sont souvent multi résistants (Meftah et al., 2020).
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1.1.2 Les types des infections nosocomiales

1.1.2.1 Les infections urinaires

Les infections urinaires représentent les infections nosocomiales les plus courantes, tant en

milieu ambulatoire qu'hospitalier, constituent 40 % des infections nosocomiales (Lejeune , 2003).

Une infection urinaire est un état inflammatoire de l'urothélium causé par une invasion
bactérienne, généralement au niveau de la vessie. Cela est souvent associé a l'insertion d'une sonde
urinaire, bien que cela soit rarement grave. Les manifestations cliniques incluent des douleurs
pendant la miction, une augmentation de la fréquence urinaire et, dans certains cas, la présence de
sang dans les urines (Gonthier, 2000). Ces infections se produisent plus souvent apres la mise en
place d'une sonde urinaire ou lors d'interventions chirurgicales sur les voies urinaires (Ouamrouche
etal., 2019).

1.1.2.2 Infections du site opératoire

Les infections du site opératoire sont des infections nosocomiales qui surviennent suite a une
intervention chirurgicale. Leur nature est trés variée et dépend de l'intervention realisée et de

I'organe concerné (Ludovic, 2017).
Selon Belil et al., (2020), on peut distinguer trois catégories d'infections du site opératoire :

e Infection cutanée superficielle de la plaie : affectent la peau et le tissu cellulaire sous-
cutané.

¢ Infection profonde de la plaie : touchent les tissus mous profonds tels que les muscles de
la paroi abdominale.

e Infection d'un organe ou d'un espace : qui se manifeste au niveau des visceres ou des

cavités.
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1.1.2.3 Septicémies

La septicémie est une infection généralisée causée par la présence de microorganismes
viables dans la circulation sanguine, entrainant leur diffusion dans tout I’organisme. Elle englobe
toutes les réactions du corps en réponse a cette agression. Les manifestations cliniques de la
septicémie se manifestent par une fievre élevée, alternant avec des périodes d'hypothermie, ainsi
que par des frissons, une tachycardie et une augmentation de la fréquence respiratoire (Aymen,
2007).

1.1.2.4 Infections sur cathéter

Le cathéter peut étre contaminé par des bactéries qui migrent le long de la surface externe
des tubulures, par contamination manuelle du personnel médical, ou par voie hématogene, lorsque
des germes présents dans le sang s’attachent au cathéter. Les signes cliniques incluent une
inflammation au point de ponction (I’endroit ou le cathéter pénétre dans la peau) et un écoulement
purulent. Le principal risque est que 1’infection associée au cathéter entraine une bactériémie, ce qui
peut provoquer une infection généralisée. Le traitement consiste généralement a retirer le cathéter,

si possible, et a administrer un traitement antibiotique (Mermel et al., 2009).
1.1.2.5 Autre infection

Ces infections représentent entre 10 et 30 % des infections nosocomiales, parmi lesquelles
on retrouve les infections pulmonaires, les infections cutanées (au niveau de la peau et des tissus),
les infections des voies génitales, les infections ophtalmiques et les infections gastro-intestinales
(Kelaiaia et Zoufoul, 2014).

1.1.3 Facteurs favorisant les infections nosocomiales

Les infections nosocomiales surviennent en raison de divers facteurs liés aux patients, aux

pratiques hospitaliéres et aux caractéristiques des agents pathogenes.
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1.1.3.1 Facteurs liés aux patients

s Immunodeépression : Les patients immunodéprimés, notamment ceux sous chimiothérapie,
greffés ou atteints de maladies chroniques, présentent un risque accru d’infections
nosocomiales, y compris celles liées aux dispositifs médicaux comme les cathéters
(Taccone et al., 2023).

< Age extréme : Les nouveau-nés, en particulier les prématurés, ainsi que les personnes agées,
sont plus vulnérables aux infections en raison d’une immunité réduite et d’une réponse

inflammatoire altérée (Darmon et al., 2022).

% Pathologies sous-jacentes: Des maladies chroniques telles que le diabéte sucré,
I’insuffisance rénale chronique et les maladies cardiovasculaires augmentent
significativement le risque d’infections nosocomiales et les complications associées (Liu et
al., 2022).

1.1.3.2 Facteurs liés aux soins hospitaliers
% Utilisation de dispositifs invasifs

Les dispositifs médicaux comme les cathéters veineux centraux, les sondes urinaires et les
ventilateurs mécaniques sont des portes d’entrée majeures pour les agents pathogénes. Leur
utilisation prolongée est fortement associée au risque d’infections nosocomiales (Magill et al.,

2022).
+« Mauvaise hygiene des mains

Le non-respect des protocoles d’hygiéne des mains reste une cause majeure de transmission croisee
des infections. Une ameélioration de la conformité aux regles d’hygiene permettrait de réduire

jusqu’a 50 % des infections nosocomiales (WHO, 2023).
% Antibiothérapie excessive

L’utilisation inappropriée des antibiotiques favorise 1’émergence de bactéries multi-résistantes
(BMR) et augmente la difficulté de traitement des infections nosocomiales (Tacconelli et al.,
2023).
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1.1.3.3 Facteurs liés a ’environnement hospitalier
% Surpopulation et promiscuité

Les services de soins intensifs sont des zones a haut risque en raison de la proximité entre patients

vulnérables et de la charge de soins élevée, favorisant la transmission d’agents pathogénes (Haque

et al., 2022).
+» Désinfection insuffisante

Des études ont montré que la contamination des surfaces hospitalieres, comme les lits, poignées de
portes ou équipements médicaux, peut permettre la persistance de micro-organismes pathogenes

pendant plusieurs jours (Weber et Rutala, 2022).
1.1.4 Mode de transmission des infections nosocomiales

«» Par contact

La voie de transmission la plus fréquente est le contact direct ou indirect via des objets contaminés
comme les cathéters ou les sondes (CDC, 2023).

o,

« Par voie aérienne

Certaines bactéries ou champignons, comme Mycobacterium tuberculosis ou Aspergillus spp.,

peuvent se propager par aérosols ou poussieres en suspension (Beggs et al., 2023).

«+ Par voie fécale-orale

Des bactéries comme Clostridioides difficile se transmettent par les mains du personnel ou les

surfaces souillées, surtout en cas de desinfection insuffisante (Dubberke et Gerding, 2023).

¢+ Par voie sanguine

Les dispositifs invasifs comme les cathéters veineux centraux peuvent transmettre des pathogénes
tels que Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) ou les virus des hépatites B et C
(Mermel, 2023).
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I. 2. Principaux germes impliques
1.2.1 Les bacilles a Gram négatif

1.2.1.1 Enterobacteriaceae

Les entérobactéries sont un groupe hétérogéne largement dispersé dans la nature, représentant
environ 80 % des isolats a Gram négatif. Elles sont responsables de nombreuses maladies chez
I’homme, notamment les infections des voies urinaires, la pneumonie, la diarrhée, la méningite, la
septicémie et le choc endotoxique. Ces bactéries sont des bacilles non sporulés, avec une motilité
variable, capables de se développer en présence ou en absence d’oxygene. Elles fermentent le
glucose, sont négatives a la cytochrome oxydase et peuvent réduire le nitrate en nitrite (Oliveira et
al., 2023).

Leur abondance dans I’intestin, leur mobilité, la rapidit¢ de leur multiplication, I’acquisition
fréquente de mécanismes de résistance aux antibiotiques expliquent qu’elles soient les bactéries les
plus souvent impliquées en pathologie infectieuse humaine surtout en milieu hospitalier (Jan,
2020).

Actuellement, plus de 130 espéces sont répertoriées. Parmi celles-ci, les genres les plus
fréquemment isolés en bactériologie clinique incluent Citrobacter, Enterobacter, Proteus,

Escherichia, Klebsiella, Providencia, Salmonella et Shigella (Morales-Lopez et al.,2019).
11.2.1.2 Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille Gram négatif en forme de batonnet, mesurant de 2 a 4 um de
long sur 0,4 4 0,6 pm de large. Il a une morphologie fine et allongée avec des extrémités arrondies,
et est mobile grace a une ciliature péritriche. Ce germe est peu exigeant sur gélose ordinaire,
produisant des colonies lisses, brillantes et homogénes. Sa température de croissance optimale est
de 37 °C (Abraham, 2018).

Escherichia coli est I’'une des principales causes d’infections du sang et des voies urinaires,
dont une partie est liées aux soins de santé (Tian et al, 2021). Elle est présente dans la flore

intestinale normale, mais peut egalement provoquer des maladies intestinales et extra-intestinales
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chez I’homme (Mueller Met al., 2023) . Est la bactérie la plus fréquemment impliquée dans les

maladies infectieuses, tant dans les hopitaux ou dans la communauté (Meziane., 2020).

Elle est considérée comme un Organisme héte régulier, c'est-a-dire un commensal de la
microflore digestive chez les étres humains et plupart des animaux a temperature corporelle élevée
(Farsi et Merad., 2021).

1.2.1.3 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae est une bactérie a Gram négatif, capsulée et immobile, présente dans
I’environnement. Elle est associée a la pneumonie chez des patients ayant des troubles liés a 1’alcool
ou au diabéte sucré. La virulence de K. pneumoniae repose sur divers facteurs pouvant conduire a
I'infection et a la résistance aux antibiotiques. Elle colonise généralement les surfaces muqueuses

humaines de I’oropharynx et du tractus gastro-intestinal (John et al ., 2023).

K.pneumoniae est un pathogéne opportuniste impliqué dans des infections séveres
notamment des infections urinaires, des bactériémies et des pneumonies (Berrazeg et al ., 2013).
La pneumonie causeée par K. pneumoniae est considérée comme la principale cause de pneumonie
nosocomiale aux Etats-Unis, représentant plus de 8 % de toutes les infections nosocomiales (John
et al., 2023).

1.2.1.4 Enterobacter cloacea

Enterobacter cloacea est une bactérie a Gram négatif, en forme de batonnet, anaérobies
facultatives. Il est également décrit comme non sporulé, contenant des flagelles, positif a I’uréase et
fermentant le lactose. Elle est principalement associée aux infections liées aux soins de santé.
Actuellement, il existe 22 espéces d’Enterobacter, responsables de nombreuses infections
nosocomiales et moins fréquemment d’infections communautaires. Celles-ci incluent les infections
des voies urinaires, les infections respiratoires, les infections des tissus mous, 1’ostéomyélite et
I’endocardite (Mosaffa et al., 2024).
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1.2.2 Les bacilles a Gram négatif non fermentaire

1.2.2.1 Acinitobacter boumani

Acinetobacter est un organisme a Gram négatif, aérobie, non fermentatif, immobile et
négatif a I’oxydase, avec Acinetobacter baumannii ayant une importance clinique. On le trouve
dans le sol et I’eau et il est souvent isolé de ’urine, de la salive, des sécrétions respiratoires et des
plaies. Acinetobacter a une faible virulence mais peut infecter les patients immunodéprimés.

La plupart des infections a Acinetobacter sont des épidémies de groupe, tandis que les cas isolés
sont rares. Ces infections peuvent compliquer le traitement par cathéter intraveineux, la ventilation
mécanique et dialyse péritonéale. Dans de nombreux cas, la présence d’Acinetobacter dans les

sécrétions respiratoires des patients sous ventilation indique une colonisation (Brady et al., 2023).
1.2.2.2 Pseudomonas aeruginosa

Le genre Pseudomonas comprend plus d'une centaine d'espéces ubiquitaires, dont
Pseudomonas aeruginosa, souvent appelée bacille pyocyanique. Cette espece, appartenant a la
famille des Pseudomonaceae, est un batonnet a Gram négatif, aérobie et non sporulé. Elle est
connue pour causer diverses infections chez les hétes immunocompétents et immunodéprimés. Sa
capacité a infecter les personnes immunodéprimées, ainsi que sa polyvalence, sa résistance aux
antibiotiques et son large éventail de mécanismes de défense, en font un microorganisme difficile a
traiter en médecine moderne (Wilson MGET al., 2023).

Pseudomonas aeruginosa se trouve principalement dans I’environnement, surtout dans I’eau
douce. Il peut causer des infections communautaires comme la folliculite, ’ostéomyélite, la
pneumonie et l’otite externe. C'est un agent pathogéne opportuniste et une cause majeure
d’infections nosocomiales, telles que la pneumonie associée a la ventilation assistée et les infections
urinaires liées au cathéter. Dans les hopitaux, ses réservoirs incluent 1’eau potable, les robinets, les
éviers, les brosses a dents, les machines a glagons, les solutions désinfectantes et 1’équipement de
thérapie respiratoire (Wilson MGET et al., 2023).

10
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1.2.3 Les Cocci Gram positifs

1.2.3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram positif, en forme cocci, qui se disposée en
grappes. Elle peut se développer dans des milieux a 10 % de sel, avec des colonies dorées ou
jaunes. C’est une aérobic ou anaérobie (facultatif), croissant entre 18 °C et 40 °C. Les tests
d’identification biochimique incluent la catalase positive, la coagulase positive.la sensibilité¢ a la
novobiocine (pour la différencier de Staphylococcus saprophyticus), et la fermentation positive du

mannitol (pour la distinguer de Staphylococcus epidermidis)

Staphylococcus aureus est une bactérie pathogene majeure responsable de nombreuses
infections dans les environnements communautaires et hospitaliers, compliquées par I'émergence de

souches multi-résistantes comme le SARM (Taylor et al, 2023).

S. aureus se trouve a la fois dans I’environnement et dans la flore humaine normale, située
sur la peau et les mugueuses (surtout dans la région nasale) et de la gorge et du périnée (Ghali et
al., 2018).

S. aureus ne provoque normalement pas d’infection sur une peau saine, mais peut causer des
infections graves si elle pénétre dans la circulation sanguine ou les tissus internes. La transmission
se fait généralement par contact direct, mais certaines infections peuvent également étre transmises

par d'autres modes (Taylor et al ., 2023).
1.2.3.2 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis est une bactérie cocci a coagulase négative, a Gram positif, en
forme de grappes. C'est un anaérobie facultatif et catalase positif. Elle est une bactérie symbiotique
commune qui peut devenir infectieuse dans I'nGte humain. Elle est I'une des principales causes
d'infections nosocomiales aux Etats-Unis, pouvant entrainer de graves complications.
Staphylococcus epidermidis est particulierement responsable d'infections sanguines nosocomiales.
Les patients porteurs de prothéses valvulaires, de dispositifs cardiaques, de cathéters centraux et
utilisant des médicaments intraveineux sont les plus a risque d'infection par cette espece (Lee et al
., 2023).

