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Résumé

L’isolement et I’identification des entérobactéries au niveau du service de réanimation de
I'ndpital Tagzit Abdelkader situé au niveau de la Willaya de Tipaza, a fait I’objet de ce modeste
travaila fin de les collecter et déterminer leurs profils d’antibiorésistance. 52prélevements ont été
réalisés a partir des surfaces environnantes des patients tel que les lits, les tables, les surfaces,

ainsi que I’air ambiant.

Les sites les plus contaminés dans un environnement médical sont ceux en contact direct
avec les patients, notamment les lavabos, les écrans de scope, les lits, les tables et I'air ambiant
des chambres malades.

Les résultats ont révelé un taux de positivité des échantillons de 84, 62% et un taux de
négativité de 15,38 %. Au total, 13 souches bactériennes ont été isolées a partir de
I'environnement hospitalier, comprenant 5 souches de Pantoea spp (38,5%), 4 souches
d'Enterobacter cloacae (30,8%), et 2 (15.3%) pour chacune de Rahnella aqualitis et Proteus spp.

L'étude de leurs résistances aux antibiotiques a révélé que toutes les souches de
Pantoeaspp. présentent une résistance de 100% aux Céftriaxone (CTR), une résistance de 60%
aux Amoxicilline + Acide clavulanique (AMC), et une résistance de 40% aux Céfoxitine (FOX),
Aztréonam (AZT), Amoxiciline (AX), Ampicilline (AM), et Céfazoline (CZ). De plus, une
résistance de 20% est observée pour les Imipeneme (IPM), Céfotaxime (CTX), Céfalotine
(KF), Céfazoline (CAZ) et Acide nalidixique (NA). Pour Enterobacter cloacea 100% sont
résistantes aux Imipeneme (IPM), Chloramphénicol (C), Céfazoline (CZ), Céfoxitine (FOX),
Amoxicilline + Acide clavulanique (AMC), Céfotaxime (CTX), Céftriaxone (CTR), Aztréonam
(AZT), Céfalotine (KF), Amox(iciline (AX), Ampicilline (AM) et une résistance de 50% pour
Céfazoline (CAZ) et 25% vis-a-vis la Nitrofurantoin (NIT). Quant & Rahnella aqualitis, toutes
les souches montrent une résistance totale (100%) aux Céfalexine (CN) et une résistance de 50%
vis-a-vis de I’Ampicilline (AM). Concernent la sensibilité des bactéries aux antibiotiques, la
totalité des souches Pantoea spp.et Rahnella aqualitis étaient sensible a Chloramphénicol (C).

Des tests complémentaires ont permis de détecter que toutes les souches d'Enterobacter

cloacae et Pantoea spp produisant des B-lactamases a spectre élargi (BLSE).

Concernant le test de formation de biofilm, aucune des souches d'entérobactéries isolées

n'a démontré la capacité de former un biofilm.

Mots clés : Entérobactéries, antibiorésistance, service de reanimation, BLSE, biofilm.



Abstract

The isolation and identification of Enterobacteriaceae in the intensive care unit of the Tagzit
Abdelkader hospital in the Willaya of Tipaza, was the subject of this modest study, in order to collect
them and determine their antibiotic resistance profiles. 52 samples were taken from patients'

surrounding surfaces, including beds, tables, surfaces and ambient air.

The most contaminated sites in a medical environment are those in direct contact with patients,

in particular sinks, scope screens, beds, tables and the ambient air of sick rooms.

The results revealed a sample positivity rate of 84.62% and a negativity rate of 15.38%. A total
of 13 bacterial strains were isolated from the hospital environment, including 5 strains of Pantoea spp
(38.5%), 4 strains of Enterobacter cloacae (30.8%), and 2 (15.3%) each of Rahnella aqualitis and

Proteus spp.

A study of their antibiotic resistance revealed that all Pantoea spp strains showed 100%
resistance to Céftriaxone CTR, 60% resistance to Amoxicilline + Acide clavulanique AMC, and 40%
resistance to Céfoxitine FOX, Aztréonam AZT, Amoxiciline AX, Ampicilline AM, and Céfazoline
CZ. In addition, 20% resistance is observed to Imipenéme IPM, Céfotaxime CTX, Céfalotine KF,
Céfazoline CAZ and Acide nalidixique NA. For Enterobacter cloacae, 100% are resistant to
Imipeneme IPM, Chloramphénicol C, Céfazoline CZ, Céfoxitine FOX, Amoxicilline + Acide
clavulanique  AMC, Céfotaxime CTX, Céftriaxone CTR, Aztréonam AZT, Cefalotine KF,
Amoxiciline AX, Ampicilline AM and 50% to Céfazoline CAZ and 25% to Nitrofurantoin NIT. As
for Rahnella aqualitis, all strains show total resistance (100%) to Céfalexine CN and 50% resistance
to Ampicilline AM. In terms of antibiotic sensitivity, all Pantoea spp. and Rahnella aqualitis strains

were sensitive to C Chloramphénicol.

Additional tests showed that all Enterobacter cloacae and Pantoea spp. strains produced
extended-spectrum B-lactamases (ESBL).

With regard to the biofilm formation test, none of the bacterial strains isolated demonstrated

the ability to form a biofilm.

Key words: Enterobacteriaceae, antibiotic resistance, intensive care unit, ESBL, biofilm.
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INTRODUCTION



Introduction

L'environnement hospitalier représente une source d'infection potentielle pour les patients
hospitalisés. Différentes zones autour du patient doivent étre prises en considération, telles que I'eau des
toilettes qui entre en contact avec le patient, les dispositifs médicaux, les surfaces et les instruments en
contact avec la peau et les muqueuses du patient. Traditionnellement, chaque mode de transmission et
réservoir environnemental est associé a des agents pathogenes specifiques. Cependant, il a été constaté
que des microorganismes multirésistants peuvent étre acquis a partir de I'environnement hospitalier
(infections nosocomiales) (Lopez, 2013).

Les infections nosocomiales représentent un probléme majeur en matiére de santé publique en raison
de leur impact financier, de la morbidité et de la mortalité qu'elles entrainent chez les patients. En
particulier, elles sont fréquentes dans les unités de réanimation en raison de la diminution des défenses
immunitaires des patients et de l'augmentation des procédures invasives. Ces infections posent ainsi des
problémes tant sur le plan économique que sur le plan thérapeutique (Randriamizao et al., 2022).

Les bacilles a Gram négatif occupent une place trés importante parmi les microorganismes
responsables d’infections nosocomiales. Ces pathogenes appartiennent a différentes familles bactériennes
représentées majoritairement par les entérobactéries (Liassine, 2000).

Les entérobactéries, une famille importante de bactéries a Gram négatif, aéro ou anaérobies
facultatifs. Ills ont un intérét médical majeur en raison de leur implication dans la plupart des maladies
infectieuses humaines, telles que les infections urinaires, respiratoires, digestives et cutanées. Ces
microorganismes sont fréquemment associés aux infections hospitaliéres et communautaires. La diversité
des espéces au sein de I’ordre des Enterobacteriales qui englobes la famille des Enterobacteriaceae
comprend Escherichia coli, Shigella, Salmonella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, et d’autres
genres anciennement étaient des entérobactéries et actuellement appartiennent a la famille des
Morganellaceae (Proteus), Erwiniaceae (Pantoea,), et Yersiniaceae (Rahnella). Cette diversité
s'accompagne d'une variété de réponses aux antibiotiques, ce qui pose principalement des problémes de
gestion en raison de leur résistance a ces derniers (Aweille, 2017).

Ces bactéries développent des mécanismes de résistance qui rendent les médicaments autrefois
efficaces inefficaces dans le traitement des infections. Cette augmentation de la résistance aux
antibiotiques est le résultat de divers facteurs, tels que Il'utilisation excessive et inappropriée
d'antibiotiques chez les humains (Tani et al., 2014).

L'émergence et la propagation de la résistance aux antibiotiques augmentent considérablement le
risque d'échec thérapeutique, ce qui se traduit par des hospitalisations prolongées, une augmentation des
codts de traitement et une morbidité et mortalité plus élevée. Cette situation compromet sérieusement la

lutte contre les maladies infectieuses (Salah et al., 2021).



