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Résumé

L'objectif principal de notre étude était d'isoler et d’identifier des souches d’E.coli
associées aux infections nosocomiales par 1’étude de divers prélevement pathologiques (urine,
pus, LCR,...) chez des patients hospitalisés au niveau de différents services de 'THMRU de
Constantine (réanimation, médecine interne, chirurgie générale,...), et la détermination de la
place d’E.coli dans les infections nosocomiales ainsi que I’étude du comportement de
I’ensemble des souches vis-a-vis des antibiotiques testés afin d’évaluer le profil de résistance

de ce pathogéne.

L’étude des caractéres biochimiques a révélé 299 échantillons positifs a E coli. Les
résultats épidémiologiques montrent que les services les plus touchés par les infections
nosocomiales sont la médecine interne (17,2%) suivi par le service de chirurgie orthopédique
(16,7%) et le service de réanimation (14,5%). Ces germes sont principalement isolés a partir
du pus du site opératoire (50,3%) et des urines (29,4%). Geéneralement, les entérobacteries
occupent la premiére place dans tous les prélevements (33 ,3%), alors qu’E.coli est la plus

fréquente en néphrologie (32,8%) et en pédiatrie (27,4%).

Au cours de notre travail nous avons également constaté qu’E.coli prédomine dans les
infections urinaires avec un taux de 63,2 % et occupe la premiére place (14%) dans le service
de médecine interne, la deuxieme place (11,7%) dans la chirurgie générale et la troisieme

place (11,4%) dans la pédiatrie.

L’étude de la résistance des souches d’E.coli aux différents antibiotiqgues montre que
le niveau de résistance était plus faible pour les aminosides (gentamicine et tobramycine)
(17%), pour I’imipenéme et la Colistine (0 %), par contre des taux élevés de résistance (90 %)
ont été remarqué pour les p-lactamines (I’ampicilline et la ticarcilline) et le
triméthoprime/sulfaméthoxazole (95 %), dont il faut tenir compte en mettant en place une

stratégie de prévention active dans les hépitaux.

Mots clés : Infections nosocomiales, Escherichia coli, Infection urinaire, résistance aux

antibiotiques.



Summary

The main objective of our study is to isolate and identify the strains of E. coli associated with
nosocomial infections through the study of various pathological specimens (urine, pus, CSF,
...) In patients hospitalized in various services of Constantine HMRU (resuscitation, internal
medicine, general surgery, ...), and The determination of the place of E. coli in nosocomial
infections and the study of the behavior of all the strains with respect to the antibiotics tested

in order to evaluate the resistance profile of this pathogen.

The study of biochemical characteristics revealed 299 E. coli positive samples.
Epidemiological results show that the services most affected by nosocomial infections are
internal medicine (17.2%) followed by orthopedic surgery (16.7%) and resuscitation (14.5%).
These germs are mainly isolated from the pus of the surgical site (50.3%) and urine (29.4%).
In general, enterobacteria occupy the first place in all samples (33.3%), whereas E. coli is the
most frequent in nephrology (32.8%) and pediatrics (27.4%).

In the course of our work we also found that E. coli predominates in urinary tract infections
with a rate of 63.2% and occupies the first place (14%) in the internal medicine department,

the second place (11.7%) in general surgery and the third place (11, 4%) in pediatrics.

The study of the resistance of E. (Gentamicin and tobramycin) (17%), imipenem and colistin
(0%), on the other hand, high resistance levels (90%) Was observed for 3-lactams (ampicillin
and ticarcillin) and trimethoprim / sulfamethoxazole (95%). The study of the resistance of E.
Coli to antibiotics, shows a multidrug resistance, which must be taken into account by setting

up an active prevention strategy in hospitals.

Key words: Nosocomial infections, Escherichia coli, Antibiotic resistance
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Introduction

Les infections nosocomiales représentent aujourd’hui un probleéme majeur de santé
publique a I’échelle mondiale, étant responsable d’une lourde morbidité (Hamza, 2010).de
mortalité et de surcofit important ; elles restent une préoccupation croissante au niveau de
I’hopital par leur impact a la fois humain et économique (Mchich, 2002).