11
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1.3 Antibiotiques et Antibioresistance

1.3.1 Les antibiotiques

Le terme antibiotique désigne une substance d’origine naturelle, semi-Synthétique ou

synthétique capable d’inhiber la croissance des bactéries (effet bactériostatique) ou de les tuer (effet

bactéricide). Ces agents sont exclusivement actifs contre les bactéries, et n’ont aucune efficacité

contre les infections virales ou fongiques (Bennett, 2024). Ils constituent aujourd’hui 1’un des

piliers de la médecine moderne, utilisés dans la prévention et le traitement des infections

bactériennes, tant en milieu hospitalier qu’en soins de ville (Merriam-Webster, 2025).

1.3.1.2 Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques exercent leur effet en ciblant des structures ou fonctions essentielles de la

bactérie, absentes ou trés différentes chez les cellules humaines. On distingue plusieurs classes

d’antibiotiques selon leur cible moléculaire principale :

Tableau I. Mécanisme d’action des antibiotiques et leurs principales cibles bactériennes.

Mécanisme

d’action

Mode d’action

Les antibiotiques

Inhibition de la
synthése de la

paroi bactérienne

Inhibent la formation du peptidoglycane,

provoquant la lyse cellulaire.

Béta-lactamines  (pénicillines,
céphalosporines,
carbapénémes),glycopeptides
(vancomycine) (Silhavy et al.,

2020).

Inhibition de la
synthese des

protéines

Se fixent sur les ribosomes bactériens (30S

ou 50S) et bloquent la traduction.

Aminosides,macrolides,
tétracyclines,
(Wilson, 2021).

chloramphénicol

Inhibition de la
synthese des

acides nucléigues

Inhibent la réplication ou la transcription de
I’ ADN.

Quinolones (ciprofloxacine),

rifamycines (rifampicine)

(Hooper et Jacoby, 2022).

Antimétabolites

Inhibent la synthése des folates, nécessaires

a la production des bases de I’ADN.

Sulfamides, triméthoprime

(Bush et al., 2021).
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1.3.2 Antibiorésistance

La résistance bactérienne constitue une menace mondiale pour la santé publique, exacerbée
par la diffusion rapide de souches multirésistantes dans les établissements de soins. Certaines
especes bactériennes sont particulierement concernées en raison de leur capacité a acquérir et

exprimer divers mécanismes de résistance aux antibiotiques (Goro, 2021).

Les principales espéces bactériennes responsables d’infections nosocomiales et présentant

des profils d’antibiorésistance sont :

1.3.2.1 Klebsiella pneumoniae : est une entérobactérie opportuniste fréquemment impliquée
dans les infections nosocomiales, notamment les pneumonies, les infections urinaires et les
septicémies. Cette espéce est connue pour produire des béta-lactamases a spectre étendu (BLSE),
qui conférent une résistance aux pénicillines, céphalosporines de 3° génération et a I’aztréonam
(Goro, 2021). Elle est également capable d’acquérir des carbapénémases comme les KPC et OXA-

48, rendant les traitements encore plus complexes (Benmahdi et al., 2020).

1.3.2.2 Enterobacter cloacae : est une espéce naturellement résistante & plusieurs béta-
lactamines grace a la production constitutive ou inductible de béta-lactamases chromosomiques de
type AmpC. Ces enzymes peuvent étre surexprimées sous la pression antibiotique, réduisant ainsi
I’efficacité des céphalosporines. Les traitements de choix incluent les carbapénémes ou les

combinaisons avec des inhibiteurs puissants (Traoré, 2019).

1.3.2.3 Providencia rettgeri : est naturellement résistante a la colistine. Elle présente souvent

une multi-résistance acquise aux fluoroquinolones, aminoglycosides et céphalosporines. Des
souches pan-résistantes ont été rapportées en soins intensifs, associées a la présence de plasmides et

d’intégrons de classe 1 (Singh et al., 2023).

1.3.2.4 Morganella morganii : cette espéce produit une p-lactamase AmpC chromosomique

induite, conférant une résistance a de nombreuses B-lactamines. Elle est également naturellement
résistante a la colistine. Des souches multirésistantes aux quinolones et au cotrimoxazole ont été
identifiées (Li et al., 2022).
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1.3.2.5 Pseudomonas aeruginosa : est un bacille non fermentant avec une résistance

intrinseque élevée. Elle développe une résistance acquise via la production de métallo-p-lactamases,
la perte de porines, I’efflux actif et des mutations de cibles. Les souches CRPA (carbapénéme-

résistantes) sont en forte augmentation (EUCAST, 2023 ; Tacconelli et al., 2024).

1.3.2.6 Escherichia coli : Les souches d’E. coli productrices de B-lactamases a spectre étendu

(BLSE) sont en hausse. Elles sont souvent co-résistantes aux fluoroquinolones, aminoglycosides et
sulfamides, rendant le traitement empirique complexe (Tamma et Holmes, 2023).

1.3.2.7 Staphylococcus aureus : Le géne mecA confére a S. aureus une résistance a toutes les
B-lactamines (SARM). Des cas de résistance intermédiaire ou compléte & la vancomycine
(VISA/VRSA) ont également été rapportés. La vancomycine, la daptomycine ou le linézolide

restent les traitements de choix (Turner et al., 2023).
1.3.2.8 Enterococcus spp.

Enterococcus faecalis et E. faecium sont naturellement résistants a de nombreux
antibiotiques. La présence des genes vanA ou vanB confére une résistance a la vancomycine (ERV),

en hausse dans les milieux hospitaliers (WHO, 2023).
1.3.2.9 Streptococcus spp.

Certaines espéces de Streptococcus présentent une antibiorésistance préoccupante,
Streptococcus pneumoniae montre une résistance croissante aux [-lactamines et aux macrolides,
notamment dans les régions sous-vaccinées (Knupp-Pereira et al.,, 2024). Streptococcus
agalactiae , souvent impliqué dans les infections néonatales, est largement résistant a la tétracycline

et présente des taux variables de résistance aux macrolides (Chandran et al., 2025).

Streptococcus pyogenes reste sensible a la pénicilline, mais une résistance aux macrolides est en

émergence (Jesudason, 2024).
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1.3.3 Les bactéries multirésistantes (BMR)

Les BMR sont des microorganismes résistants a plusieurs classes d’antibiotiques,

compromettant les traitements via divers mécanismes : production d’enzymes (B-lactamases),

modifications des cibles, efflux actif et diminution de la perméabilité membranaire (Arnold et al.,
2022 ; MDPI, 2024).

1.3.3.1 En milieu hospitalier

L’usage intensif d’antibiotiques en milieu hospitalier exerce une pression sélective, favorisant

I’émergence de souches résistantes (MDPI, 2024). Les pathogénes hospitaliers récurrents

comprennent :

Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) : Cause majeure d’infections
nosocomiales, telles que les infections de plaies chirurgicales, les pneumonies et les
septicémies, en particulier en unités de soins intensifs. Sa résistance a la méthicilline
complique la prise en charge thérapeutique (Archives of Public Health, 2025).
Entérobactéries productrices de p-lactamases a spectre étendu (BLSE) : Escherichia
coli et Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE sont fréqguemment associées aux
infections urinaires et aux bactériémies. Leur prévalence est en hausse dans de nombreux
contextes hospitaliers, méme chez des patients sans antécédents d’hospitalisation (Morsy et
al., 2023 ; Al-Omari et al., 2023).

Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii : Ces bacilles a Gram négatif sont
naturellement résistants a plusieurs classes d’antibiotiques. Ils sont responsables d’infections
nosocomiales graves, notamment respiratoires et urinaires, souvent contractées en
réanimation (Torres et Alvarez, 2023).

Enterococcus spp. Résistants a la vancomycine (ERV) : Ces agents pathogenes posent un
défi important chez les patients immunodéprimés. Leur résistance a la vancomycine limite

fortement les options thérapeutiques disponibles (Silva et al., 2023).

+« La transmission hospitaliéere survient souvent par contact direct via les mains du personnel

soignant, ou indirectement par les surfaces et le matériel médical contaminés (Abramowitz et
al., 2024 ; World Health Organization, 2023).
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1.3.3.2 En milieu communautaire

Les bactéries multirésistantes (BMR) ne sont plus confinées au milieu hospitalier. Leur
émergence dans la communauté est favorisée par la surprescription d’antibiotiques,

I’automédication, les voyages internationaux et le contact étroit dans certains environnements

collectifs (World Health Organization, 2023).

e SARM communautaire : Le Staphylococcus aureus résistant a la méticilline d’origine
communautaire est associé a des infections cutanées séveres, notamment dans les milieux
sportifs, scolaires ou familiaux, et peut évoluer vers des complications graves (Lakhundi et
Zhang, 2023).

e Entérobactéries BLSE : Des souches comme Escherichia coli productrices de pB-
lactamases a spectre étendu (BLSE) sont de plus en plus détectées chez des patients n’ayant
jamais été hospitalisés, notamment dans les infections urinaires compliquées (Agyekum et
al., 2023).

e Streptococcus pneumoniae résistant a la pénicilline, Ce pathogéne est responsable de
pneumonies, otites et sinusites, surtout chez les jeunes enfants. La vaccination incompléte et

la pression antibiotique expliquent sa persistance en communauté (Kyaw et al., 2024).
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Notre travail a été réalisé au sein de I’établissement hospitalier spécialisé de transplantation
d'organes de tissus Blida pendant une période de 3 mois allant de la fin janvier au début mai 2025.
Ce travail a pour but d’isoler et d’identifier les bactéries a partir de plusieurs prélevements
biologiques et les différentes bactéries responsables de la contamination bactériologique sur les
quelques dispositifs médicaux, et d’étudier leur sensibilité vis-a-vis des antibiotiques afin de dresser

leurs profils de résistance.

1.1 Matériel

I1.1.1 Materiel non biologique : représenté principalement par les milieux de culture et les

réactifs, Iappareillage, ainsi que les différents antibiotiques utilisés sont présentés en Annexe 1

11.1.2 Matériel biologique :

% Type de Prélévement et les critéres d’inclusion

Au total, 208 prélévements ont été réalisés chez des personnes hospitalisées. lls se
répartissent entre des liquides biologiques (107 urines, 17 pus, 44 sang) et des dispositifs
médicaux (20 cathéters veineux centraux et 20 sondes urinaires de type JJ).

Ces prélévements sont accompagnés d’une fiche de renseignement comportant, nom
et prénom, numéro de prélevement, age et sexe, nature et site de prélevement,
I’antibiothérapie en cours (Annexe 2).

Les souches de références (Tableau I1).

Tableau 1. Souches de référence utilisées.

Souche Types de résistance Référence
Staphylococcus aureus Résistant ATCC 43300
Escherichia coli Sensible ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa Résistant ATCC 27853
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11.2 Méthodes
11.2.1 Liquides biologiques

A. Urine

Le recueil de l'urine est une étape essentielle qui influence la qualité des résultats de 'ECBU
et doit étre effectué dans des conditions d'asepsie strictes. Lors de la pose d'une sonde urinaire, le
prélevement se fait en insérant une seringue dans le tube reliant la vessie a la poche urinaire, et non
directement dans la poche pour éviter la multiplication des bactéries, pour les patients non sondés,
aprés un lavage hygiénique minutieux des organes génitaux externes et I'élimination du premier jet,
le prélevement doit étre réalisé dans un tube stérile (environ 10 a 20 ml). Ce tube doit étre
hermétiquement fermé et transporté rapidement au laboratoire, ou le préléevement doit étre traité
dans les deux heures suivant sa collecte ou conservé au réfrigérateur a +4 °C avant d’étre envoyé et

traité dans les 18 heures (Ferrari, 2023).
B.Pus

Les regles d’hygiéne doivent étre respectées. Dans des conditions d’asepsie trés strictes,
apres une désinfection minutieuse de la peau, en nettoyant la plaie avec une gaze imbibée de sérum

physiologique stérile, le prélévement est réalisé en utilisant :

e Ecouvillons

Deux écouvillons ont été utilisés pour I'examen direct et la culture. Les traces purulentes ont été
repérées et prélevées pour échantillonnage. Dans le cas ou le pus était localisé dans la partie
supérieure de la plaie, un ecouvillon stérile a été passe sur la surface avec un mouvement
superficiel. Si le pus était localisé dans un abcés superficiel fermé ou une cavité, il a été récolté par
ponction a 1’aide d’une seringue stérile. L’écouvillon humidifi¢ avec un bouillon (BHIB) a été

acheminé au laboratoire pour éviter la dessiccation du prélévement.
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e Seringues

La peau a été désinfectée a l'alcool avant la ponction, Le prélevement a ensuite été rapidement
envoyé dans la seringue, aprés avoir recouvert l'aiguille de son capuchon et purgé Ilair

éventuellement présent.
C. Hémoculture

Il est essentiel de respecter rigoureusement le protocole afin d'éviter toute contamination du
prélévement sanguin, notamment par la flore normale présente sur la peau du patient. La prise de
sang se fait dans un environnement stérile, une porte fermée, avec une Asepsie rigoureuse pour
éviter la contamination des flacons. Lorsque plusieurs analyses sont demandées lors de la méme
prise de sang, le sang pour les hémocultures est préleve en premier lieu le flacon aérobie (bouchon
vert) puis le flacon hémoculture anaérobie (bouchon orange).
10ml de sang sont directement inocules dans des flacons contenant 40 ml de milieu de culture.
Aprés avoir effectué le prélevement, il est important de bien identifier les flacons. Le prélevement
doit étre acheminé au laboratoire dans les 2 heures qui suivent le prélévement (conservation a T°
ambiante). Si ce n’est pas possible : max. 12h a T° ambiante (18-26°C), jamais au frigo (Duchemin
., 2022).