Introduction

Les bactéries ont développé différents mécanismes afin de neutraliser ’action de la grande famille
des B-lactamines, Parmi les mécanismes les plus couramment observés, I’inactivation enzymatique de
I'antibiotique, la modification ou le remplacement de la cible de I'agent antimicrobien, I'efflux active du
composé ou encore la réduction de la pénétration de la molécule (Muylaert et Mainil, 2013).

En vue d'améliorer la prise en charge, prévenir un échec thérapeutique et diminuer le risque de
mortalité, l'objectif principal de cette étude était de rechercher des genres d’entérobactéries ou
anciennement étaient des entérobactéries, associées aux infections nosocomiales présent dans les
échantillons provenant de différents sites de prélevement de surface dans le service de réanimation du
I’hopital de Tipaza. Les étapes suivantes ont été respectées :

e Purification et identification biochimique des bactéries isolées.
e Etablir un profil de résistance des bactéries isolées vis-a-vis de quelques antibiotiques

testés.
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1.1.Généralités sur les entérobactéries

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte similitude. La
création de ce groupe a été proposée par Otto Rahn en 1937 qu’il déenomme Enterobacteriacea et
proposa le genre Enterobacter pour regrouper des micro-organismes présentant des propriétés
biochimiques et morphologiques communes et parmi lesquelles on trouvait déja des noms tels
qu’Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Serratia, ou Shigella. Deux années apres cette
description qui concernait 112 espéces, ce nombre fut ramené a 67. Les entérobactéries sont une
famille bactérienne hétérogene qui est couramment présentes dans I'intestin humain et animal, elles

comprennent de nombreuses espéces différentes (Pilly, 2013).

Ce sont des bacilles a Gram négatifs non-exigeantes, aéro ou anaérobie facultatifs, fermentent
le glucose avec ou sans production de gaz, mobiles par une ciliature péritriche ou immobiles, non

sporulé, oxydase néegatif et catalase positive (Delarras, 2007).

Les Entérobactéries sont ubiquitaires avec un habitat tres diversifié. On les trouve dans le sol,
dans l'eau, dans certaines denrées alimentaires et aussi dans la cavité buccale, au niveau des voies
aeriennes supérieures et sur les organes génitaux. Ce sont des hdtes normaux ou pathogenes du tube
digestif de I’homme et de nombreux animaux (Moussa et Moussaoui, 2016). Dans 1’intestin

terminal, ces bactéries représentent plus de 10% de la flore totale (Guiraud, 2012).

1.1.1. Taxonomie

La classification est basée sur I'étude de leurs profils phénotypiques (fermentation de
différents sucres, production ou non de sulfures, présence ou absence de certains enzymes du
métabolisme) ou génotypiques (ribotypage, hybridation ADN/ADN) (Denis, 2007).

L’ordre des Enterobacteriales appartenant a la classe des Gammaproteobacteria, phylum
Pseudomonadota, et le domain Bacteria (Adeolu et al., 2016). L’application de nouvelles
technologies a entrainé de nombreux changements dans la classification des Enterobacterales. En
2021, De nombreux nouveaux genres et espéces ont été découverts, les Enterobacteriales compte
114 genres et plus de 464 espéces nommées et 7 familles valablement publiées (Budviciaceae,
Enterobacteriaceae, Erwiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae, Pectobacteriaceae et Yersiniaceae)
(Janda et Abbott,2021)
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1.1.2. Entérobactéries pathogénes
e Pathogenes opportunistes

Ces bactéries résident normalement dans l'intestin, mais elles peuvent parfois causer des
problemes pour la santé humaine en agissant de maniere agressive. On les appelle "pathogenes
opportunistes”. La fréquence de ces infections est en hausse, en grande partie a cause de la présence
de plasmides de résistance aux antibiotiques chez ces bactéries, ce qui leur permet de prospérer et de
perturber I'équilibre microbien dans le corps humain (Brrehil et al., 2018).

e Pathogenes spécifiques
Il s'agit de bactéries qui ne se trouvent normalement pas dans l'intestin, mais qui peuvent
causer des infections plus ou moins séveres lorsqu'elles sont présentes dans I'organisme, telles que

Salmonella, Shigella, 'Escherichia coli et Yersinia (Brrehil et al., 2018).

1.1.3. Etudes de quelques genres et especes particuliers :

Les genres de 1’ordre Enterobacteriales sont en majorité pathogénes du tube digestif humain et
d'autres sont des colonisateurs normaux, bien qu’ils soient également présents dans I’environnement.
Dans le cadre de cette étude, les genres incriminées sont ; Enterobacter, Pantoea, Rahnella et
Proteus.

e Enterobacter:

Les bactéries du genre Enterobacter ont été décrites pour la premiére fois par Hormaeche et
Edwards en 1960, sont des souches Gram-négatives anaérobies facultatifs appartenant a 1’ordre des
Enterobacterales et la famille des Enterobacteriaceae, présentes dans la nature et faisant partie de la
flore intestinale commensale (Adeolu et al., 2016). Au fil des années, les espéces d'Enterobacter ont
gagné une importance clinique et sont devenues des agents pathogénes nosocomiaux chez les
patients en soins intensifs.

Le genre Enterobacter a subi des modifications taxonomiques significatives au cours des 50
derniéres années : il existe 22 especes dans le genre Enterobacter, Six espéces de ce genre ; E.
cloacae, asburiae, hormaechei, kobei, ludwigiietnimipressuralis sont regroupées dans le complexe
E. cloacae, car la plupart d'entre elles partagent une parenté ADN avec E. cloacae allant de 61 a 67
% (Mezzatesta et al., 2012).

Enterobacter cloacae est un pathogéne nosocomial qui a la capacité de contaminer divers
dispositifs médicaux (Cisse et al., 2019). Il est considére comme une bactérie opportuniste

responsable d'infections variées, telles que la bactériémie, les infections des voies urinaires et
4
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respiratoire, des voies biliaires, des cathéters intraveineux et du systeme nerveux central (Dong et
al., 2020).

e Pantoea

Pantoea est un bacille Gram négatif, non capsulé, non sporulé et posséde des flagelles
péritriches. Il se caractérise par des colonies convexes, lisses et translucides sur gélose nutritive,
avec ou sans pigmentation jaune. Cette bactérie est un anaérobie facultatif et dépourvu d’oxydase
(Srinivasan et Jayasree,2021).

Pantoea est un genre de bactéries appartenant a I'ordre des Enterobacteriales et a la famille des
Erwiniaceae (Gavini et al., 1989). Avant 1989, ce genre était considéré comme faisant partie du

genre Enterobacter (Brady et al., 2009).

Le genre Pantoea a été proposé en se basant sur des différences séquentielles dans le groupe
d'hybridation de I'ADN qui sépare Erwinia (Doni et al., 2021). 1l existe 25 especes et deux sous-
espéces decrites appartenant & ce genre, qui ont été isolées dans différents environnements
(Tambong, 2019). Pantoea agglomerans est I'espéce la plus freqguemment isolée de ce genre dans le
contexte des infections humaines. Elle est généralement considérée comme un agent pathogene
opportuniste rare, principalement impliqué dans les infections nosocomiales (Gajdacs, 2019).