11.2.2 Dispositifs médicaux

A. Le cathéter

Cette méthode vise a détecter la colonisation microbienne d’un cathéter veineux central aprés son
retrait, en utilisant une suspension dans une solution stérile, suivie d’un ensemencement sur milieux
de culture. Selon des études récentes, ce type d’analyse est essentiel pour diagnostiquer les
infections liées aux dispositifs intravasculaires, en particulier en cas de suspicion de bactériémie

nosocomiale (Ziegler et al., 2021 ; Garcia-Botello et al., 2022) ( Figure 1).
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Figure 1. Cathéter aprés prélevement, conditionné pour analyse
microbiologique en laboratoire.

e Mode opératoire

Le cathéter a été retiré en respectant rigoureusement les conditions d’asepsie, puis nous
avons découpé un fragment distal de 5 cm a I’aide de ciseaux stériles. Ce fragment a été placé dans
un tube stérile contenant entre 5 et 10 ml de solution saline stérile ou d’eau peptonée tamponnée,
afin de récupérer les microorganismes présents sur les surfaces internes et externes du cathéter. Le
tube a ensuite été agité vigoureusement au vortex pendant 30 a 60 secondes pour détacher les
bactéries potentiellement adhérentes.

Nous avons ensuite prélevé une aliquote de 100 pl de cette suspension que nous avons
ensemencé par étalement en surface (technique du rateau) sur milieu de culture gélose au sang cuit
(pour la culture des bactéries aérobies) et par technique d’encadrement sur gélose nutritive et gélose
Chapman (pour la recherche des staphylocoques). Les boites ont été incubées a une température de
35 a 37 °C pendant 24 a 48 heures, afin de permettre la croissance et I’identification des micro-

organismes présents.

B. Sonde urinaire (La sonde JJ)

La sonde JJ (ou sonde urétérale double J) est couramment utilisée pour assurer le drainage
de 'urine en cas d’obstruction des voies urinaires, notamment dans les situations de calculs, de

sténoses ou apres une chirurgie urologique (Turk et al., 2023).

En microbiologie, les prélevements réalisés a partir de ces sondes sont essentiels pour
diagnostiquer les infections urinaires associées aux dispositifs urinaires et pour orienter une

antibiothérapie ciblée (Kasyan et al., 2022).
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e Mode opératoire

Nous avons prélevé un fragment de la sonde JJ dans des conditions aseptiques, que nous
avons ensuite placé dans un tube stérile contenant entre 5 et 10 mL de solution saline stérile (0,85 %
NaCl). Le tube a été soumis a une agitation vigoureuse au vortex pendant 60 secondes, dans le but

de détacher les micro-organismes adheérents a la surface de la sonde.

La suspension obtenue a été ensemencée sur trois milieux de culture : sur gélose au sang
cuit, permettant la croissance de bactéries Gram positives telles qu’Enterococcus spp. Et

Staphylococcus spp. , sur gélose nutritive et gélose chapman.

L’ensemencement a été réalisé a 1’aide d’une anse calibrée de 1 pl ou 10 pl, en fonction de
la turbidité, en utilisant la méthode des stries afin de favoriser 1’isolement de colonies pures. Les
boites de Pétri ont été incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures, voire jusqu’a 48 heures en cas de

croissance lente.
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11.2.3 L’examen cytobactériologique des prélevements

Les différentes étapes suivies pour I’analyse des prélévements, depuis I’examen

cytobactériologique jusqu’a I’identification des bactéries, sont présentées dans la (Figure 2).

Néphrologie- Urologie -Hémodialyse.
v

Selon la nature de prélevement

v v

Pus Dispositifs médicaux Hémoculture

N*=107 N*=17 N°=44 N°= 40
2

( Incubation dans le
L systeme Bactalart

[ Prélevements réalisés a partir des services : ]

Urine

EXAMEN CYTOLOGIQUE
Q EXAMEN BACTERIOLOGIQUE

. !

Ensemencement sur milieux de culture
(Milieu : GN, MSA et HK et GSF ET
GSC) 24h a 37°C

Quantitatif

Qualitatif

(leucocytes, germes

hématies)

v

4 N
Examen macroscopique des colonies k_ Dénombrement. Observation des
cultures. Différenciation des colonies.
o g
Lactose - Lactose +
¢ \L Catalase : + Coagulase + : S aureus
Oxydase Entérobactéries

Négative Positive
& -ldentification Biochimique (Api et vitek)
Acinetobacter P.aeruginosa -Antibiogramme standard et vitek.

Figure 2. Organigramme général de I’examen cytobactériologique des prélévements (urines, pus,
hémocultures, dispositifs médicaux) et des étapes d’identification des Entérobactéries, de
Pseudomonas aeruginosa et de Staphylococcus aureus.
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11.2.3.1 Etude macroscopique

A. Urine

Nous avons commencé par homogénéiser 1’urine par retournement ou agitation. Nous avons
ensuite noté si elle était limpide ou trouble et observé la présence d’hématurie. La couleur anormale
pouvait indiquer diverses significations, 1’hématurie pouvant donner des teintes allant du rouge
franc au brun rouge. Certaines couleurs résultent de pigments alimentaires ou médicamenteux. Des
sédiments blanchatres (phosphates), rouge brique (acide urique) ou roses (urates) ont également pu

étre présents, ainsi qu’une odeur nauséabonde (Figure 3).

Figure 3. Différents aspects macroscopiques des urines.

B.Pus

Pour le prélevement de pus 1’observation macroscopique d’un échantillon est essentielle.
Nous avons évalué sa consistance, sa couleur, son aspect et, dans le cas du pus, sa viscosité. Le pus
pouvait étre épais, visqueux, élastique, mélangé au sang ou non, fluide ou séreux. Sa couleur variait

de la teinte chocolat au blanc, certains pus étant verdatres ou bleutés.

11.2.3.2 Examen microscopique des prélevements
11.2.3.2.1 Urine

B.Etude cytologique

C’est I’¢tude de différents types de cellules retrouvé dans 1’urine (hématies, globules rouges,

leucocytes, globules blancs et cellules épitheliales recouvrant la surface de la vessie).
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e Mode opératoire
Pour la numération, nous avons utilisé¢ la cellule de Malassez. Un volume d’urine a été
prélevé a I’aide d’une pipette Pasteur. Une lamelle a ensuite été placée sur la cellule, et ’urine a été
ajoutée entre la lamelle et la cellule (Figure 4). La cellule a été positionnée sous un microscope
optique a un grossissement de 40x (Figure 5). . Nous avons compté le nombre d’éléments observés

dans le champ et multiplié ce chiffre par 10 pour obtenir le résultat sur la cellule de Malassez.

Les résultats ont montré moins de 1000 hématies/ml (ou 1/mm3) et moins de 10 000
leucocytes/ml (ou 10m3) (Takilt et al., 2014).

Figure 4. Remplissage des urines entre Figure 5. Observation des urines sous
la lamelle et la cellule MALASSEZ. le microscope optique (Gr x40).

11.2.3.2.2 Pus

A. Examen direct

L'état frais ou la coloration au bleu de méthyléne sont des étapes importantes de I'examen.
Cet examen permet d’apprécier I’importance des polynucléaires et de déterminer si la suppuration
est monomicrobienne ou polymicrobienne. Il consiste a évaluer le degré d’altération et le nombre de

polynucléaires neutrophiles, ainsi que, potentiellement, la présence d’autres cellules.
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Une quantité du prélévement a été diluée dans de 1’eau physiologique, et une goutte a été
déposée sur une lame porte-objets pour observation au microscope optique au grossissement x 40.
Cet examen permet de distinguer les cellules d'accompagnement, notamment les polynucléaires et
les lymphocytes (étude qualitative et quantitative), de constater I'état des cellules (intactes ou

altérées) et d’observer la morphologie et la mobilité des bactéries éventuelles
11.2.4 Hémoculture

Le systeme BactAlert repose sur I’isolement et la détection automatisée des micro-
organismes, notamment les bactéries et les champignons, dans les hémocultures. Grace a son
interface tactile sans texte, la gestion des flacons est simplifiée. Chaque flacon contient un capteur
colorimétrique appelé "CO2 sensor"”, initialement vert, séparé du milieu de culture par une
membrane semi-perméable. Lorsque les micro-organismes produisent du CO2, le pH diminue, ce
qui entraine un changement de couleur du capteur, qui devient jaune. Ce changement est détecté par
réflectométrie, chaque flacon possédant sa propre cellule de lecture. Le systeme émet des alertes

visuelles et sonores dés qu’un flacon est détecté positif (Duchemin, 2022).
e Mode opératoire

Nous avons suivi une méthode de chargement en deux étapes : Scannez et Chargez (Figure 6)
Apres avoir sélectionné le champ actif a I’écran, nous avons tourné le flacon pour orienter I’ID vers
le haut, puis ’avons positionné au-dessus de la bande de lecture. Une double sonnerie confirmait un
scan réussi. Nous avons ensuite cliqué sur « chargement des flacons » et enregistré les informations

nécessaires avant d’introduire les flacons pour incubation.

Les flacons aérobies et anaérobies ont été incubés a 37 °C pendant 5 a 7 jours. Durant cette
période, le systeme a assuré une surveillance continue de la croissance bactérienne. En cas de
croissance, une alarme s’est déclenchée, signalant le besoin de retirer les flacons positifs pour

analyses complémentaires.

Une hémoculture a été considérée positive lorsqu’un ou plusieurs germes ont été détectés dans

le sang, et négative lorsqu’aucun germe n’a été observé
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Figure 6. Appareil BactAlert pour les flacons d’hémoculture.

Nous avons réalisé la mise en culture a partir des prélévements d’hémocultures, d’urines, de
pus et de dispositifs médicaux. Pour les hémocultures, 1’isolement a été effectué¢ par repiquage sur
des milieux appropriés, sans jamais ouvrir les flacons. Un échantillon a été prélevé par ponction
aseptique a I’aide d’une seringue stérile, et la manipulation s’est déroulée prés du bec benzéne, avec

le port de gants et d’un masque médical pour éviter toute contamination.

L’ensemencement des prélévements a été effectué sur cing milieux : gélose nutritive (GN),
gélose Hektoen (HK), gélose Chapman (MSA) et gélose au sang frais (GSF), et gélose au sang cuit
(GSC), en utilisant la méthode des quatre quadrants. Les boites ont ensuite été incubées dans 1’étuve

437 °C.
11.2.5 Etude bactériologique

11.2.5.1 Mise en culture

Nous avons réalisé la mise en culture a partir des prélévements de pus, d’urine et de dispositifs
médicaux, en réponse a ’augmentation des €léments cytologiques tels que les leucocytes et les
hématies. Nous avons ensemencé les échantillons sur les milieux suivants : gélose nutritive (GN),
gélose Hektoen (HK), gélose Chapman, gélose au sang frais (GSF) et gélose au sang cuit (GSC). A
I’aide d’une anse de platine ou d’une pipette stérile, nous avons déposé une goutte du prelevement,

puis procédé a I’étalement selon la technique des stries ou des cadrans. Enfin, nous avons incubé les
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boites a 37 °C pendant 24 heures, certaines en atmosphére classique, d’autres dans une cloche a

CO: selon les exigences du milieu.

11.2.5.2 Identification macroscopique des colonies
Apreés ’obtention d’une culture, on examine 1’aspect des colonies isolées selon les critéres
macroscopiques suivantes : la forme, le relief, le contour, la taille, la couleur, le bord, I’opacité,

I’élévation et la surface (Benzekkour et al., 2018).

11.2.5.3 Examens microscopiques apres culture

++ Examen microscopique a I’état frais

Nous avons réalise cet examen afin de mettre en évidence la mobilité, la morphologie et le
mode de regroupement des bactéries. Pour cela, nous avons déposé une goutte d’eau physiologique
sur une lame stérile, puis ajouté une colonie prélevée a partir d’une culture bactérienne pure. Nous
avons soigneusement homogénéisé la préparation avant de la recouvrir d’une lamelle, en prenant
soin d’éviter la formation de bulles d’air. L’observation a été effectuée au microscope avec un

grossissement de x40
+» Coloration de GRAM

Elle met en évidence les germes, leur morphologie et leur affinité tinctoriale. Elle permet de
distinguer entre les Gram (+) et les Gram (-) en se basant sur les propriétés de la paroi bactérienne :
les bactéries a Gram positif qui sont riche en peptidoglycane et pauvre en lipide et les bactéries a

Gram négatif qui sont pauvre en peptidoglycane et riche en lipide.
> Latechnique

Nous avons d’abord fix¢é le frottis a la chaleur, puis recouvert la lame de violet de gentiane
pendant une minute pour colorer les bactéries en violet. Aprés un ringage a 1’eau, nous avons
applique le lugol pendant une minute afin de fixer cette coloration, suivi d’un second ringage. La
décoloration a ensuite €té réalisée a I’alcool, pendant 30 secondes a une minute selon 1’épaisseur du
frottis, puis stoppée par un lavage a I’eau. Nous avons ensuite ajouté de la fuchsine diluée pendant
30 secondes a une minute, lavé la lame, puis 1’avons séchée entre deux feuilles de papier filtre.

Enfin, apres avoir déposé une goutte d’huile d’immersion, nous avons observé la lame au
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microscope a 1’objectif x100. Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet, tandis que les

bactéries a Gram négatif sont colorées en rose.
I1.3 Test d’identification biochimique

11.3.1 Test de la catalase

Pour vérifier la présence de 1’enzyme catalase chez certaines souches isolées, nous avons
réalisé le test de la catalase. A 1’aide d’une anse stérile, nous avons prélevé une colonie fraiche
que nous avons déposée sur une lame de microscope propre. Nous y avons ensuite ajouté une
goutte de peroxyde d’hydrogéne (H20:). Lorsqu’il y a production immédiate de bulles a 1’endroit
du contact un test positif indiquant la présence de I’enzyme catalase. En revanche, en 1’absence
totale de bulles, la réaction est considérée comme négative, ce qui traduisait I’absence de cette

enzyme chez la souche testée (Labster, 2024).
11.3.2 Test de I’oxydase

Afin d’identifier la présence du cytochrome c oxydase, nous avons réalisé le test de
’oxydase. Pour cela, nous avons utilisé un disque imprégné de réactif oxydase. A 1’aide d’une
pipette Pasteur ou d’un batonnet stérile, nous avons appliqué une colonie bactérienne fraiche
directement sur le disque. Dans les cas positifs, nous avons observé un changement rapide de
couleur du disque vers un violet foncé, généralement en moins de 30 secondes, signe de la
présence de 1’enzyme. En I’absence de changement de couleur, le test a été interprété comme
négatif (Labster, 2024).

11.3.3 Test de la coagulation

11.3.3.1 Test coagulase tube

Nous avons réalisé le test de coagulation afin de différencier les souches de Staphylococcus
aureus a coagulase positive des autres staphylocoques a coagulase négative. Pour cela, nous avons
utilise trois tubes contenant du plasma sanguin prélevé dans des tubes citratés, le citrate agissant
comme anticoagulant. Le premier tube contenait une souche de Staphylococcus aureus ATCC,
utilisée comme témoin positif. Le second tube, témoin négatif, n’a recu aucun ajout. Dans le

troisieme tube, nous avons introduit des colonies de la souche isolée a tester. Les trois tubes ont été
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incubés a 37 °C pendant 24 heures. Le test a été considéré comme positif lorsqu’une coagulation

s’est formée, indiquant la présence de Staphylococcus aureus a coagulase positive.
11.3.3.2 Test coagulase carte (Staphorex)

Nous avons utilisé ce test pour distinguer rapidement Staphylococcus aureus des autres
especes de staphylocoques, généralement moins virulentes. Il s’agit d’un test rapide d’agglutination
utilisant du latex sensibilisé par du fibrinogéne et des IgG, afin de détecter la protéine A et le
facteur d’affinité pour le fibrinogéne, caractéristiques de S. aureus. Nous avons mélangé les isolats
de Staphylococcus aureus avec le réactif au latex sur une carte d’agglutination. Aprés
homogénéisation, nous avons examingé la carte a 1’ceil nu : la formation d’agglutinats a indiqué la

présence de Staphylococcus aureus.

11.4 Galerie biochimique

11.4 .1 Galerie Api 20E

L’objectif principal de la galerie API 20F est de permettre I’identification précise des
bacilles a Gram négatif non exigeants, notamment les entérobactéries, a 1’aide de 20 tests
biochimiques miniaturisés. Cette méthode est congue pour étre rapide, standardisée et interprétable

grace a une codification numérique.

e Mode opératoire

Nous avons préparé une suspension bactérienne a partir d’une colonie isolée dans une
solution saline stérile (NaCl 0,85 %), ajustée au standard 0,5 McFarland. La bandelette API 20 E a
été placée dans une cuve humidifiée, puis nous avons rempli les cupules : complétement pour les
tests ADH, LDC, ODC, HaS et URE (recouverts de paraffine), partiellement pour les autres, et les

tests CIT, VP et GEL ont été remplis dans les deux compartiments (Figure 7).

Aprés incubation a 37 °C pendant 18 a 24 heures, nous avons ajouté les réactifs nécessaires
(TDA, IND, VP1/VP2), puis nous avons observé les réactions (changement de couleur ou
précipitation). A partir des résultats, nous avons attribué des valeurs codées, généré un code a 7
chiffres, puis I’avons introduit dans la base API web pour identifier I’espéce bactérienne
(bioMerieux, 2022).
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Apres incubation a 37 °C pendant 18 a 24 heures, nous avons ajouté les réactifs necessaires
(TDA, IND, VP1/VP2), puis nous avons observé les reactions (changement de couleur ou
précipitation). A partir des résultats, nous avons attribué des valeurs codées, généré un code a 7
chiffres, puis 1’avons introduit dans la base API web pour identifier 1’espéce bactérienne

(bioMérieux, 2022).

Figure 7.Préparation de I’Api 20 E .

11.4.2 La Galerie API 10s

L’objectif du test API 10 S est d’identifier les entérobactéries et les bacilles a Gram négatif
non exigeants les plus fréqguemment isolés dans les prélevements cliniques ou autres. Il permet une
orientation rapide de 1’identification bactérienne grace a une série de tests biochimiques

miniaturisés (biomerieux,2023).
e Mode opératoire

Une colonie pure de 18 a 24 heures a été¢ émulsionnée dans une solution saline jusqu’a
obtenir une turbidité de 0,5 McFarland. La suspension a été répartie dans les puits de la galerie
selon les instructions du fabricant, certains étant remplis entiérement et recouverts de paraffine pour
des conditions anaérobies (tests ADH, LDC, ODC) (Figure8). La galerie a été incubée dans une
cuve humidifiée a 36-37 °C pendant 18 a 24 heures. Apres incubation, nous avons observé les
réactions biochimiques par changement de couleur, avec ajout de réactifs si nécessaire. Les résultats
ont été codés puis interprétés a I’aide de la base APIweb pour une identification précise des souches

(BioMérieux, 2020).
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Figure 8.Préparation de I’Api 10 S.
1.5 Les tests complémentaires

+* Test de ’indole

Détecte la capacit¢ d’une bactérie a produire de I’indole & partir du tryptophane. Apres
incubation, I’ajout du réactif de Kovac provoque un anneau rouge en surface si le test est positif.

L’absence de changement indique un résultat négatif.
s Test de ’uréase

Met en évidence la présence de 1I’enzyme uréase, capable d’hydrolyser I’urée en ammoniac. Une
coloration rose du milieu témoigne d’une réaction positive, tandis que I’absence de couleur indique

un résultat négatif.
++ Test de réduction des nitrates

Permet de Vvérifier si la bactérie peut réduire les nitrates en nitrites. Une coloration rouge apres
ajout des réactifs indique un résultat positif. Si aucune couleur n’apparait, I’ajout de zinc permet de

confirmer un résultat négatif si une coloration apparait.
¢ Test de fermentation du glucose

Distingue les bactéries qui fermentent le glucose de celles qui 1’oxydent. Si les deux tubes
deviennent jaunes, la fermentation est positive. Si un seul tube change de couleur, cela indique une

oxydation. L'absence de changement de couleur indique un résultat négatif
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+ Test du citrate de Simmons

Evalue la capacité d’une bactérie a utiliser le citrate comme unique source de carbone. Le passage

de la couleur verte au bleu indique un test positif. L’absence de changement indique un test négatif.
¢ Test de Voges-Proskauer (VP)

Détecte la production d’acétoine, un métabolite de fermentation du glucose. Une coloration rouge

apres ajout des réactifs traduit un résultat positif. L’absence de couleur indique un résultat négatif.
s Test de la motilité

Permet d’évaluer si une bactérie est mobile. Une croissance qui s’étend au-dela de la ligne
d’inoculation révéle une motilité positive. Une croissance confinée a la piqidre indique une motilité

négative.
¢ Test de production de H.S

Permet de détecter la production de sulfure d’hydrogeéne. L’apparition d’un noircissement dans le
tube d’inoculation témoigne d’un résultat positif. L absence de noircissement indique un test négatif

(Labster, 2024)

1.6 Antibiogramme

Nous avons utilisé deux méthodes d'antibiogramme pour évaluer la sensibilité des bactéries :

la méthode standard et la méthode automatisée avec le systeme vitek.

11.6.1 Antibiogramme standard

Nous avons préparé un inoculum standardisé a partir de 3 a 5 colonies isolées, suspendues
dans une solution saline stérile, puis ajustées a une turbidité de 0,5 McFarland. L’ensemencement a
été réalisé sur geélose Mueller-Hinton a I’aide d’un écouvillon, réparti uniformément en trois
passages croisés. Apres un temps de repos de 3 & 5 minutes, nous avons déposé jusqu’a six disques
antibiotiques par boite, selon les recommandations de CLSI, en fonction de la souche isolée.Les
boites ont eté incubées a 35 + 2 °C pendant 16 a 18 heures. Aprées incubation, nous avons mesuré

les diameétres d’inhibition et interprété les résultats selon les normes en vigueur (S, I, R). Des

32



Chapitre II Matériel et méthodes

souches de référence (E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923) ont été utilisees comme
témoins de qualité. L’ensemble des résultats a été rigoureusement consigné et interprété en tenant

compte du contexte clinique) (CLSI, 2023).
11.6.2 Vitek automatisée

L’objectif du systtme VITEK® 2 vise a identifier rapidement les micro-organismes et a
déterminer leur sensibilité aux antibiotiques, tout en assurant des analyses standardisées et fiables
(bioMérieux, 2023).

Le principe du systtme VITEK® 2 repose sur l’analyse automatisée des réactions
biochimiques et de la croissance bactérienne pour identifier les micro-organismes et évaluer leur

sensibilité aux antibiotiques (Figure 9).
e Mode opératoire

Nous avons préparé une suspension bactérienne homogene a 0,5 McFarland a partir d’une
colonie fraiche cultivée sur gélose au sang. Cette suspension a été introduite dans une carte VITEK
(ID ou AST), composée de 64 micro-puits contenant des substrats ou des antibiotiques.
L’inoculation s’est faite automatiquement via le module dédié, assurant un remplissage uniforme.
Les cartes ont été placées dans I’incubateur du systéme, ou 1’analyse s’est déroulée a 35-37 °C. Le
VITEK a suivi en temps réel les réactions biochimiques pour I’identification et la croissance
bactérienne pour I’antibiogramme. Il a ensuite comparé les résultats a sa base de données pour
identifier I’espece et calculer les CMI. Le module AES a vérifié les profils de résistance et signalé

toute anomalie ou résistance particuliére.

Figure 9. Inoculation des Cartes VITEK.
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11.7 tests complémentaires de synergie (Double Disk Synergy Test — DDST)

Le test de synergie est une méthode phénotypique largement utilisée pour la détection des
béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) produites par les entérobactéries. 1l repose sur
I’observation d’une interaction synergique entre un antibiotique de la famille des céphalosporines
de troisieme génération (céfotaxime, ceftazidime, ceftriaxone) ou 1’aztréonam, et un inhibiteur des

béta-lactamases tel que 1’acide clavulanique.

Cette interaction se manifeste par une augmentation de la zone d’inhibition, formant une
image en « bouchon de champagne », indiquant I’inhibition de la BLSE par 1’acide clavulanique

(Rawat et Nair, 2020 ; CLSI, 2023).
e Mode opératoire

Pour détecter la production de BLSE, nous avons ensemence la souche sur gélose Mueller-
Hinton, un disque d’amoxicilline-acide clavulanique (AMC 30 pg) a été placé au centre de la boite,
puis, a une distance de 30 mm (centre a centre), nous avons disposé les disques de céfotaxime (CTX
30 ug), ceftazidime (CAZ 30 ug), ceftriaxone (CRO 30 ug) et/ou aztréonam (ATM 30 ug). Apres
incubation a 35 £ 2 °C pendant 18 a 24 heures, la présence d’une synergie en forme de « bouchon de
champagne » entre AMC et les autres disques indiquait une production de BLSE (Bush et
Bradford,2020 ;EUCAST,20).
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Durant la période de notre, nous avons collecté 208 prélevements biologiques et non
biologiques (107 prélévements d’urines, 17 prélevements de pus, 44 d’hémocultures, 20 sondes
urinaires (La sonde JJ) et 20 cathéters veineux centraux). Ces échantillons prélevés chez des

patients hospitalisés comprenaient des femmes et des hommes de différentes tranches d'age.
I11.1 Reépartition des résultats
I11.1.1 Selon les cas positifs et négatifs

Sur 208 prélevements analysés, 107 cas se sont révélés positifs, soit un taux de 51 %, alors
que 101 prélévements sont négatifs, soit un taux de 49 % (Figurel0).

M positifs @ négatifs

49%

Figure 10. Répartition des cas positifs et négatifs de prélevement.

I11.1.2 Selon la tranche d’age

La répartition des patients selon 1’age montre une prédominance de personnes agées plus
de 60 ans, représentant 46,60 % de I’ensemble des prélévements. La tranche d’age [50-60] ans
arrive en deuxieme position avec 31,00 %, suivie par les tranches [40-50] (10,30 %) et [30—40]
(5,90 %). Les classes d’age plus jeunes ([20-30]: 3,10 %, [10-20]: 3,70 %) sont peu
représentées, tandis qu’aucun préléevement n’a été effectué chez les enfants de moins de 10 ans

(0,00 %). (Figurell).
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Figure 11. Répartition des prélévements selon 1’age

L’analyse de la répartition des prélévements selon la tranche d’age montre une nette
prédominance des cas chez les patients agés de plus de 60 ans. Ce résultat peut étre expliqué par
plusieurs facteurs. D’une part, les sujets agés présentent souvent un systéme immunitaire affaibli,
les rendant plus vulnérables aux infections nosocomiales (Fulop et al., 2018). D’autre part, cette
population est plus fréquemment hospitalisée pour des pathologies chroniques ou des interventions
chirurgicales majeures, augmentant leur exposition aux soins invasifs comme les cathéters, sondes

urinaires ou ventilateurs, qui sont des vecteurs potentiels d’infections (Magill et al., 2018).

Les résultats concordent avec les données de la littérature. Une étude multicentrique menée
en Europe a révélé que I’incidence des infections associ€es aux soins augmente significativement
avec 1’age, particuliérement apres 60 ans (ECDC, 2023). De plus, les personnes &gées sont souvent
polymédiquées, ce qui peut perturber leur microbiote et favoriser 1I’émergence d’agents pathogenes
opportunistes (O’Toole et Jeffery, 2015).

Le faible taux d’infections dans les tranches d’age plus jeunes peut s’expliquer par une
meilleure immunocompétence, un moindre recours aux soins hospitaliers prolongés et un moindre

usage de dispositifs invasifs.
111.1.3 Répartition des cas positifs selon le sexe

Les 107 cas positifs d’IN que nous avons recensé comprenaient 36 cas de sexe féminin et 71

cas de sexe masculin (Figurel?2).
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Figure 12.Répartition des cas positifs selon le sexe.

Parmi les 107 cas positifs d’infections nosocomiales (IN) identifiés dans notre étude, 71
concernaient des hommes, contre 36 femmes, soit une prédominance masculine de 66,4 %. Cette

tendance peut s’expliquer par plusieurs facteurs cliniques et contextuels.