Pantoea peut causer diverses infections, notamment des infections de plaies, une synovite, une
arthrite septique, des infections sanguines, oculaires, cardiaques, urinaires, une méningite et des
voies respiratoires (Barbara et al., 2019).

e Proteus

Le genre Proteus, faisant partie de l'ordre des Enterobacterales et de la famille des
Morganellaceae, a été introduit dans les années 1980 (Skerman et al., 1980). Actuellement, ce
genre compte quatre especes avec des noms validement publiés : Proteus vulgaris (Brenner et al.,
1995), P. mirabilis (Skerman et al., 1980), P. penneri (Hickman et al., 1982) et P. hauseri
(O'Hara et al., 2000). Certaines espéces du genre Proteus, notamment P. mirabilis, sont considérées
comme des agents pathogénes responsables d'infections inflammatoires des voies intestinales et
urinaires, telles que la pyélonéphrite, l'urolithiase et les infections associées aux cathéters (Hyun et
al., 2016).

e Rahnella

Les Rahnella sont des bactéries anaérobies facultatives a Gram négatif qui font partie de 1’ordre
des Enterobacterales et la famille des Yersiniaceae, Elles ont été proposées pour la premiere fois en

1979 (Brady et al., 2014). Ces bactéries sont présentes de maniére limitée dans la nature. Le genre
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Rahnella comprend différentes especes, notamment R. génomospécies, R. genomospecies et R.
aquatilis, cette derniere étant l'espéce la plus fréquemment isolée. (Martins et al., 2015).

Les infections causées par les Rahnella comprennent des infections des plaies, des bactériémies,
des gastroentérites aigués et des septicémies, en particulier chez les patients immunodéprimés
(Kéampfer,2015).

I.2.Antibiotiques et antibiorésistance

Les antibiotiques se définissent comme des molécules capables d'inhiber la croissance
(bactériostatique) ou méme de tuer des bactéries (bactéricides), sans affecter I'hote (cellules
eucaryotes). Les sources principales d'antibiotiques sont les champignons, mais parfois aussi les
bactéries (Van et Tulkens, 2008).

La résistance bactérienne aux antibiotiques est apparue rapidement apres leur introduction dans
le traitement des maladies infectieuses. Cette résistance est un facteur majeur compliquant le
traitement des infections bactériennes et la dissemination des souches multi-résistantes. La résistance
bactérienne aux antibiotiques se caractérise par son caractere naturel ou acquis, son mécanisme et
son support génétique (Yala et al., 2001)

1.2.1. Type de résistance bactérienne

Il existe trois types de résistance aux antibiotiques, la résistance naturelle, la résistance acquise
et la résistance croisée :
1.2.1.1. Reésistance naturelle

La résistance naturelle est un caractere présent chez toutes les souches de la méme espéce
d’une maniere permanente et d’origine chromosomique, cette résistance est stable et transférable par
la division cellulaire a la descendance (transmission verticale), mais elle n’est jamais transférable a
une autre bactérie (transmission horizontal) (Carle, 2009).
1.2.1.2. Résistance acquise

La résistance acquise se produit lorsqu’il y a une modification dans I’ADN bactérien de sorte
qu’un nouveau caractére phénotypique peut étre exprimé. Les bactéries peuvent acquérir une
résistance soit par mutations sur des genes entrainant des modifications de cible, de perméabilité
membranaire, modification cible. Ou par 1’acquisition d’un nouvel ADN d’origine chromosomique
ou extra-chromosomique, qui contient des informations sur la résistance (Marie, 2018).
1.2.1.3. Résistance croisée

La résistance croisée se produit lorsque la résistance a un antibiotique engendre une résistance

a un autre compose par un seul et méme mecanisme biochimique. Le phénoméne de résistance
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croisée peut survenir parmi tous les membres d’une classe d’antibiotiques (Muylaert et

Mainil,2012).

1.2.2. Mécanisme de résistance enzymatique :

La production d'enzymes inactivatrices appelées b-lactamases. Ceci est le principal mécanisme
de résistance des entérobactéries vis-a-vis des b-lactamines. Il existe de nombreuses b-lactamases
avec des structures et des spectres d'hydrolyse différents, ce qui leur permet de dégrader
specifiquement certains antibiotiques. Comme la plupart des bacilles a Gram négatif, les
entérobactéries sont naturellement résistantes a plusieurs b-lactamines, comme les pénicillines G, V
et M (Vallée et al., 2018).

1.2.3. Mécanisme de résistance non enzymatique
1.2.3.1. Modification de la cible

D’aprés Nounci (2019), la cible de I’antibiotique peut étre structurellement modifiée ou
remplacée soit partiellement soit totalement, de telle sorte que le composé antibactérien ne puisse
plus se lier et exercer son activité au niveau de la bactérie. Ce type de résistance est trés rare chez les
entérobactéries (Vallée et al., 2018).

1.2.3.2. Diminution de la perméabilité

La membrane externe des entérobactéries forme une barriére hydrophile compacte expliquant
la résistance naturelle de toutes les entérobactéries aux antibiotiques hydrophobes et de haut poids
moléculaire. De plus, elles utilisent des systemes de "pompes" pour l'efflux actif, qui permet
d'expulser activement les antibiotiques hors de la bactérie (Vallée et al., 2018).
1.2.3.3. Efflux actif

Les pompes & efflux multi-médicaments sont les premieres barriéres de défense des bactéries
contre les antibiotiques, car elles réduisent la concentration des médicaments a l'intérieur de la
cellule. Ces protéines transmembranaires, appelées "pompes”, sont localisées sur la membrane
cellulaire bactérienne et jouent un réle essentiel dans la diminution de la concentration de substances
internes et externes (Huang et al., 2022).

Il est important de souligner que I'efflux actif est souvent associé a une imperméabilité chez
les entérobactéries, ces deux mécanismes agissant conjointement pour réduire la concentration

intracellulaire des antibiotiques (Vallée et al., 2018).
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La présente étude est basée sur 1’isolement des bactéries a partir des prélévements provenant
des surfaces du service de réanimation de 1’établissement public hospitalier Tagzait Abdelkader
(W.Tipaza). Cette partie expérimentale s’est déroulée au laboratoire d’hygiene de la Willaya de

Tipaza durant une période de 3 mois allant du mois de février au mois d’avril.

11.1. Matériel
11.1.1. Matériel biologique

52 prélevements constituent le matériel biologique. Le prélévement a touché plusieurs sites (lit de
malade, tube de respiration, seringue ¢lectrique, table de scope...... ect) présents dans les cing
chambres, le couloir et la chambre des médecins du service de réanimation, Les prélevements sont
répartis comme suit : 11 dans la chambre 1, 8 dans la chambre 2, 6 dans la chambre 3, 7 dans la
chambre 4, 7 dans la chambre 5, 3 dans le couloir et 4 dans la chambre des médecins et 6

prélévements de 1’air (Tableau I).

Tableau I : Lieu et nombre de prélevement pour chaque site.

Lieux de prélevements Sites de prélevements Nombre de prélévements
Lit de malade (1)
Tube de respiration (1)

Seringue électrique (1)
Table de scope (1)

Interrupteur (1) 11 prélévements
Lavabo (1)

Robinet (1)

Sache d’eau (1)

Robinet de toilette (1)
Siege de toilette (1)
Poignée de porte (1)

Lit mobile de malade (1)
Télécommande (1)

Scope (1)
Chambre 02 Table et Scope (1) 8 prélévements

Chambre 01

Lavabo (1)
Tactile (1)
Le tour de lit (1)
Couvre de lit (1)
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Tableau | (suite) : Lieu et nombre de prélévement pour chaque site

Table (1)
L’écran de scope (1)
Seringue électrique (1) .
Chambre 03 Air liquide (1) 06 prélévements
Table de malade (1)
Lavabo (1)
Poignée de porte (1)
Moniteur EDAN (1)
Poignet de lit (1)
Cadre de la porte (1)
Lit de malade (1)
Graine téte de lit horizontal (1)
Télécommande (1)
Lit de malade (3)

Ecran moniteur (2)
Chambre 05 Table (1) 07 prélévements

Chambre 04 07 prélevements

Moulage par injection médicale (1)
Poignet de couloir (1)
Couloir Lavabo humide (1) 03 prélévements

Table des produits (1)

Chambre des médecins  Table des médecines (1) 04 prélévements
Lavabo (1)
Télécommande (1)
Paillasse (1)

Prélévements de I’air 3 boites du milieu GN (Gélose 6 prélévements
Nutritive) et 3 de milieu Hektoen ont
été exposés ouvert en contact avec ’air
pendant 30 minutes

11.1.2. Matériel non biologique

Le matériel non biologique est représenté essentiellement par 1’appareillage, les milieux de
cultures, les réactifs et la verrerie (Voir annexe 01, 02, 03, 04).
11.2. Méthodes
11.2.1. Prélevement des échantillons