En effet, dans les services ou notre enquéte a été menée (néphrologie, urologie,
hémodialyse), la prédominance masculine peut refléter la distribution réelle des patients
hospitalisés, notamment en urologie, ou certaines pathologies telles que 1’hypertrophie bénigne de
la prostate ou les lithiases urinaires sont plus fréquentes chez ’homme. De plus, 1’utilisation de
dispositifs invasifs (sondes JJ, cathéters urinaires, fistules pour hémodialyse) est souvent plus
prolongée chez les hommes dans ces spécialités, ce qui peut contribuer a un risque infectieux accru
(Nicolle et al., 2022).

Notre constat rejoint d’autres études régionales ou spécialisées montrant une prévalence plus
élevée d’IN chez les patients de sexe masculin, notamment en lien avec des facteurs tels que la

comorbidité, I’age avancé, et la durée d’hospitalisation (Magill et al., 2023).

Cependant, cette tendance n’est pas universelle Sanoussi et al. (2001), dans une étude
menée au Niger sur 122 cas, ont observé une prédominance féminine, avec 66 femmes contre 56
hommes. Cette variation peut étre liée aux différences démographiques, aux habitudes de soins, a la
population étudiée ou au type de service concerné. Par exemple, dans les services de gynécologie-
obstétrique ou de médecine genérale, plusieurs études rapportent une vulnérabilité accrue chez la
femme, notamment en raison de I’anatomie urogénitale qui facilite les infections urinaires

ascendantes (Rowe et al., 2021).
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Ainsi, la répartition sexuée des IN semble contextuelle, influencée par la nature des
pathologies prises en charge, les actes invasifs pratiqués, et la population hospitaliere ciblée. Cela
souligne I’importance d’adapter les stratégies de prévention et de surveillance aux spécificités de

chaque groupe de patients, en intégrant des données épidémiologiques locales.
111.1.4 Selon les différents services

La prévalence des patients a été plus élevée chez le service néphrologie avec un taux de 67%
viennent ensuite le service d’urologie avec un taux de 29 %, tandis que les infections ont été faibles

dans le service d’Hémodialyse avec une fréquence de 4 %(Figure 13).

80
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urologie Nephrologie hemodyalise
Service

Figure 13.Répartition des patients selon les différents services.

Les patients en néphrologie présentent souvent des affections chroniques (comme
I’insuffisance rénale aigu€ ou chronique) nécessitant des hospitalisations prolongées, des
traitements immunosuppresseurs, ainsi que 1’utilisation fréquente de dispositifs invasifs tels que les
cathéters veineux centraux, favorisant ainsi le risque d’infection nosocomiale. Plusieurs études
confirment que les patients atteints de pathologies rénales sont particulierement vulnérables aux
infections associées aux soins, notamment en raison de leur état immunitaire altéré et de

I’exposition répétée aux actes techniques (De Rosa et al., 2022 ).

Dans le service d’urologie, bien que le taux d’infection soit moins élevé (29 %), la
manipulation fréquente des voies urinaires (pose de sondes vésicales, sondes JJ, interventions
endoscopiques) reste un facteur de risque non négligeable. Ces dispositifs sont souvent impliqués
dans des infections urinaires nosocomiales compliquées, principalement causées par des

entérobactéries résistantes (Saint et al., 2019).
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A Tlinverse, la fréquence plus faible des infections signalées dans le service d’hémodialyse
(4 %) pourrait s’expliquer par plusieurs hypothéses : un nombre réduit d’hospitalisations longues,
un encadrement rigoureux du protocole d’asepsie lors des séances de dialyse, et une prise en charge
ambulatoire plus fréquente des patients. Toutefois, il ne faut pas sous-estimer le risque infectieux
dans cette population : des études soulignent que les patients hémodialysés, bien qu’en grande
partie suivis en externe, sont a risque ¢levé d’infections bactériennes séveres en raison de

I’utilisation réguliére de fistules artérioveineuses ou de cathéters tunélisés (Hassan et al., 2021).

En somme, ces résultats soulignent I’importance de stratégies de prévention ciblées selon les
services, en particulier en néphrologie ou les taux d’infection restent préoccupants. Il est
recommandé de renforcer les mesures d’hygiene, de limiter 1’utilisation des dispositifs invasifs au
strict nécessaire et de privilégier une surveillance microbiologique réguliére pour réduire

I’incidence des infections associées aux soins.

111.1.5 Selon le type de prélevement

L’étude a permis d’analyser un total de 208 prélévements issus de différentes sources
cliniques, répartis entre liquides biologiques (urines, pus, sang) et dispositifs médicaux (sonde JJ et
cathéters). Cette répartition a permis de comparer la fréquence des infections selon 1’origine du

prélevement (Tableau I11).

Tableau I11. Répartition des prélevements selon le type et taux de positivité

Type de Nombre total Nombre de Taux de positivité
prélevement prélevements (%)
positifs

Urines 107 46 43.0 %

Pus 17 14 82.4 %

Sang 44 20 45.5 %

Sonde JJ 20 12 60.0 %

Cathéters 20 15 75.0 %
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Parmi les 107 prélevements urinaires, 46 se sont révélés positifs, soit un taux de positivité de
43 %. Ce taux reste éleve, soulignant la fréquence des infections urinaires nosocomiales, en
particulier chez les patients sondés. La présence de sondes JJ a renforcé ce constat, avec 12
prélevements positifs sur 20 (60 %), ce qui confirme leur r6le dans la colonisation ascendante du
tractus urinaire. Ces observations concordent avec les travaux de Saint et al. (2019), qui ont

démontré une forte association entre les dispositifs urinaires et I’augmentation du risque infectieux.

Les 14 prélévements de pus ont montré un taux de positivité de 82,4 %, ce qui témoigne de
la spécificité de ce type d’échantillon dans la détection d’infections localisées. Un tel taux est
attendu dans les contextes cliniques ou I’infection est manifeste, et il renforce 1’intérét diagnostique
de ce prélévement en cas de suspicion d’abcés, d’infections cutanées ou post-chirurgicales

(Weiner-Lastinger et al., 2020).

Concernant les 44 hémocultures, 20 se sont révélées positives, soit 45,5 %, ce qui représente
une proportion significative de bactériémies nosocomiales. Ce résultat souligne la gravité de ce type
d’infection, souvent li¢ a des dispositifs intravasculaires ou a la diffusion secondaire a partir d’un
foyer infectieux primaire. La littérature actuelle (WHO, 2023) considere les bactériémies associées
aux soins comme une priorité en matiere de prévention des infections hospitaliéres. Les cathéters
ont présenté un taux de positivité de 75 % (15 cas sur 20), soit le plus élevé de tous les types de
prélévements analysés. Ce résultat met en évidence leur implication majeure dans la survenue des
infections nosocomiales, notamment en cas de mauvaise manipulation ou de durée de pose
prolongée. Comme le souligne Kourtis et al. (2019), les infections liées aux dispositifs invasifs

constituent I’'un des défis majeurs pour les équipes de prévention des infections hospitalieres.

Cette répartition montre que les dispositifs médicaux, en particulier les cathéters et sondes
JJ, sont associés a une forte prévalence de positivité bactérienne, dépassant méme celle des liquides
biologiques. Ces résultats soulignent la nécessit¢ d’un encadrement rigoureux de [’usage des
dispositifs invasifs, associé a des protocoles de soins standardisés et a une surveillance

microbiologique active afin de limiter I’incidence des infections nosocomiales.

40



Chapitre III Résultats et discussion

I11.2 Résultats de ’examen cytologique

111.2 .1 Etat frais

L'examen a I'état frais révele la présence de globules rouges visibles dans I'échantillon d'urine

(Figure 14).
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Figure 14. Observation microscopique a I'état frais : Présence de
globules rouges dans un échantillon d'urine.

111.2.2 Coloration au bleu de méthylene
L’observation de frottis colorés au bleu de méthyléne a permis de mettre en évidence la

présence de leucocytes (Figurel5)

- —

Figure 15. Observation des leucocytes sur frottis colorés au bleu de méthylene.

I11.3 Résultats de ’identification des germes

Apres incubations, les isolats bactériens ont montré divers aspects culturaux. Des espéces

différentes forment des colonies caractéristiques. La forme, la taille, I’aspect, la couleur des

colonies et parfois méme I’odeur peuvent nous orienter vers un groupe déterminé de bactéries.
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L’aspect des colonies caractéristiques observées sur différents milieux de culture sont :

Les colonies grosses, envahissant la surface de la gélose en ondes concentriques sur GN ou
HK sont suspectées d’étre Proteus spp. Cette propriété est liée a la mobilité exceptionnelle que lui

conférent plusieurs centaines de flagelles.

Lorsqu'une colonie présente une pigmentation jaune dorée, une surface lisse, une forme
bombée et une taille variable, tout en dégradant le mannitol sur milieu Chapman, elle est suspectée
d’étre Staphylococcus aureus. En revanche, les colonies blanches sont généralement considérées
comme des staphylocoques a coagulase négative. De plus, toute colonie colorée en orange, vert ou
noir sur les milieux Hektoen est suspectée d’étre soit une entérobactérie, soit Pseudomonas

aeruginosa.
I11.3.1 Résultats de I’examen macroscopique

+ Escherichia coli

La lecture des prélevements a démontré la présence de colonies caractéristiques
d’Escherichia coli Sur Hektoen décrites comme suit : Colonies arrondie, lisses a bords réguliers de
2 a3 mm de diamétre, d’une couleur jaune souvent et un virage coloré du milieu vers I’orange,

lisses, brillantes avec un aspect (Euf sur plat (Figurel6).

Figure 16.Colonies d‘E.coli, & gauche sur Hektoen.
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+ Klebsiella pneumoniae

La lecture des prélevements a démontré la présence de colonies caractéristiques de Klebsiella

pneumoniae décrites comme suit :

» Sur Hektoen : Colonies de couleur jaunes orangées muqueuses, larges, bombées et
luisantes, ne provoquent généralement pas dhémolyse ni ne dégagent d'odeur
caractéristique (Figurel?).

» Sur GN : Les observations des boites incubées montrent qu’il y a des colonies muqueuses

de 3-4 mm de diametre avec une tendance a la confluence (Figurel7).

Figure 17.Colonies de Klebsiella pneumoniae a) sur gélose au sang, b) sur GN.
<+ Pseudomonas aeruginosa

La lecture des prélévements a démontré la présence de colonies de Pseudomonas aeruginosa

décrites comme suit :

> Des colonies verdatres sur le milieu Hektoen a bord irrégulier, rugueuses, bombées
présentant des reflets métalliques (Figure 18).

» Sur gélose au sang cuit et frais : les colonies sont larges, rugueuses avec un centre plus
bombé et un bord irrégulier (Figure 18).

» Odeur : Caractéristique dite la sergina (senteur d’une fleur, le jasmin).
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Figure 18. Colonies de Pseudomonas aeruginosa, a) sur Hektoen, b) sur GS cuit cuit c)
sur GS frais.

4+ Proteus mirabilis

La lecture des prélevements a démontré la présence de colonies caractéristiques de Proteus

mirabilis décrites comme suit :

» Sur GN : Colonies de 2-3mm de diameétre entourées de plusieurs vagues apparaissent en
forme des vagues concentrique, envahissant la gélose, lisses et arrondies a bords régulier
(Figure 20).

» Sur gélose au sang : Colonies grosses, non hémolytiques, diffusent sur le milieu en

formant des vagues (Figure 19).

Figure 19.Proteus mirabilis, a) sur GN b) sur GS.
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< Staphylococcus aureus

L’observation macroscopique des prélévements démontre la présence de colonies
caractéristiques de Staphylococcus aureus decrite sur Chapman comme suit : Colonies jaunes,

faisant virer au jaune, d0 a la fermentation du mannitol (Figure 20).

Figure 20. Aspect des colonies de Staphylococcus aureus sur milieu
Chapman.

I11.3.2 Résultats de I’examen microscopique

L’examen microscopique (apres coloration de Gram) a été fait pour tous les milieux positifs.
Les résultats de coloration représentés par 61% (n = 65) du total des isolats sont des bactéries a
Gram negatif, alors que 39% (n = 41) sont des bactéries & Gram positif (Figure21).

Coloration de Gram(GX 100)

B GRAM +

B GRAM -

Figure 21.Réparations des résultats selon la coloration de Gram.
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Les cultures bactériennes positives ont révelé une prédominance des germes & Gram négatif
par rapport aux germes a gram positifs. Ces résultats montrent que les germes gram négatifs ont été

la cause de la plupart des infections nosocomiales (Figure22).

Figure 22.Résultats de coloration de Gram : a) bacilles a Gram positif,
b) Coccia Gram  positif, Cocci gram négatif.

I11.3.3 Résultats des tests d’orientation
¢ Tests de catalase et d’oxydase
Les résultats des tests de catalase et d'oxydase sont présentés dans le (Tableau 1V).

e Test de catalase positif : 94

o Test d'oxydase positif : 59

Tableau 1V. Résultats des tests positifs de catalase et d’oxydase.

Test catalase positifs Test oxydase positifs

Nombre 94 59

Photos originales
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% Test de coagulase

Les résultats du test de coagulase montrent 15 coagulase positifs et 16 coagulase négatifs,
comme indiqué dans le (TableauV).

Tableau V. Les résultats du test de coagulase positifs et Coagulase négatifs.

Coagulase positifs Coagulase négatifs

Nombre 15 16

iy  H W

I11.3.4 Résultats de I’identification par galerie API

L’identification par galerie API 20E et API 10S a révélé la présence de souches appartenant a la
famille des Enterobacteriaceae et d’autres bacilles négatif non entérobactéries telles les

Pseudomonas.

L’interprétation des résultats obtenus par les systémes API 20E et API 10S était faite a 1’aide du

logiciel d’identification Excel.

Les especes bactériennes identifiées par les APl systéemes sont démontrées dans les figures ci-
dessus :

Figure 23. Résultats de I’identification biochimique d’E. coli.
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Figure 24 Résultats de I’identification biochimique de Proteus mirabilis.

Figure 25.Résultats de I’identification biochimique de Klebsiella pneumoniae.