Les prélevements des surfaces ont été réalisés par la technique d’écouvillonnage afin de
prélever les germes dans les zones planes, non planes et dans les zones a accessibilité difficile. Les
écouvillons ont été plongés d’abord dans le bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth) (bouillon de
cceur-cervelle) et le coton pressé légerement sur la paroi du tube. L’écouvillon a été frotté sur la
surface verticalement, horizontalement et en diagonale pendant 20 secondes dans la méme zone avec
une pression aussi forte que possible. Les écouvillons ont été replacés délicatement dans les tubes
BHIB. Les tubes ont été transportés rapidement au laboratoire pour incubation pendant 24 heures a

37°C. La figure 01 illustre les principales étapes du protocole expérimental réalisé dans cette étude.
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Prélevement

Apres 24 heures

Examen macroscopique

A
[ |

Trouble + Trouble -

\’

Isolement

— v

Milieu Hektoen

- Gélose nutritive
- Milieu Chapman \l/—k | v

- Milieu Chromagar

W Lactose -

\
' ( \

Aspect macroscopique Test de catalase Test d’oxydase

Identification biochimique

v

Antibiogramme

|

Tests complémentaires

|
v v v

Test de synergie Test de biofilm Test de double disque

Figure 1 : Les différentes étapes de la partie expérimentale

10



Chapitre Il1. Matériel et Méthodes

11.2.2. Etude bactériologique

L’¢tude bactériologique consiste a réaliser 1I’examen macroscopique, microscopique, la culture
et I’identification du germe.
11.2.2.1. Examen macroscopique, microscopique et culture

Examen macroscopique est basé sur 1’aspect, la couleur, la consistance et d’autres éléments
visibles ont été détectés pour chaque type de prélevement biologique. L’observation macroscopique
des tubes a été réalisée apres incubation des tubes et des boites. L’absence ou la présence de trouble
indique qu’il y’a une croissance bactérienne. L’isolement a été réalisé, a partir des tubes présentant un
trouble, sur quatre milieux de cultures ; la gélose nutritive (GN), la gélose Hektoen (HK), la gélose
Chapman et Chromagar.

L’ensemencement a été effectué a 1’aide de pipettes Pasteur stériles boutonnées apres avoir
prélevé une goutte, en faisant dans la premiére partie de la boite de Pétri des stries serrées puis des
stries éloignées dans 1’autre partie de la boite. Les boites ont été incubées pendants 24 heures a 37°C.
La purification a été faite par le repiquage sur le méme milieu jusqu'a 1’obtention d’une culture pure.
L’examen microscopique concerne I’état frais et 1’observation des germes vivants. Ce type
d’observation permet d’apprécier par le biais du microscope optique la mobilité des bactéries et leurs

morphologies. La technique est réalisée selon les étapes suivantes :

e Déposer une gouttelette d’eau stérile sur la lame.
e Prélever a I’aide d’une anse de platine, une fraction de la colonie et la déposer sur la lame.
e Recouvrir par la suite avec une lamelle.

e Observer au microscope optique a I’objectif x40.

11.2.2.2. Identification des germes isolés

-Coloration de Gram

La coloration de Gram est la coloration différentielle microbiologique, elle permet de
différencier les bactéries selon deux critéres principaux : leur forme et leur affinité pour les colorants.
C’est la coloration qui permet de déterminer les caractéristiques de la paroi bactérienne, afin de
distinguer entre les bactéries Gram négatifs et Gram positifs. Les parois des bactéries a Gram négatifs
ont un taux élevé de lipides (a cause de la membrane externe) et une fine couche de peptidoglycane.
Alors que les bactéries Gram positif sont pauvres en lipides et ont une couche plus épaisse de
peptidoglycane. Apres coloration, les bactéries Gram+ sont colorées en violet alors que les bactéries

Gram- sont colorées en rose.
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-Technique de la coloration de Gram

e Préparer un frottis bactérien a la chaleur du bec Bunsen.

e Recouvrir le frottis au violet de Gentiane (cristal violet) pendant 1min, puis éliminer I'exces
par I'eau courante.

e Ajouter du Lugol (mordant) et laisser agir pendant 1min, jeter I'excés par I'eau courante.

e Ajouter I’alcool 95° pendant quelques secondes (10-15 secondes), puis rincer a I'eau.

e Recolorer le frottis a la fuschine (ou safranine) pendant 60 a 75 secondes, rincer a l'eau puis

sécher a I’air libre.
-Tests biochimiques
«» Test de catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H20.). Le
test consiste & mettre les bactéries en nombre suffisant en contact avec du peroxyde d’hydrogéne
(H202). Si elles posseédent la catalase, elles transforment le peroxyde d’hydrogéne en eau et en
dioxygene visible par la formation de bulles. Déposer sur une lame, une goutte d’eau oxygénée
(peroxyde d’hydrogeéne) a I’aide d’une pipette Pasteur. Prélever une colonie a 1’aide d’une anse.
Dissocier la colonie dans la goutte. S’il y’a un dégagement de bulles gazeuses (Catalase+) et s’il y’a

pas de dégagement de bulles gazeuses (Catalase-).
s Test d’oxydase

Le test d’oxydase est un test de détection de 1’enzyme cytochrome oxydase chez les bactéries
Gram négatives qui produisent cette enzyme, Le test consiste a mettre en évidence la capacité que
posséde la bactérie a oxyder un réactif incolore (la N, N-diméthyle p-paraphénylénediamine) en un
dérivé rose violacé. Placer un disque non imprégné sur une lame a I’aide d’une pince
flambee. Déposer une goutte de reactif sur le disque non imprégné. A 1’aide d’une pipette Pasteur
prélever une colonie et la déposer doucement sur le disque. S’il y’a 1’apparition d’une coloration
violette dans un délai de 30 secondes (Oxydase +) et s’il y’a pas apparition d’une coloration violette

dans un délai de 30 secondes (Oxydase -).

¢+ Galeries de tests biochimiques miniaturisées (Galerie Api) :
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Galerie API (Analytical Profile Index) est une galerie miniaturisée et standardisée de tests
biochimiques, exploitables avec des bases de données d’identification complétes, dans la présente

étude on a utilise la galerie Api 20E (20 caracteres pour les entérobactéries).

Api 20E : est un systéme standardisé pour I'identification des entérobactéries et les bacilles a
Gram négatives et non fastidieux. Remplir le fond de la boite d'incubation (alvéoles) par 1’eau pour
créer une atmosphere humide, puis déposer stérilement la galerie dans la boite. A partir d'une culture
pure de 18 a 24 heures, quelques colonies isolées et identiques ont été prelevées a partir du milieu
gélosé et déposer dans 5 ml d’eau physiologique stérile afin de réaliser une suspension bactérienne de
0,5 Mc Farland. A l'aide d'une pipette Pasteur stérile et une poire, inoculer la suspension bactérienne
dans les microtubes et placer la pointe de la pipette sur le c6té de microtube et incliner la galerie vers
I'avant pour éviter I'apparition des bulles d'air.

Pour les tests dont le nom est encadré : CIT, VP et GEL remplir le tube et la cupule. Pour les
tests dont le nom est souligné ADH, ODC, LDC, H2S et Urée, remplir leurs cupules par I'huile de
paraffine pour la création de I’anaérobiose. Pour les autres tests remplir les cupules seulement.
Refermer la boite d’incubation, et marquer le plateau avec le numéro d’identification et la date.
Incuber le plateau a 37° C pendant 18 a 24 heures. Apres incubation ajouter les réactifs, TDA : Une
goutte de réactif TDA, IND : Une goutte de réactif de James ou kovacs, VP : Une goutte de réactif de
VP1 puis VP2. La lecture de ces réactions (positives ou négatives) se fait en fonction des variations

des couleurs (annexes N 01).
11.2.3. Antibiogramme par diffusion des disques

L’antibiogramme est un ensemble de technique explorant ’interaction entre la bactérie et les
antibactériens (détermination de la sensibilité d'une bactérie vis-a-vis des antibiotiques). Ces tests
sont largement utilisés en médecine humaine et animale mais aussi dans de nombreux autres
domaines comme I’industrie pharmaceutique.

L’objectif de la réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilit¢ d’une souche
bactérienne pure a un ou plusieurs antibiotiques in vitro dans une optique essentiellement
thérapeutique.

e Préparer le milieu de culture, gélose Muller Hinton (MH) avec une épaisseur de 4 mm, il doit

étre séché avant I’emploi.

e Ultiliser des colonies pures et jeunes.

e Le respect des conditions d’inoculum, de milieu, de temps et d’atmosphere d’incubation est

recommandé pour chaque bactérie.
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-Préparation de I'inoculum

e A partir d'une culture pure de 18 a 24 heures, préparer une suspension bactérienne a 0,5 MF
(Mac Farland).

e A laide d'une anse de platine prendre quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques.

e Bien décharger I’anse dans 5 a 10 ml d'eau physiologique stérile.

e Bien homogénéiser la suspension bactérienne.

e Inoculum permettant d’obtenir des colonies adjacentes mais non confluentes.

-Ensemencement

e Tremper un écouvillon stérile dans I'inoculum,

e L’essorer et le presser fermement (et le tourner) contre la paroi interne du tube afin de
décharger au maximum.

e Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas stries serrées.
Répéter I'opération deux fois, et tourner la boite 60° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter I'écouvillon sur lui - méme.

e Finir I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.
-Application des disques d’antibiotiques

I1 est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm.
Presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide de pinces bactériologiques stériles avec une distance de
3 cm entre chaque deux disque et ne pas déplacer les disques apres application. Aprés incubation de
24 heures a 37° C, diffusion des antibiotiques dans la gélose, chaque disque est entouré d’une zone

d’inhibition de la croissance bactérienne qui signifie une réaction positive (Tableau I1).

-Lecteur

Mesurer avec précision les diameétres des zones d'inhibition a l'aide d'un pied a coulisse, a
I’extérieur de la boite fermée. Comparer les résultats obtenus aux valeurs critiques des zones
d’inhibitions figurant dans les tables (Standardisation des tests de sensibilit¢ aux antibiotiques a
I’échelle nationale).Classer les bactéries dans I'une des catégories Résistantes (R), Sensibles (S) ou

Intermédiaires (1).
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Tableau Il : Les antibiotiques testés contre les bactéries.

Antibiotiques Abréviations  Charge (um) Familles
Céfotaxime CTX 30 R- lactamine
Céfazoline Cz 30 Céphalosporine
Ciprofloxacine CIP 10 Fluoroquinolones
Chloramphénicol C 30 Phénicolés
Aztréonam AZT 30 Monobactame
Acidenalidixique NA 30 Quinolones
Céftazidime CAZ 30 Céphalosporine
Céfoxitine FOX 30 Céphalosporines 2¢™generation
Amoxicilline+acide AMC 30 Aminopénicilline
clavulanique
Imipenem IMP 30 Carbapéneme
Ampicilline AM 10 Aminopénicilline
Rifampicine RIF 30 Others
Céfazoline CAZ 10 Céphalosporine de 1¢generation
Ceftriaxone CTR 30 Céphalosporine de 3*™generation
Colistine CL 30 Aminopénicilline
Trimitoprime TR 5 Sulfamides-Triméthoprime
Cefalotine KF 30 Céphalosporine 1ére generation
Amoxiciline AX 25 Aminopénicilline
Nitrofurantoin NIT 300 Nitrofurane
Co-trimoxazole COoT 25 Sulfonamides et Triméthroprim

11.2.4. Tests complémentaires
11.2.4.1.Test de synergie
-Principe
Il consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d'antibiotique contenant un

inhibiteur de B-lactamase (Acide clavulanique, Sulbactam et Tazobactam) et un disque de C3G

(Céfotaxime, Ceftazidine et Céfepime), cette image est dite en « bouchon de champagne ».

-Technique
e Larecherche de la BLSE se fait dans les conditions standards de I’antibiogramme en déposant
un disque d’amoxicilline + acide clavulanique (AMC 20/10 pg) a 30 mm centre a centre d’un
disque de CTX (30 pg) ou CRO (30 pug) ou CPO (10 pg) ou CAZ (30 pg) ou ATM (30 pg) .
e Incuber pendant 16 & 18 heures a 35 C°,
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-Lecture
La production d’enzymes peut se traduire par 1’apparition d’une image de synergie en «
Bouchon de champagne » entre le disque AMC et CTX, AMC et CAZ, AMC et ATM, AMC et CRO,
AMC et CPO.
L’image de synergie, résultat de I’inhibition des BLSE par acide clavulanique et par
I’augmentation de 1’activité des céphalosporines de troisiéme génération et céphalosporines de

quatrieme génération en présence de 1’acide clavulanique.

11.2.4.2 Test double disque
Ce test devra étre fait systématiquement devant I’absence de synergie avec diminution des
diamétres des C3G.
-Technique
Ce test se fait dans des conditions standard de 1’antibiogramme.
e Ensemencer sur le milieu gélose Muller Hinton de la méme fagon qu’un antibiogramme
standard.
e Déposer un disque d’AMC et un disque de C3G (CTX ou CRO) a une distance de 30 mm
(centre a centre)
e Laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure a la température ambiante (sur la
paillasse), la boite sera déposée couvercle vers le haut.
e Apres une heure d’incubation, oter le disque d’AMC et le remplacer par un disque de CTX ou
CRO (ou CAZ).
-Lecture
Le test du double disque est positif quand le diamétre d’inhibition autour de C3G, appliqué
apres diffusion du disque AMC est supérieur ou égal a Smm par rapport au diametre d’inhibition

autour du disque de C3G.

11.2.4.3 Test de biofilm
-Principe
Ce test consiste a utiliser la méthode gélose Rouge Congo pour indiquer la production de
biofilm gréce a une réaction qui se fait entre les exopolysaccahrides formés par les bactéries et le

Rouge Congo.
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-Technique
A partir d’une culture jeune, prélever quelque colonies isolées et identiques a 1’aide d’une pipette
Pasteur stérile. Ensemencer les colonies par 3 stries (du plus serré vers 1’éloigné). Incuber pendant 24
heures a 37°C.
-Lecture
Colonie noire avec cristallin de consistance seche : il y a production de biofilm. Colonie rouge :

absence de formation de biofilm.
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Chapitre I11. Résultats et discussion

I11.1. Etude Bacteériologique

111.1.1. Répartition des résultats selon les prélevements effectués

Sur un total de 52 échantillons provenant de I’environnement des différentes unités
composant le service de réanimation, 44 échantillons présentaient un trouble étaient positifs avec
un pourcentage de 84,62%. Tandis que, 8 prélévements étaient négatifs avec un pourcentage
del5.38% (Figure2).

M positive
L1 Négative

Figure 02 : Répartition des résultats selon les prélevements effectués.

La pertinence de ce taux positif a été mise en évidence, particulierement lorsqu’il s’agit des

services de réanimation a haut risque traitant des patients affaiblis.

Dans cette étude, nous avons rapporté un taux de 84,62% de cas positifs. Alors que les
travaux de Berrada et al., (2017), se rapportant a une étude prospective menée au laboratoire
régional de diagnostic épidémiologique et d’hygiéne du milieu (LRDEHM) de Fés, a partir
d’échantillons prélevés au Centre d’hémodialyse de ’hdpital Al Ghassani, dont les prélevements
ont touché les zones de traitement des patients, en privilégiant les endroits les plus proches d'eux
(les générateurs, les tables et les matelas). De plus, des prélevements ont été effectués sur les
objets fréquemment manipulés par les patients, tels que les télécommandes. Le taux de

contamination par les microorganismes €tait relativement élevé de I’ordre de 96 %.