111.3.5 Répartition des résultats selon la nature du germe

Sur les 107 prélevements positifs au cours des quatre mois de stage E. coli était 1’espece
bactérienne la plus fréquemment isolée avec (24.5%) de I’ensemble des especes étudiées suivies de
Staphylococcus a coagulase négative représentant 15% des isolats, et suivie Staphylococcus aureus
(14%) et suivie Enterobacter sp et Klebsiella pneumonie avec un taux (11.2 %) , Enterococcus
feacalis (8.4%),et Pseudomonas aeruginosa (7.4%).morganella morganii (2.8%) , Proteus mirabilis
et Acinitobacter boumanii (0.9%) et autre bactéries (3.7 %) (Figure26).
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Figure 26.Répartition des résultats selon la nature du germe

111.4 Antibiorésistance

111.4.1 chez Escherichia coli

Un total de 26 souches d’E. coli ont été isolées. L’analyse des profils de sensibilité montre
que la majorité des souches ont présenté une forte sensibilité vis-a-vis de 1I’'Imipéneme (IMP) avec
un taux de 85,7 %, suivi de la Gentamicine (GM), de I’Amikacine (AN), de la Ciprofloxacine
(CIP), de la Céfotaxime (CTX), et du Ceftazidime (CAZ), qui affichent chacune un taux de
sensibilité de 78,6 %. De plus, 71,4 % des souches se sont montrées sensibles & la Fosfomycine
(FOX), la Meéropénéme (MRP), et la Tobramycine (TM), tandis que Ila
Triméthoprime+Sulfamethazole (SXT) a présenté une sensibilité de 64,3% (Figure 27).
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Figure 27.Résultats de 1I’é¢tude de I’antibiorésistance des souches d’E. coli.
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En revanche, une résistance notable a été observée vis-a-vis de I’Amoxicilline (AMP) avec
64,3 % de souches résistantes, et surtout de 1’Amoxicilline-acide clavulanique (AMC) a laquelle
toutes les souches étaient resistantes (100 %). Cette derniére donnée est cohérente avec les travaux
de (Kashef ,2010 en Iran et Kothari ,2008) en Inde, qui ont également mis en évidence une
résistance importante & I’AMC. Concernant les BLSE, quatre souches (soit 15,4 %) ont été
identifiées comme productrices de PB-lactamases a spectre étendu. Celles-ci se sont réveélées
résistantes a ’AX, au COT, au CTX, et a la CIP, tout en restant sensibles au CL et a I’ampicilline.
Les autres souches non-BLSE se sont révélées sensibles a la majorité des antibiotiques testés, a

I’exception de I’AX.

La résistance élevée a I’AMC (100 %) dans notre série pourrait étre expliquée par 1'usage
excessif et parfois inapproprié de cette molécule dans les pratiqgues médicales, tant en milieu
hospitalier que communautaire, comme le suggérent Baouta (2001) et d’autres auteurs. En
revanche, la forte sensibilité a 1’Amikacine (AN) et a I'Imipénéme (IMP) rejoint les résultats
rapportés par Kothari (2008) et Kashef (2010), confirmant ainsi ’efficacité persistante de ces
molécules dans la prise en charge des infections urinaires et nosocomiales a E. coli. L’identification
de 4 souches BLSE+ est un signal d’alerte, car ces souches sont souvent impliquées dans des

infections nosocomiales séveres et limitent considérablement les options thérapeutiques disponibles.
111.4.2 Chez klebsiella pneumoniae

Douze souches de Klebsiella pneumoniae ont été isolées. L’analyse de leur profil de
sensibilité aux antibiotiques montre une résistance ¢levée a I’ampicilline (AMP), a I’amoxicilline-
acide clavulanique (AMC), a la cefazoline (CZ) et a la cefoxitine (FOX), avec 80 a 90 % des
souches résistantes. Ces résultats traduisent une faible efficacité de ces antibiotiques sur les

entérobactéries productrices de p-lactamases.

L’imipénéme (IMP) s’est révélé étre I’antibiotique le plus efficace, avec un taux de
sensibilité¢ de 100 %, suivi de la ceftriaxone (CTX) (70 %), de la ciprofloxacine (CIP) (90 %) et du
cotrimoxazole (COT) (60 %). Des sensibilités intermédiaires ont été¢ notées pour la gentamicine
(GM) (70 %), la tobramycine (TM) (60 %), Triméthoprime+Sulfamethazole (SXT) (60 %) et la
clindamycine (CL) (60 %). L’amikacine (AN) présente une efficacité modérée avec 60 % de

souches sensibles.
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Deux souches ont été identifiées comme productrices de B-lactamases a spectre étendu
(BLSE), ce qui limite fortement I’efficacité des céphalosporines de troisiéme génération, comme
observe avec la forte résistance a la ceftriaxone (30 % de souches résistantes). Une seule souche
multirésistante a été deétectée, avec une résistance simultanée a plusieurs familles d’antibiotiques, y

compris les fluoroquinolones, les aminoglycosides et les B-lactamines.

La résistance marquée a 1’ampicilline (90 %) est attendue chez K. pneumoniae, en raison de
la production naturelle de B-lactamases. L’inefficacit¢ de I’amoxicilline-acide clavulanique (90 %
de résistance) et de la cefazoline (80 %) suggere également la présence d’enzymes hydrolysant les

cephalosporines de premiére génération.

La sensibilité¢ universelle a I’'imipénéme (IMP) est conforme a son role de dernier recours
face aux entérobactéries multirésistantes. Toutefois, cette efficacité doit inciter a une utilisation
prudente afin d’éviter I’émergence de souches résistantes aux carbapénémes. La présence de deux
souches BLSE souligne I’importance d’un dépistage systématique en milieu hospitalier pour limiter
la dissémination de telles souches, souvent impliquées dans des infections nosocomiales graves
(Figure 28).
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Figure 28.Résultats de 1’étude de 1’antibiorésistance des souches de K. pneumoniae.

La souche multirésistante isolée constitue un signal d’alarme. Sa capacité a résister a
plusieurs classes d’antibiotiques, y compris les aminoglycosides et les fluoroquinolones, rend son
traitement particulierement complexe. Ce phénoméne a été largement rapporté dans la littérature
récente, notamment dans les services de réanimation et d’urologie, ou I’usage intensif des

antibiotiques favorise I’émergence de souches hautement résistantes (Tzouvelekis et al., 2012).
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111.4.3 Antibiorésistance chez Enterobacter sp

Dans notre étude, 11 souches d’Enterobacter sp ont été isolées. L’analyse de leur profil de
sensibilité aux antibiotiques a révél¢ un taux de résistance particuliérement élevé a 1’amoxicilline-
acide clavulanique (AMC) (70 %) et a I’ampicilline (AMP) (60 %). La céfazoline (CZ) a montré
également un taux de résistance élevé (60 %). En revanche, les carbapénemes (imipénéme (IMP) et
méropéneme (MRP)) ont présenté une excellente activité avec 90 % de sensibilité pour chaque

molécule.

Parmi les aminoglycosides, la gentamicine (GM) a montré une sensibilité de 70 %, tandis
que I’amikacine (AN) a atteint 80 %. En ce qui concerne les fluoroquinolones, la ciprofloxacine
(CIP) a présenté une sensibilité de 80 %, tandis que la cotrimoxazole (COT) et la ceftriaxone (CTX)
ont montré une sensibilité modérée (40 %). Une seule souche (9,1 %) a été identifiée comme
productrice de BLSE (Figure29).
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Figure 29. Antibiorésistance chez Enterobacter sp.

Les Enterobacter sp sont des bacilles a Gram négatif opportunistes fréquemment impliqués
dans les infections nosocomiales, en particulier chez les patients immunodéprimés ou hospitalisés
sur de longues périodes. La résistance observée a I’ampicilline et a I’amoxicilline-acide
clavulanique est attendue, car ces bactéries produisent naturellement des béta-lactamases

chromosomiques de type AmpC (Jacoby, 2009).
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La faible prévalence des souches BLSE dans notre série (9,1 %) contraste avec certaines
études réalisées dans des contextes hospitaliers similaires, ou les taux peuvent dépasser 20 %
(Shaikh et al., 2015). Néanmoins, la persistance de 1’activité des carbapénémes (90 % de
sensibilité¢) reste rassurante, bien qu’elle souligne la nécessit¢ d’en limiter 1’usage pour éviter

I’émergence de souches carbapénémase-productrices (Tzouvelekis et al., 2012).

Les bons taux de sensibilité a ’amikacine, a la ciprofloxacine et a la gentamicine sont cohérents
avec les résultats d’autres études menées dans des unités de soins intensifs (Mezzatesta et al.,

2012). Néanmoins, la vigilance reste de mise face a une évolution rapide des profils de résistance.
111.4.4 Chez Entercoccus faecalis

09 souches d’Enterococcus faecalis ont été isolées. Les antibiotiques les plus efficaces étaient
I’ampicilline (AMP), la fosfomycine (FT) et la teicoplanine (TM), avec des taux de sensibilité
respectifs de 77,8 %, 77,8 % et 66,7 %. La gentamicine (GM) a montré une efficacité plus modérée
(55,6 %), tandis que I’imipénéme (IMP), la vancomycine (VA) et la pristinamycine (PT) ont tous

présenté 33,4 % de souches sensibles.

La résistance la plus marquée a été observée envers 1I’érythromycine (E), avec 87,5 % de
souches résistantes, suivie de la 1évofloxacine (LEV) et de la clindamycine (CL), toutes deux a 77,8
% de résistance. La ciprofloxacine (CIP) a montré un profil plus équilibré avec 55,6 % de souches

sensibles (Figure 30).
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Figure 30. Antibiorésistance chez Entercoccus faecalis.
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Enterococcus faecalis est une bactérie commensale du tractus gastro-intestinal humain, mais
elle devient pathogéne opportuniste dans le contexte hospitalier, surtout chez les patients
immunodéprimés ou porteurs de dispositifs médicaux invasifs. Sa capacité a résister a de nombreux

antibiotiques en fait un pathogene nosocomial préoccupant (Arias et Murray, 2012).

Les bons taux de sensibilit¢ a ’ampicilline et a la fosfomycine observés dans notre étude
sont encourageants. L’ampicilline reste 1'un des traitements de premiére intention pour les
infections entérococciques, sauf en cas de résistance acquise par mutation des protéines fixant la
pénicilline (Hollenbeck et Rice, 2012). La fosfomycine, souvent réservée aux infections urinaires,

semble garder une bonne activité sur les souches étudiées.

En revanche, la résistance tres élevée a I’érythromycine (87,5 %) est cohérente avec d’autres
études, qui rapportent une diffusion importante des génes de résistance de type ERM chez les
entérocoques (Portillo et al., 2000). Les fortes résistances a la vancomycine et a I’imipénéme sont
inquiétantes, en particulier pour la vancomycine, qui représente un pilier thérapeutique dans les
infections graves a entérocoques. Bien que notre échantillon montre une résistance a 66,6 %, des

souches dites VRE sont de plus en plus signalées dans les hépitaux (Cetinkaya et al., 2000).

Les fluoroquinolones (CIP et LEV) ont montré une efficacité intermédiaire, ce qui pourrait

refléter leur usage fréquent en milieu hospitalier, favorisant la sélection de souches résistantes.
111.4.5 Chez Providencia rettgeri

Une seule souche de Providencia rettgeri a été isolée. Elle est résistante a la clindamycine (CL), au
cotrimoxazole (COT) et a la ceftriaxone (CTX), mais sensible a I’ampicilline, a la cefuroxime (CR)

et & la ciprofloxacine (CIP).

Providencia rettgeri, bien que moins fréquente, est reconnue pour son potentiel de résistance,
notamment en réanimation et chez les patients porteurs de dispositifs invasifs (O’Hara et al.,
2000). Le profil observé suggere une résistance acquise non-enzymatique, probablement via des

mécanismes d’efflux ou de perméabilité réduite.
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111.4.6 Chez Morganella morganii

Trois souches de Morganella morganii ont été isolées. Elles sont toutes résistantes a la
clindamycine (CL) et a I’amoxicilline (AX), mais sensibles a la ceftriaxone (CTX), a I’ertapénéme

(ETP), au cotrimoxazole (COT), a la ciprofloxacine (CIP), a ’ampicilline et au test E-test.

Morganella morganii est naturellement résistante a plusieurs antibiotiques, notamment les
colistines et certains béta-lactamines (Liu et al., 2020). Le profil observé dans cette étude reste
modéré, avec une sensibilité conservée aux antibiotiques de dernier recours, ce qui est encourageant

dans un contexte de surveillance nosocomiale (Mosaffa et al., 2024).
111.4.7 Chez Staphylococcus aureus

Au total, 15 souches de Staphylococcus aureus ont été isolées dans le cadre de cette étude.
L’analyse des profils de sensibilité a révélé une résistance importante a plusieurs antibiotiques,
notamment a la pénicilline G (PN) avec 62,5 % de souches résistantes, ce qui reste cohérent avec la

production fréquente de pénicillinases par cette espéce.

Un ¢élément particuliérement préoccupant est 1’identification de trois souches de SARM, soit 20
% des souches isolées. Ces souches ont été détectées grace a une résistance totale a 1’oxacilline
(OX), soulignant leur potentiel épidémique en milieu hospitalier et la nécessité d’un suivi

rigoureux.

Parmi les autres antibiotiques testés, une bonne sensibilité a été observée a la gentamicine
(GM), a la ciprofloxacine (CIP) et a la fosfomycine (FOS), avec 75 % de souches sensibles.
L’amikacine (AN), I’érythromycine(E), la clindamycine (CL), la Iévofloxacine (LEV), la
rifampicine (RA) et la fosfomycine (FOS) ont affiché chacun 62,5 % de sensibilité, tandis que la
vancomycine (VA) reste une option efficace avec 75 % de souches sensibles, ce qui confirme son
importance en traitement de secours, notamment pour les infections a SARM (Figure31).
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Figure 31.Antibiorésistance chez Staphylococcus aureus.