Tandis que les travaux de Siddo et al., (2020) a Niger, ont rapporté un taux positif de
58,10%plus faible que celui trouvé dans cette étude. Par contre d’autres auteurs avaient rapporté
des taux de contamination beaucoup plus élevés grace a des techniques d’isolement plus
sensibles. C’est le cas de Meunier et al., (2005) a Strasbourg en France qui avait retrouve un

taux de contamination de 87%.
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111.1.2. Résultats selon ’examen macroscopique

Quatre groupes de bactéries ont été obtenus, pour le premier groupe, nous avons constaté
la présence des colonies de taille (2 — 3mm), de couleur jaune orangé, sur le milieu Hektoen. En
revanche, sur la gélose nutritive, les colonies étaient de couleur blanche et crémeuse, et quelques
colonies mauves et crémeuses étaient preésentes sur le milieu Chrom agar (Figure 03). Le
deuxiéme groupe présente des colonies jaune orangé, leur diametre est compris entre 0,6 et 1 um
sur le milieu Hektoen, tandis que sur la gélose nutritive, les colonies étaient blanchatres bombées
et muqueuses, alors que, sur le milieu Chrom agar les colonies étaient petites muqueuses et
bleues (Figure 04). Pour le troisieme groupe, des colonies de 2-3 mm jaune orangé ont été
observées sur le milieu Hektoen, tandis que sur la gélose nutritive, des colonies transparentes ont
été remarquées. (Figure 05). Une nappe a été observée sur la gélose nutritive dans le quatrieme
groupe et aucune croissance n’a ¢été¢ observée sur les autres milieux de culture utilisés

(Figure06).

Figure 03 : Aspect macroscopique de premier groupe : A. milieu Hektoen , B. milieu Nutritive.
C. milieu chromagar.

Figure 04:Aspect macroscopique de deuxieme groupe : A. milieu Hektoen, B. milieu Gélose

nutritive. C. milieu Chrom agar.
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Figure 05: Aspect macroscopique de troisieme groupe : A. milieu Hektoen, B. milieu Gélose nutritive. C.

milieu Chrom agar.

Figure 06 : Aspect macrospique de quatrieme groupe sur milieu Gélose nutritive.

111.1.3. Répartition selon la coloration de Gram

A partir des cultures bactériennes provenant des prélevements positifs (44). Nous avons
obtenu un nombre de 24 bactéries a Gram négatif avec un pourcentage de 54,5% et 20 bactéries a

Gram positif avec un pourcentage de 45,5% (Figure 07).

Gram
positive

45,50%

Figure 07 : Répartition des bactéries selon la coloration de Gram.

20



Chapitre I11. Résultats et discussion

En revanche, une étude realisée par Berrada et al. (2017) a trouvé des résultats légérement
différents. Leur recherche a montré que 84,9 % des bactéries étaient Gram positif, tandis que

15,1% étaient Gram négatif. Cela pourrait s’expliquer par le manque d’hygiéne.

D'autre part, I'étude de Ben Lahlou et al., (2020)au Maroc, 1’étude épidémiologique a
montré la prédominance des bactéries a Gram négatif par rapport aux bactéries a Gram positif.
Cette divergence peut étre attribuée a des variations dans des conditions climatiques et des

conditions d’hygiéne.

111.1.4. Résultats de I’identification biochimique

Les résultats de I’identification biochimique par les tests d’oxydase, catalase et la galerie
API 20E sont montrés dans les tableaux et les figures ci-dessous. Toutes les bactéries obtenues se
présentent sous la forme des bacilles a Gram négatif et ont réagi positivement pour le test de

catalase et négativement pour le test d’oxydase (Figure 08 et 09).

Figure 09 : Coloration de Gram de souches isolées G(x40)
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Le groupe 1 réagit positivement pour les tests : ONPG, VP, GLU, MAN, INO, RHA, SAC,
AMY, ARA. Et négativement pour les tests : ADH, LDC, ODC, CIT, H2S, URE, TDA, IND,
GEL, SOR, MEL. Le genre affilié est Pantoea spp (Figure 10).

Le groupe 2 réagit positivement pour les tests : ONPG, ADH, ODC, CIT, H2S, VP, GLU,MAN,
SOR, RHA, SAC, MEL, AMY, ARA. Et négativement pour les tests : LDC, URE, TDA, IND,
GEL, INO. L’espece affiliée est Enterobacter cloacae (Figure 11).

Le groupe 3 réagit positivement pour les tests : ONPG, CIT, VP, GLU, MAN, SOR, RHA,
SAC, MEL, ARA. Et négativement pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE, TDA, GEL,
INO, AMY. L’espece affiliée est Rahnella aquatilis (Figure 12).

Le groupe 4 d’aprés I’aspect macroscopique et microscopique le genre affilé est Proteus spp .

Figure 12 : Galerie Api 20F de Rahnella aqualitis.
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Tableau I11 : Résultats des galeries API20E des bactéries isolées.

Les tests
Espéces et Genres
ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | URE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA il
affiliées
Groupe
Groupe
+ - - - - - - - - + - + + + - + + - + + Pantoea spp
01
Groupe Enterobacter
+ + - + + + - - - + - + + - + + + + + +
02 cloacae
Groupe .
03 + - - - + - - - - + - + + - + + + + - + Rahnella aquatilis
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I11.1.5. Répartition des bactéries @ Gram négatifs isolées

Les bactéries a Gram négatif (BGN) représentent 54,5% (24) de l'ensemble des bactéries
isolées, parmi ces bactéries, 11 sont non entérobactéries avec un pourcentage de 45,8% et 13
entérobactéries avec un pourcentage de 54,2%.

Le tableau ci-dessous représente la fréquence des entérobactéries avec prédominance de
Pantoea spp. (38,5%), suivi par Enterobacter cloacae (30,8%), et Rahnella aqualitis et Proteus
spp.(15,3% pour chaque espéce) (Tableau 1V).

Tableau 1V. Fréquence des Bacilles @ Gram négatifs bactéries isolées.

Souches isolées Nombre Pourcentage
Pantoea spp. 5 38,46%
Enterobacter cloacae 4 30,76%
Rahnella aqualitis 2 15,38%
Proteus spp. 2 15,38%
Total 13 100%

Dans une étude menée par Méité et al., (2010) a Abidjan, il a été constaté que Klebsiella
pneumoniae était I'espece d'entérobactéries prédominante sur les surfaces hospitalieres.

D'apres I'étude de SiddoFarka et al., (2020) a Niger, les entérobactéries les plus
fréquemment retrouvées comprenaient Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae. Ces résultats pourraient étre attribués a la
fois aux conditions environnementales et aux milieux d'isolement utilisés. Lors d’une recherche
similaire menée par Gbessi et al., (2015) a Cotonou, ainsi que par Meitéet al., (2010)aucune
bactérie du genre Klebsiella, Salmonella ou Shigella n'a été isolée, contrairement a ce qui a été

observé par d'autres auteurs.
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111.1.6. Répartition des souches bactériennes isolées selon les sites de prélevements

Le tableau ci-dessous est récapitulatif de la répartition des souches selon les sites de

prélevements.

Tableau V: Répartition des bactéries isolées a partir des surfaces selon les sites.

Service de réanimation

Site de prélevements

Nombre des souches

Especes et Genres

bactériennes trouvées
Lit de malade 1 Pantoeaspp.
Tube de respiration 0 0
Seringue électrique 0 0
Table de scope 0 0
Interrupteur 0 0
La chambre 01 Lavabo 0 0
Robinet 0 0
Sache d’eau 1 Proteus spp.
Robinet de toilette
0 0
Slége de toilette 1 Proteus spp.
Poignée de porte 0 0
La chambre 02 Lit mobile de malade 0
Télécommande 0
Scope 0
Table et Scope 0
Lavabo 0
Tactile 0
Le tour de lit 0
Couvre de lit 0
La chambre 03 Table 0 0
Ecran de scope 1 Enterobacter cloacae
Seringue électrique 0 0
Air liquide 0 0
Table de malade 0 0
Lavabo 1 Enterobacter cloacae
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Tableau V (suite) : Répartition des bactéries isolées a partir des surfaces selon les sites.

La chambre 04 Poignée de porte 0
Moniteur EDAN 0
Poignet de lit 0
Cadre de la porte 0
Lit de malade 1 Enterobacter cloacae
Graine téte de lit 0
horizontal
Télécommande 0
La chambre 05 Lit de malade 0
Ecran moniteur 0
Table 3 2 Rahnella aqualitis +
Pantoea spp.
Moulage par 0
injection medicale
Le couloir Poignet de couloir 0
Lavabo humide 0
Table des produits 0
La chambre des Table des médecines 0
Médecins Lavabo 2 Enterobacter cloacae+
Pantoea spp
Télécommande 0
Paillasse 0
Préléevement de 6 prélévements 2 2 souches de Pantoea spp.

L’air
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En ce qui concerne les prélévements de I’environnement, 1’air ambiant, le matériel (lavabos
seches et humide, écran des scopes, lit, tables) et les surfaces, 13 entérobactéries ont été trouvées,
Pantoea spp. était le genre majoritairement isolé avec une fréquence de 38,46% suivi
d’Enterobactercloacae30,76% et 15,38% pour Rahnella aqualitis et Proteus spp. Une étude
effectué par Siddo et al.(2020) en Niger dans le bloc opératoire de I’Hopital National de Zindera
ont montré des résultats différents ; 9 entérobactéries, sur table d'opération, lavabo, deux faces
des portes et le Sol, les especes identifiées étaient Serratia marcescens 4,70%, Enterobacter
cloacae 4,70%, Enterobacter aerogenes 4,70%, Escherichia coli 2,30% et Klebsiella
pneumoniae 2,30%.

111.2. Antibiorésistance chez les bactéries isolées

111.2.1. Antibiorésistance chez Pantoea spp.
D’apreés le résultat illustré par la figure (13) les souches de Pantoea spp sont tres sensibles a

la C et NIT avec un taux de 100% (n=5), une sensibilité a la FOX, AX, AM, CZ avec un taux de
60% (n=3) et les IPM, AZT, AMC aux taux de 40% (n= 2), et une sensibilité a la CTX, KF, NA,
CAZ aux taux de 80% (n=4).

Une résistance importante 100% était observée vis-a-vis de la CTR, et AMC avec un
pourcentage 60% (n=3), une résistance de 40% (n=2) vis a vis de la FOX, AZT, AX, AM, CZ et
une résistance de 20% (n=1) vis a vis de la IPM, CTX, KF, CAZ, NA.

Concernant les souches a sensibilité intermédiaire lié a la IPM un taux de 40% (n=2), a été
noté, 20%(n=1) pour la AZT.

100%
90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0
IPM  C FOX AMC CTX AX AM CAZ NIT CZ NA CIR

=X

Hsensible Mrésistance M intermédiare

Figure 13: Taux de résistance des Pantoea spp. vis-a-vis des ATB testés.
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Figure 14 : Zone d’inhibition des antibiotiques testés contre Pantoea spp.

Une étude rétrospective similaire réalisée en Hongrie sur une période de 12 ans, du ler
janvier 2006 au 31 décembre 2017, a révélé des taux de résistance de 60% pour I'AMC et de
82,8% pour I'AM (Gajdacs, 2019). Parallélement, Fazaa et al., (2020) en Irak ont observé une
résistance elevée a l'aztréonam (81,8%), a la ticarcilline/acide clavulanique (89,09%) et a la
carbrncilline (83,6%).

Pantoea spp résiste naturellement aux céphalosporines de ler génération et certaine aux
céphalosporines de 2eme génération et aux aminopénicillines (I’amoxicilline associé ou non a

I’acide clavulanique) par la production de céphalosporinase AmpC (Robin et al., 2012).

111.2.2. Antibiorésistance chez Enterobacter cloacae :

Selon les résultats de 1’antibiogramme illustres par la figure (15) nous avons remarqué que
100% des souches d’Enterobacter cloacae étaient résistantes a I’IPM, C, CL, CZ, FOX, AMC,
CTX, CTR, AZT, KF, AX et AM. Concernant le CAZ, 50% des souches étaient résistantes, et
pour le NIT 25% étaient résistantes. Tandis qu’une sensibilité était observée vis-a-vis a la NIT
avec un taux de 50%.

De plus les souches a sensibilité intermédiaire lié a la CAZ un taux de 50% a été noté, 50%
pour la NA, et 25% pour la NIT.
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Figure 15: Pourcentage de resistance des Enterobacter cloacae vis-a-vis des ATB testés.

Figure 16 : Zone d’inhibition des antibiotiques testés chez Enterobacter cloacae.

D’aprés une étude qui vise & déterminer le profil de résistance aux antibiotiques chez les
entérobactéries uropathogénes en milieu pédiatrigue au CHU de Marrakech réalisée par
Moutachakkir et al.,(2014) , les résultats ont démontré que parmi2258 échantillons urinaires,
406 souches d’entérobactéries ont été isolées, E. coli était le germe le plus fréquemment isolé (55
%), suivi de Klebsiella pneumoniae (30 %), Enterobacter cloacae (9 %), Proteus mirabilis
(3,5%) et de diverses autres espéces (2,5 %): Citrobacter freundii, Morganella morganii,
Enterobacter aerogenes et Serratia marcescens.

Malgré sa faible fréquence d’isolement, E. cloacae a présenté les taux de résistance les plus
élevés pour la majorité des antibiotiques testés. 100 % des souches étaient résistantes aux AMX
et AMC, alors que 68% des souches avaient exprimé une résistance aux céphalosporines de 3

éme génération (C3G).
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111.2.3. Antibioreésistance chez Rahnella aqualitis:

D’apreés le résultat illustré par les figures (17 et 18), toutes les souches de Rahnella aqualitis
étaient sensibles pour le CTX, COT, C, IPM, TR et RIF et résistantes pour CN, alors que 50%
des souches étaient observées comme résistantes pour I’AM.

Des souches a sensibilité intermédiaire étaient observées vis-a-vis de ’AZT, CIP et NIT

avec un taux de 100% et pour I’AM avec un taux de 50%.

100%
90%
80%
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50%
40%
30%
20%
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CN

0%
IPM CTR COT AM AZT CIP NIT

CTX RIF
M Sensible M Résistante B Intermédiaire

Figure 17 : Pourcentage de résistance des Rahnella aqualitis vis-a-vis des ATB testés.

Figure 18: Zone d’inhibition des antibiotiques testés chez Rahnella aqualitis.

Des résultats ont été rapportés en France par Ruimy et al., (2010), montrent que les souches
de Rahnella étaient résistantes ou de sensibilité intermédiaire a toutes les b-lactamines testées a

I'exception de la ceftazidime et de I'imipénéme.
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De plus, selon Williames et al., (2015) toutes les souches de Rahnella etaient sensible aux
levofloxacin,ciprofloxacin, gentamicin, amikacin, ampicillin, cefepime, ceftriaxone, aztreonam,

imipenem, meropenem.

111.3. Test complémentaires

111.3.1. Répartition des entérobactéries productrices de BLSE selon le test double disque
Dans cette étude 69,23% (n=9) des bactéries sont des producteurs des BLSE ; 100% des
souches d’Enterobacter cloacae (n=4) sont des BLSE, 100% des souches de Pantoea spp (n=5)

sont des BLSE, alors que aucune souche de Rahnella aqualitis n’est BLSE.

Figure 19 : Test double disque.
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Figure 20 : Répartition des entérobactéries BLSE selon le test double disque
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Ces résultats sont différents a ceux rapportés dans des travaux antérieurs menés par Ango et

al., (2019) en Cote d'lvoire, ils ont trouve que 74,19% des entérobactéries (Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloaceae, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca)produisaient une béta
lactamase a spectre élargie EBLSE.

Dans tous les cas, il a été démontré que 1’émergence et la diffusion des souches bactériennes
multirésistantes dans I’environnement serait li¢ aux usages inappropriés des antibiotiques. En
plus, les mesures de décontamination semblent inefficaces dans les services de soins, et cela

contribuerait a I’émergence de ces Bactéries Multirésistantes dans I’environnement.