Ces données rejoignent celles rapportées par (Derouiche et al., 2016 et Boukhatem et
al.,2020), qui signalent une augmentation notable des souches de SARM dans les établissements de
santé algériens, principalement dans les services a risque comme la réanimation ou la chirurgie.
Cela met en évidence I’importance de la surveillance microbiologique et de I'usage raisonné des

antibiotiques afin de limiter I’émergence de ces bactéries multirésistantes.
111.4.8 Chez Staphylococcus a coagulase negatifs

Au total, 16 souches de Staphylococcus a coagulase négative ont été isolées. L’analyse des
profils de sensibilité montre une résistance marquée a la pénicilline G (90 %) et a 1’érythromycine
(70 %), traduisant la production fréquente de pénicillinases et de mécanismes de résistance aux

macrolides chez ces espéces.

La clindamycine (CL) conserve une bonne efficacité avec 60 % de souches sensibles. La
vancomycine (non représentée sur le graphique) reste globalement active, comme attendu, bien
qu’aucun test de CMI n’ait été effectué¢ pour confirmer la sensibilit¢é dans notre série. La
gentamicine (GM) et la ciprofloxacine (CIP) présentent des sensibilités respectives de 50 % et

60 %, ce qui confirme une certaine variabilité phénotypique selon les especes de SCN.
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Parmi ces 16 souches, 5 ont été identifiées comme porteuses du gene mecA, conférant une
résistance a la méthicilline. Ces souches de Staphylococcus a coagulase négative sont fréqguemment
associées a une résistance croisée a plusieurs autres familles d’antibiotiques, telles que les
aminosides, les fluoroquinolones et les macrolides, ce qui complique leur prise en charge

thérapeutique (Figure 32).
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Figure 32. Antibiorésistance chez Staphylococcus a coagulase négatifs

Les Staphylococcus a coagulase négative (SCN) étaient autrefois considérés comme de
simples contaminants cutanés. Toutefois, ils sont aujourd’hui reconnus comme des agents
pathogenes opportunistes majeurs, en particulier dans les infections nosocomiales liées aux

dispositifs médicaux tels que les cathéters, sondes et implants (Becker et al., 2014 ; Becker, 2023).

Dans notre étude, 16 souches de SCN ont été isolées, parmi lesquelles 5 souches (31,25 %)
étaient résistantes a la méthicilline. Cette résistance est principalement due a 1’acquisition du gene
mecA, codant pour une protéine de liaison aux pénicillines altérée (PBP2a), qui rend inefficaces la

majorité des B-lactamines, y compris les pénicillines et les céphalosporines (Lee et al., 2022).

Cette proportion relativement élevée est préoccupante, car les SCN résistants a la
méthicilline (MRSCN) sont souvent associés a une multirésistance a d’autres familles
d’antibiotiques, telles que les aminosides, les fluoroquinolones et les macrolides (Koksal et al.,
2009 ; Becker, 2023). Cette multirésistance complique considérablement la prise en charge

thérapeutique, surtout chez les patients immunodéprimés ou porteurs de dispositifs invasifs.
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Ces résultats mettent en évidence la nécessité de renforcer la surveillance microbiologique,
de promouvoir une utilisation raisonnée des antibiotiques, et d’appliquer rigoureusement les
mesures de prévention des infections nosocomiales, notamment dans les services a haut risque

comme la réanimation ou la néphrologie (Tacconelli et al., 2023 ; WHO, 2022).
111.4.8 Chez Pseudomonas aeruginosa

Sur les 8 souches de Pseudomonas aeruginosa isolées, les taux de résistance les plus éleveés
ont été observés pour la ticarcilline (TC), ’aztréonam (ATM), la pipéracilline (PIP), la ceftazidime
(CZ) et ’amikacine (AN), avec une résistance allant de 75 % a 87,5 %. L’imipénéme (IMP) a
montré une sensibilité modérée avec 25 % des souches sensibles, tandis que la gentamicine (GM) et
la tobramycine(TM) ont affiché une sensibilité respectivement de 25 % et 37,5 %. Les
fluoroquinolones telles que la ciprofloxacine (CIP) et la lévofloxacine (LEV) ont montré une
sensibilité intermédiaire avec respectivement 50 % et 62,5 % de souches sensibles (Figure33).
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Figure 33. Antibiorésistance chez Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie opportuniste notoire, fréguemment impliquée
dans les infections nosocomiales graves, notamment chez les patients immunodéprimés ou
hospitalisés en unités de soins intensifs. Elle se distingue par sa remarquable capacité a développer
des mécanismes de résistance intrinseques et acquis, rendant son traitement particulierement

complexe (Lister et al., 2022).

Dans notre etude, la majorité des souches de P. aeruginosa présentaient un profil de
multirésistance, en particulier vis-a-vis des p-lactamines classiques telles que la ticarcilline, la
pipéracilline et la ceftazidime. Ce profil concorde avec les observations rapportées dans la

littérature, qui soulignent la capacité de cette espéce a activer plusieurs mécanismes de résistance,
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notamment la production de B-lactamases (AmpC ou carbapénémases), la perte de porines comme
OprD, et I’activation des pompes d’efflux telles que MexAB-OprM (Poole, 2011 ; Lister et al.,
2022).

La résistance ¢élevée a ’amikacine (87,5 %) observée dans notre série est particuliérement
préoccupante, d’autant plus que cet antibiotique est couramment utilisé en association dans la prise
en charge des infections sévéres. En revanche, une sensibilité partielle a la Iévofloxacine (62,5 %) et
a la ciprofloxacine (50 %) pourrait encore permettre leur utilisation dans certaines situations

cliniques, a condition d’une surveillance microbiologique rigoureuse.

La faible sensibilité¢ a I’imipénéme (25 %) refléte une perte progressive de I’efficacité des
carbapénemes, un phénomeéne largement documenté dans les milieux hospitaliers et souvent lié a
I’émergence de carbapénémases de type VIM, IMP ou NDM (Meletis, 2016 ; Tacconelli et al.,
2023).

Ces résultats soulignent la nécessité de renforcer les mesures de prévention de la
transmission croisée, d’améliorer la gestion de 1’antibiothérapie empirique et de promouvoir une
surveillance microbiologique continue pour limiter la dissémination de souches de P. aeruginosa

multi-résistantes.
+ Répartition des souches SARM selon ’espéce et le type de prélévement

Dans cette étude, 15 souches de Staphylococcus aureus ont été isolées, dont 3 étaient
résistantes a la méthicilline (SARM), représentant une prévalence de 20 %. Plus précisément, une
souche SARM a été retrouvée dans un prélévement urinaire et une autre sur un cathéter, ce qui
confirme la capacité de S. aureus a coloniser divers sites et a provoquer des infections nosocomiales

variées (Tableau VI).

Les infections urinaires a SARM, bien que moins fréquentes que celles a bacilles Gram négatif,
restent cliniquement significatives, surtout chez les patients sondés (David et Daum, 2017). La
présence sur cathéter refléte un risque élevé de bactériémie associée aux dispositifs intravasculaires,

nécessitant des mesures strictes de prévention (Kourtis et al., 2019).
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Tableau V1. Répartition des souches des souches SARM selon 1’espéce et le type de prélévement.

Espece Nombre total Nombre de SARM | Types de
prélevements (n)

Staphylococcus 15 3 (20 %) Urine (2), Cathéter

aureus (1)

Staphylococcus 16 5 (31,25 %) Urine (1), Pus (3),

coagulase négatifs Cathéter (1)

Parmi les 16 souches de Staphylococcus coagulase négatif (SCN) isolées, 5 étaient SARM,
soit 31,25 %. Leur répartition par type de prélevement était la suivante : une souche urinaire, trois
souches a partir de pus, et une souche sur cathéter. Les SCN sont des pathogenes opportunistes
fréquemment impliqués dans les infections de plaies, d’abcés et de dispositifs médicaux. Leur
multirésistance, notamment aux béta-lactamines, complique la prise en charge thérapeutique et
impose souvent 1’utilisation de molécules de réserve comme la vancomycine (Becker et al., 2014 ;

Otto, 2013).

La détection des SARM dans les prélevements de pus, en particulier, indique un risque accru
d’infections cutanées et des tissus mous difficiles a traiter, souvent prolongées et nécessitant une
prise en charge adaptée. De méme, la présence de SARM dans les prélévements urinaires et de
cathéters met en évidence 1’importance d’une hygi¢ne rigoureuse et d’une surveillance continue

pour prévenir la dissémination nosocomiale.

Ces résultats traduisent la pression antibiotique exercée en milieu hospitalier, favorisant la
sélection de souches résistantes et limitant ainsi les options thérapeutiques. Ils sont en accord avec
les rapports récents de ’OMS (2023), qui considérent le SARM parmi les priorités majeures de
santé publigue mondiale, nécessitant des stratégies robustes d’antibiogouvernance et de prévention

des infections.

 Résultats de tests complémentaires Test de synergie (BLSE)

L’image de synergie « Bouchon de champagne », résultant d’une interaction positive entre
les deux antibiotiques (CTX-AMC), a éte observee chez deux souches d'E. coli, comme I’illustre la
(Figure34).
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Figure 34. Image de synergie (BLSE) observée chez E.coli.

Nos résultats s’alignent avec ceux du Rapport public annuel (2019), qui indique qu’au sein
des souches d’entérobactéries testées, 15,33 % étaient des productrices de p-lactamases a spectre
étendu (BLSE). Parmi les entérobactéries, Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli sont les deux
espéeces les plus fréquemment porteuses de ce mécanisme de résistance (Jacoby et Munoz-Price,
2005).

Dans notre étude, parmi les 12 souches de Klebsiella pneumoniae isolées, 2 étaient BLSE (16,7
%). Plus précisément, 'une de ces souches provenait d’un prélévement de pus et 1’autre d’un
prélevement de cathéter (Tablau VII). Ces souches expriment des béta-lactamases a spectre étendu
conférant une résistance aux céphalosporines de troisieme génération, limitant ainsi les options
thérapeutiques disponibles. De plus, une souche non classée BLSE présentait un profil
multirésistant, ce qui représente un danger accru, en particulier en contexte hospitalier ou la

transmission croisée peut étre facilitée (Pitout et al., 2015).

Concernant Escherichia coli, sur les 26 souches isolées, 3 étaient BLSE (11,5 %), toutes
issues de préléevements urinaires. Bien que ce taux soit inférieur a celui observé pour K.
pneumoniae, la présence de BLSE chez E. coli reste préoccupante car elle compromet le traitement
empirique classique des infections urinaires nosocomiales (Tacconelli et al., 2018).

Tableau VI1. Répartition des souches bactériennes isolées et leur profil de résistance.

Espéce bactérienne Nombre total de | BLSE Types de

souches prélévements (n)
Klebsiella 12 2 BLSE Pus (1), Cathéter (1)
pneumoniae
Escherichia coli 26 3 BLSE Urine (3)
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Ces résultats traduisent une pression antibiotique significative au sein de I’établissement,
favorisant la sélection de souches résistantes, notamment aux béta-lactamines. La détection de
BLSE, aussi bien dans les prélevements urinaires que sur les dispositifs médicaux comme les
cathéters, confirme la nécessité de renforcer les mesures de prévention des infections nosocomiales,
d’optimiser I’utilisation des antibiotiques (antibiogouvernance) et de mettre en place un systéeme de

surveillance efficace des résistances bactériennes.

Nos observations sont en accord avec les rapports récents de ’OMS (2023), qui classent les
BLSE parmi les menaces les plus sérieuses en matiere de santé publique mondiale, nécessitant une

action urgente en termes de contrdle et de prévention.
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Conclusion

Les infections nosocomiales représentent un enjeu majeur de santé publique, en particulier
dans les milieux hospitaliers ou les patients sont souvent immunodéprimés et exposés a des actes
invasifs. A I’instar des infections du site opératoire, les infections associées aux dispositifs
médicaux comme les cathéters et les sondes double J ou les interventions diagnostiques constituent
des voies d’entrée privilégiées pour des agents pathogénes opportunistes. Ce travail s’inscrit dans
cette problématique en étudiant la prévalence, les caractéristiques épidémiologiques et les profils

bactériens des infections nosocomiales sur une période de trois mois a I’EHS TOT Blida.

Nous avons mené une éetude descriptive et prospective sur un total de 208 prélevements
cliniques, comprenant des liquides biologiques (urines, du pus, des hémocultures), des dispositifs
médicaux (cathéters et des sondes double J), collectés dans les services de néphrologie, urologie et
hémodialyse. Les méthodes utilisées comprenaient des techniques classiques (culture, identification
biochimique par galerie API) et automatisées (systtme VITEK®2), accompagnées

d’antibiogrammes pour déterminer la sensibilité des souches isolées.

L’hémoculture, bien que minoritaire dans nos prélévements, a joué un role essentiel dans la
détection des bactériémies. Gréce au systéme automatisé BactAlert, nous avons pu identifier
précocement les germes responsables, ce qui a permis une orientation rapide et adaptée de

I’antibiothérapie.

Parmi les échantillons analysés, 59,13 % se sont révélés positifs. Les infections urinaires
dominaient (51 %), suivies des infections liées aux dispositifs (20 %), des hémocultures (21 %) et
du pus (8 %). Les pathogenes les plus fréquents étaient Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus (avec 50 % de SARM) et
Enterococcus spp. Ces résultats confirment la prédominance de la flore hospitaliere et endogéne

dans ces infections.

Le profil de résistance observé montre une efficacité réduite des pénicillines, des
céphalosporines de 3° génération et du cotrimoxazole, contrastant avec une bonne activité de
I’imipéneme, de la colistine et de I’amikacine. Ces données renforcent I’importance du recours a

I’antibiogramme pour guider le traitement.
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Conclusion

Nos résultats soulignent I’impact important des dispositifs médicaux comme les cathéters et
sondes JJ dans la genése des infections nosocomiales, et montrent la pertinence des méthodes

utilisées pour en assurer une détection fiable.

Pour renforcer la lutte contre les infections nosocomiales 4 ’EHS TOT de Blida, il serait
pertinent d’envisager la mise en place de mesures ciblées, notamment un systéme de surveillance et
stérilisation  adapté aux services les plus exposés, comme la néphrologie, I’urologie ou

I’hémodialyse.
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Annexe 1

1. Matériel non biologique utilisés

Tableau .Matériel non biologique utiliseés.