111.3.2. Test biofilm :

Une absence de formation de biofilm chez toutes les bactéries isolées (Figure 21).

Figure2l : Absence de la formation de biofilm chez les bactéries isolées sur le milieu Rouge

Congo.

Les biofilms sont reconnus comme des réservoirs de diversité génétique qui jouent un réle
crucial dans I'adaptation, I'évolution et la survie des bactéries dans des environnements hostiles.
(Hathroubi et al.,2017)

La présence du biofilm et de sa matrice d'exopolysaccharides (EPS) crée une barriére solide
qui restreint la diffusion des antibiotiques entre les cellules bactériennes. De plus, les polyméres
chargés de I'EPS peuvent également inactiver ou neutraliser I'action des antibiotiques (Lebeaux
etal., 2014)
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111.3.3. Test de synergie :

L’image de synergie « Bouchon de champagne » qui résulte d’une interaction positive entre
les deux antibiotiques (CTX-AMC) a été observée chez les Pantoea spp aux taux de 60% (n=4)
et est illustrée par la figure (22).

Figure 22 : Image de synergie (BLSE) observée chez pantoea spp.

Nos résultats se corroborent avec ceux du Koné et al., (2016), sur I’ensemble des souches
d’entérobactéries testées, 17,5% sont des souches productrices de B-lactamase a spectre étendu
(BLSE).

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont des enzymes produites par les bactéries qui
ont la capacité de décomposer certains antibiotiques, notamment les pénicillines et les
céphalosporines de diverses générations ainsi que l'aztréonam. Il s'agit d'un mécanisme de
résistance de type plasmidique, ce qui signifie qu'il peut étre transmis a d'autres bactéries. Par
conséquent, la présence de BLSE dans des souches pathogénes présente un risque majeur
d'inadéquation thérapeutique et d'échec du traitement. (Schwaber et Carmeli, 2007).
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Conclusion

Les infections nosocomiales en réanimation, notamment celles dues aux
entérobactéries, posent un défi majeur en raison de la gravité des patients, entrainant des
complications graves, des hospitalisations prolongées, des colts de soins élevés et des

déces possibles.

Notre étude nous a permis de déterminer la prévalence des entérobactéries les plus
retrouvés dans le service de réanimation avec un taux de 54,2% : Enterobacter, Panteoa et
Rahnella ainsi que leur profil de résistance. Ces bactéries ont été isolées des différentes
surfaces les plus proches des patients. Les résultats montrent que la fréquence d’isolement
est importante pour les Pantoea spp. avec un taux de 38%, suivi par 30,76 % Enterobacter
cloacae et 15, 38% de Rahnella aqualitis.

Les sites les plus contaminés sont ceux qui se retrouvent en contact avec les
patients, représentés essentiellement par le lavabo séche et humide, écran scope, lits, les

tables, et 1’air ambiant des chambres malades.

D'aprés les résultats de I'antibiogramme des souches isolées, toutes les souches de
Pantoea spp présentent une résistance de 100% aux CTR, une résistance de 60% aux AMC,
et une resistance de 40% aux FOX, AZT, AX, AM, et CZ. De plus, une résistance de 20%
est observée pour les IPM, CTX, KF, CAZ et NA. Pour Enterobacter cloacae 100% sont
résistance aux IPM, C, CZ, FOX, AMC, CTX, CTR, AZT, KF, AX, AM et une résistance
de 50% pour CAZ et 25% vis-a-vis la NIT. Quant a Rahnella aqualitis, toutes les souches

montrent une résistance totale (100%) aux CN et une résistance de 50% vis-a-vis de la AM.

Concernent la sensibilité des bactéries aux antibiotiques, la totalité des souches
Pantoea spp et Rahnella aqualitis étaient sensible a Chloramphénicol.

En ce qui concerne les tests complémentaires, toutes les souches d'Enterobacter
cloacae et de Pantoea spp se révelent productrices de BLSE, tandis qu'aucune souche de
Rahnella aqualitis ne produit de BLSE.

Lors du test de formation de biofilm, aucune des souches d'entérobactéries isolées

n'a démontré la capacité de former un biofilm.

L’antibiorésistance est un probléme sérieux dans les services de réanimation. En
mettant en place des mesures de prévention et de controle des infections strictes, en
favorisant une utilisation prudente des antibiotiques et en soutenant la recherche de
nouvelles thérapies, il est possible de réduire I'impact de I'antibiorésistance sur les patients
en réanimation.

Compte tenu des limites de cette étude, notre recherche a révelé la présence des

especes qui sont relativement pathogenes dont les maladies causées par ces bactéries ne
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sont pas vraiment graves ou mortelles de sorte que leur traitement par les antibiotiques est
toujours disponible.

D’une facon générale, lI'analyse a permis de constater que I'état du service de
réanimation est bien contr6lé du c6té prévention et stérilisation qui est pratiguement
continue et soit des surfaces en utilisant les nettoyants désinfectants soit de l'air par
I'inactivation des cellules vivantes en utilisant le rayonnement ultraviolet de courte
longueur d'onde une forte action bactéricide).

Pour faire face a ce probléme, les services de réanimation doivent mettre en ceuvre
des mesures de prévention et de contr6le des infections plus rigoureuses. Cela peut inclure
des pratiques telles que le lavage des mains régulier, l'utilisation appropriée des
équipements de protection individuelle, la désinfection des surfaces et la mise en place de
protocoles pour la prescription d'antibiotiques.

En perspective, nous nous proposons :

v Des études génotypiques sur les mécanismes de résistance bactérienne pour les
souches isolées.

v Elargir et augmenter le nombre des prélévements a d'autres services de I'ndpital.

v" Améliorer les méthodes d'isolement en utilisant des milieux de culture plus sélectifs
pour une meilleure identification des bactéries résistantes.

v' Réaliser plusieurs tests complémentaires afin d'approfondir [I'étude et la

compréhension des mécanismes de résistance.
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Annexes

Annexe 01 : Verreries

Figure 23 : Verreries utilisées dans les protocoles : Boite pétrie, Ecouvillon, Anse en platine,

Tubes a essai stérile, Lames et lamelles, Pince métallique, Api 20F, Pied a coulisse, Pipette

pasteur stérile.

Annexe 02 : Appareillage

Figure 24 : Appareilles utilisées dans les protocoles : Etuve, Autoclave, Microscope optique,

Agitateur, Bec Benzen
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Annexes 03: les milieux de culture
» BHIB (Brain Heart Infusion) (bouillon cceeur-cervelle) :

Ingrédients Gramme/litre
Digestion enzymatique de 1009
tissus animaux

Infusion De Cervelle De Veau 12.5g

Déshydratee

Infusion de coeur de boeuf 509
déshydraté

Glucose 209
Chlorure de sodium 50¢g
Hydrogén 25¢g

ophosphate de sodium

» Gélose nutritive :

Compositions g/l
Peptone 10
Extrait de viande 3
Extrait de levure 3
Chlorure de sodium 5
Agar 18
pH 7.3
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> Gélose Hektoen :

Composition g/l
Peptone pepsique du viande 15
Extrait de viande 3
Extrait de levure 3
Chlorure de sodium 5
Sels biliaires 4
Lactose 12
Salicine 2
Saccharose 12
Fuchsine acide 0.1
Bleu de Bromothymol 0.065
Agar 18
Ph 7.3

» Gélose Muller Hinton :
Composition g/l

Hydrolysate de Caséine 17

Extrait de viande 3

Amidon 1,5
Agar 16
pH 73
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» Milieu Rouge Congo :

Composition o/l
BHIB 37
Saccharose 50
Gélose 10
Rouge congo 8

Annexe 04 : Colorants, solution et réactifs

- Lescolorants : (pour coloration de gram)

Figure 25 : Colorants utilises dans la coloration de Gram Violet de gentiane,

Lugol, Alcool, Fuchsine
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- Lessolutions et les disques utilisés :

Figure 26 : Disques d’oxydase et eau oxygénée

- Les réactifs d’Api 20E :

Figure 27: Reactifs utilises dans la galerie TDA, VP1, VP2, Kovacs.
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