Matérielle et appareillage de travail

Milieux de culture

Les réactifs et les colorons

e Deux étuves ’'une de grande
taille

et 'autre de taille moyenne
réglée a 37C°

Réfrigérateur a 4 C° ;

Deux microscopes

Les lames et lamelles

Portoir

Pipette Pasteur

Micropipette

Pince métallique

Tubes a essai stériles

becs de bunsen avec des
conduits de gaz

Anse calibrée

Boites pétries

Becher

Lavabo

Les antibiotiques

Api 20 E

Api 10S

Disques d’antibiotiques

Pied a coulisse

Agitateur "vortex"
Densitométre

VITEK

HEMOCULTURE

Gelose nutritive
Gelose au sang
Mueller-Hinton
Gelose hektoen
Gelose chapman
Gelose chromagar
Gelose macconkey
Bouillon coeur
cervelle (BHIB)

e Flacon
d’hémoculture
(aero-anaérobie)

L’alcool

Violet de Gentiane

Lugol

Fuchsine

Huile de cedre

Réactifs de Kovacs

Bleu de méthyléne

Huile a immersion

Huile de vaseline

Voges-Proskauer

(VP1)

e Voges-Proskauer
(VP2)

e Tryptophane
désaminase (TDA)

e [’eau oxygénée

L’eau physiologique

L’eau distillée
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2. Composition des milieux de cultures

« Gélose nutritive

Composition

Caractéristiques

-Peptone 10 g/l
-Extrait de viande 3 g/l
-Extrait de levure 3 g/l
-Chlorure de sodium 5 g/l
= Agar 18 g/l
= 29g par litre d’eau distillée
= Autoclaver 15 mina 121 °C

PH=7,3+/-02

La gélose nutritive est un milieu
général qui permet la croissance de
nombreux organismes non fibreux. Elle
est souvent utiliseée car elle favorise le
développement de différentes bactéries
et champignons, grace aux nutriments
qu’elle contient.

+ Gélose Chapman MSA (milieu complexe gélosé, a la fois sélectif et différent)

Composition Caractéristiques

-Extrait de viande 3 g/I Utilisé pour isoler les Staphylocoques
-Extrait de levure 3 g/l pathogénes, qui produisent des colonies
-Tryptone 5¢/I jaunes en fermentant le mannitol,

-Peptone bactériologiquel0g/I
-Chlorure de sodium 70 g/l
-Mannitol 10 g/I

-Rouge de phénol 0,05 g/l
-Agarl8 g/l

Autoclaver 15 min a 121°C
pH=7,4+/-0,1

provoquant un virage du rouge de
phénol. Sa forte teneur en chlorure de
sodium empéche la croissance de la
plupart des autres especes.

%+ Gélose Hektoen

Composition Caractéristiques

Peptone pepsique de viande (15 g/l) Milieu sélectif et différentiel pour les
Extrait de viande (3 g/l) bactéries entéro-pathogénes, en particulier
Extrait de levure (3 g/l) Salmonella et Shigella. Sa composition
Lactose (12g/1) permet de différencier les colonies selon

Salicine (2 g/l)

Saccharose (12 g/l)

Chlorure de sodium (5 g/l)

Sels biliaires (4g/l)

Bleu de Bromothymol (0,064 g/l)

Fuchsine acide (0,1 g/l)

Agar (18g/1)

Eau distillé (1000 ml)

Autoclaver 15 min a 121°C

pH=7,4=/-0,2

Refroidit aux environ de 45°C, 5 ml de I’additif
Hektoen sont rajoutés au 225 ml de la gélose Hektoen.

leur capacité a fermenter rapidement 1’un
des trois sucres et/ou a produire de 1’HzS,
visible par un centre noir.
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)/
A X4

R/
L4

Gélose au sang

Composition

Caractéristiques

-Peptone 15,0 g

-lactose 15,0 ¢

-agar-agar 11,0 g

-extrait de viande. 3,0 g
-extrait de levure 3,0 ¢

-désoxycholate de sodium1,0 ¢
-cristal violet 0,005 g

-bleu de bromothymol ,080 g

- thiosulfate de sodium. 1,0 g

Ce milieu enrichi de sang est un
milieu qui

permet I’isolement des bactéries
exigeantes

sans interférer avec leurs réactions
d’hémolyse.

Gélose Muller-Hinton

Photo Composition Caractéristiques
— Infusion de viande de beeuf C’est un milieu de
(300 ml) référence utilisé pour

— Peptone de caséine (17,5
g/l)

— Amidon de mais (1,5 g/l)

— Agar (10 g/l)

-37 g par litre de l’eau
distillé

-Autoclaver 15 min a 116°C
-pH=74

tester la sensibilité des
germes aux
antibiotiques et aux
sulfamides.

% Bouillon cceur cervelle (BHIB)

-Cétrimide (0.29)
-Sulfate de potassium
(109)
-Chlorure de
magnésium
(1,49)
-Agar (10g)

= pH=71

Photo Composition Caracteristiques
Peptone de gélatine Est un milieu nutritif
(169) tamponné ; a la base
-Peptone de caséine d’infusion de tissus de cceur
(10g) et de cervelle et de

peptones ; qui apporte les
protéines et les autres
nutriments nécessaires a la
croissance des
microorganismes
exigeants.
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Annexe 02

» Nos Fiches de renseignements

de { de tissus _Blida_
Service de biologie médicale (Professeur Boudjella Mohamed Lotfi )

Unité de microblologie FEUILLE DE RESULTATS DE DES EXAMENS CYTOBACTERIOLOGIQUES DE .

FICHE DE RENSEIGNEMENTS DE DEPISTAGE

DES INFECTIONS NOSOCOMIALES

Examen a l'état frais :

Nom et Prénom N° dordre * Cytologie: GB:

GR
Age Méiech Cellules épithéliales
Sexe * Autres éléments : Cristaux
Hospitalisation Date d'admission Motif dhospitalisation: Cylindres
Service

« Micro-organismes :  Parasites

Levures
Date de prélévement Heure de prélevement
+Frottis colorés
Nature de prélévement « Golorsiion 45 Gram
= Coloration de MGG
Les symptomes : date de début des symptomes
» Coloration de bleu de methylene
OFievie [0 Diarhée  [] Douleurs abdominales

0O vomissements
i Positive (| Négative O

Traitement avant le prélévement O Oui O Nen

UFC /M (unité format colonies )
si oui la durée

[identification |
Arrét depuis:

Espéce i n°1
Traitement d'antibiotiques : AT 1
ATB2

Espéce bactérienne n® 2

ATB3 Espéce bactérienne n° 3
ATB% Interpretation et commentaires

Bilan blologlque

Ovs. Dcre O FnstGe) O HbAte

O Glycémie O urée O creatinine. O Albumine

» Fiche de résultats d’antibiogramme

I RESULTATS D'ANTIBIOGRAMME

Nom et Prénom Age Sexe

Service N°d'ordre

Nature de prélevement
Germe isolé

Commentaire

Concentrations Concantrations
Antibiotiques Ismqu I Résultats I o I I Antibiotiques |swga | Résulta I |

Critiques Mg/L
Beta _lactamines i LA L Quinolones
Pénicline L) Acido nalidique | NA
i d Ofloxacle  [OFX/P}
‘Ampiciline AM 1 EF
AP (o Ciprofloxacine| CIP
Ticarcline e N &V
Pporaciline PP
PIPAracHING/ 82000 pyp vz Glycopeptides
AmOXAG
clavudanique MK | [ va ] | |
Cotazoline/Cotaloxine] CZ/CN [Teicoplanine | _TeC_| [ |
‘Cotoxtine FOX
Céfolaxime/Cefrinxore TWCR
> Telracyclee TE
imipéneme | IPM Colating e
Aztréonam | ATM B T
Ertapénem / [ERT/M = =
Méropénem | EM urenes
Aminozides Acide FA
Gentarmicios GM Fusfichaue
Amikacine AN Rifamycine RA
Tobramycine | T™ Fosfomycine | FOS
Nétimicine [ NET Metronidazole [ MTR

Streptomycine HN| SHN
Gentamicine HN_| GHN

Macrolides

Erythromycine E
Clindamycine | CM
Pristinamycine| PT
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Annexe 03

1/ Tableau de lecture de la galerie APl 20E

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E
Microtube Substrat : Caractére recherché Révélateur Lech%re diw.zc‘fle i il.wdir'ecfe Résutat Résultat +
est (si necessaire) -
HEGOe: | e Lecture directe @ 8
ONPG | Nitro-Phényl- :
Galactoside galactosidase L)
ADH | Arginine Argining Dihydrolase M
0C | Lysie o De%ar bO)EyIasie Rougede | ootyre directe ™~
== iy mithine Décarboxylase | phénol
ODC | Ornithine P U
N ‘ (M) ‘
CITy | Citate Utiisation au cirate BBT  [Lecture directe >
o
Thiosulfate de o . \_ )
- i Production d'H,S Felll Lecture directe
: 3 : Rouge de : ) i i i i
URE | Urée Uréase Phénol Lecture directe ]
CeClure maiece
Tryptophane
TDA | Tryptophane dreysf)arr?inase
Typtophanaseou Lecture Indirecte ¥
IND | Tryptophane | nodyction d'indole
Pt production d'acétoine Leclure indirecte
ALLES FQ e (3-hydroxybutanone
sy gélatinase Particules de ~
\G_EL_| Gélatine e Lecture directe 8 |
GALFL{J Aa Substrat Utlisation de substrats , )
i carbone carbones (glucides) BRT Lecture directe
Zymogramme (glucide)
Lecture indirecte %
NO, /N, | Nitrates(NO;) | Nitrate réductase
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2/Tableau de lecture de la galerie AP110 s

TABLEAU DE LECTURE
QTE RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS/ENZYMES
(mglcup.) NEGATIF POSITIF
B-galactosidase
2-nitrophényt-80- g
ONPG : 0,223 | Ortho-NitroPhényl-RD- incolore jaune (1)
gaiaciopyrancside Galactopyranosidase)
GLU D-glucose 19 fermentation / oxydation (GLUcose) (3) bleu /bleu-vert | jaune / jaune-gris
ARA L-arabinose 19 fermentation / oxydation (ARAbinose) (3) bleu / bleu-vert jaune
LDC L-lysine 19 Lysine DéCarboxylase jaune rouge / orangé
QDC L-omithine 19 Ornithine DéCarboxylase jaune rouge / orangé
lem] trisodium citrate 0756 | utiisation du CiTrate vert pale / jaune | bleu-vert / bleu (2)
' . 2 ! dépot noir /
HzS sodium thiosulfate 0,075 |production dH2S incolore / grisatre fin liseré
URE urée 0,76 |UREase jaune rouge / orangé
TDA / immédiat
TDA L-tryptophane 0,38 Tryptophane DésAminase jaune marron-rougeatre
) incolore
IND L-tryptophane 0,19 | production d'INDole vert pdle / jaune | rose
ox (vox m:)‘ et . | cytoctrome-Oxydase (vor notice du test oxydase)
1+ -
NO2 (tube GLU) - production de NOz jaune rouge
(1) Une trés légére couleur jaune est également positive.
(2) Lecture dans le cupule (zone aérobie).
(3) La fermentation commence dans (a partie inférieure des tubes, foxydation commence dans la cupule.
» Les quantités indiquées peuvent étre ajustées en fonction des titres des maliéres premiéres.
« Cerlaines cupules contiennent des composants d'origine animale, notamment des peplones.
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Annexe 04

1/Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibitions selon PEUCAST 2018

<+ Pour les Entérobactéries :

Extrait de PEUCAST 2018 : « Afin de simplifier les tableaux CA-SFM / EUCAST, la catégorie
intermédiaire n'est pas listée. Elle est interprétée comme étant la valeur entre les concentrations critiques
S et R. Par exemple, pour des concentrations critiques présentées S < 1 mg/L. et R > 8 mg/L, la catégorie
intermédiaire est 2-8 (techniquement >1-8). Pour des diamétres critiques présentés S > 22 mmet R < I8
mm, la catégorie intermédiaire est 18-21 mm ».

i Charges du | Diamétres critiques (mm) | Concentrations critiques (mg/L
Enterobacteriaceae (lisqui (ug) S> q P S< q R> /L)
Ampicilline 10 14 14 8 8
Amoxicilline 20 19 19 8 8
- Amoxicilline + Ac. clavu 20 19 19 8 8
[Ticarcilline 75 23 20 8 16
Ticarcilline + Ac. clavu 75 23 20 8 16
Céfotaxime 5 20 17 1 2
| Celtazidime 10 22 19 1 4
| Ceftriazone 30 25 22 1 2
Ertapénéme 10 25 22 0.5 1
“Imipénéme 10 22 16 2 E
Ciprofloxacine 5 26 24 0,25 0.5
Acide nalidixique 30 19 14 16 16
| Norfloxacine 10 22 19 0,5 1
Gentamicine 10 17 14 2 4

< Pour Staphylococcus aureus :

- Charges du | Diamétres critiques (mm) | Concentrations critiques (mg/L)
Py SPp- disque (ug) S= R< S< R>
Pénicilline G 1U 26 26 0,12 0,12

| Céfoxitine (CI. cours) 30 22 22 - -
Ciprofloxacine 5 24 24 1 1
Norfloxacine 10 17 17 - -

| Gentamicine 10 18 18 1 1
Erythromycine 15 21 I8 1 2
Tétracycline 30 22 19 1 2

| Chloramphénicol 30 18 18 8 8
Rifampicine 5 26 23 0,06 0.5

<+ Enterococcus sp
Charges du | Diamétres critiques (mm) | Concentrations critiques (mg/L)
Enterococcus spp. disque (ug) S> R < S < R~

. Ampicilline 2 10 8 B 8]
Imipénéme 10 21 18 4 8
Norfloxacine (voir cours) 10 12 12 Recherche résistance aux

fluoroquinolones
Gentamicine 30 8 8 Détection de résistance a haut

niveau (Cf. cours)
Swreptomycine 300 Détection de résistance a haut niveau (Cf. Eucast p 68)

. Vancomycine (voir cours) s 12 12 4 4
Erythromyvcine 15 23 14 0.5 4
Tétracycline 15 18 15 0.25 0.5

. Chloramphénicol 30 I8 13 8 16
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2/ Résultat d’identification et antibiogramme avec ’automate Vitek
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