Le risque de contracter une infection a 1’hdpital a toujours existé et ce risque s’est accru avec
I’évolution des pratiques de soin et de recrutement des patients. La pratique de soins plus
efficaces mais souvent plus invasifs s’est accompagnée d’une possibilité de contamination par

des microorganismes d’origine endogene ou exogene (Astragneau, 1998 ; Zeroual, 2012).

L’usage des dispositifs médicaux est important dans le traitement des maladies
chroniques. L’implantation temporaire d’un cathéter vasculaire, d’une sonde vésicale ou
d’une sonde endotrachéale peuvent étre associée a des infections, dues a la multiplication

bactérienne sur ces dispositifs implantables (Amara et Khaldi, 2015).

L’examen microbiologique permet d’identifier les pathogeénes responsables des
infections, et de déterminer leur sensibilité aux antibiotiques. Cela permet de choisir le
traitement adapté pour chaque patient. La difficulté des traitements liée a la multi-résistance
bactérienne (Dubos, 2012) vue [lutilisation extensive et fréquemment abusive des
antibiotiques couplée a un déséquilibre dans 1’hygiene hospitaliere, permet a ces infections

une évolution fulgurante traduisant ainsi plusieurs épidémies (Amara et Khaldi, 2015).
Notre travail consiste a étudier la place d’E.coli dans les infections nosocomiales.
L’échantillonnage a été réalisé au sein du laboratoire de microbiologie-parasitologie de

I’hopital militaire régional universitaire de Constantine (HMRU de Constantine).

Afin d’atteindre nos objectifs, nous avons procédé a :

> L’isolement et purification des souches d’entérobactéries responsables des infections
nosocomiales.
> L’identification des souches d’E. coli par :

- Examen microscopique,
- Galerie biochimiques classique,

- Galerie miniaturisée de type API 20 E,
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- Etude de leurs profils de résistance aux antibiotiques.

> Etudier I’aspect épidémiologique des infections nosocomiales.
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Revue bibliographique

Chapitre 1 : Les infections nosocomiales

. Historique

Les infections dites nosocomiales (du grec nosos, maladie, et komein, soigner, et
par extension, du latin nosocomial, hopital) ont existé depuis que 1’on regroupe

géographiquement les malades pour tenter de leur porter assistance.

Dés le milieu du 19°™ siécle, des progrés majeurs ont été réalisés pour limiter le
développement d’infections hospitaliéres. En 1846, le docteur Ignaz Semmelweis observe
que les fievres puerpérales sont quatre fois moins fréquentes si les accouchements sont
effectués par des sages-femmes que des carabines qui pratiquent également des autopsies,
en leur imposant une désinfection des mains avant I’accouchement, la mortalité par

fievre puerpérale est passée de 11,4 a 1% (Astragneau, 1998 ; Zeroual, 2012).

Les travaux de Louis Pasteur et de Robert Koch ont permis de comprendre la nature et les
modes de transmission des maladies infectieuses, ceci aura pour conséquence le
développement des techniques d’isolement visant a interférer avec les divers modes de

transmission des agents infectieux.

En 1942, Alexander Fleming découvrait la pénicilline. Depuis cette date, les antibiotiques
ont amené un vent d’optimisme et d’euphoric qui laissa croire que la pathologie
infectieuse, hospitaliere ou non, pourra aisément étre maitrisée (Gardier, 2002). Des la fin
des années cinquante, on a vu l’apparition des épidémies dévastatrices d’infections
hospitalieres a staphylocoques dorés résistants a la pénicilline (Gardier, 2002).Ceci va
susciter un regain d’intérét pour les infections hospitalieres. En effet, si le renforcement
des mesures d’hygienes et la découverte de la pénicilline résistante aux pénicillinases vont
permettre de mieux contrdler les infections a staphylocoques dorés, d’autres agents, avant
tous les bacilles Gram négatif (BGN) mais aussi toutes sortes de bactéries ou de
champignons jugés jusqu’alors non pathogenes vont prendre le relais et étre a I’origine des
infections hospitali¢res observées aujourd’hui. Ces infections sont difficiles a controler car
ces agents appartiennent le plus souvent a la flore normale du patient et leur résistance ne
fait que s’¢largir parallélement au développement des nouveaux antibiotiques (Ambrose et
al., 1998).



Revue bibliographique

2.

3.1

>

Définition

L'infection se définit par I'envahissement de l'organisme par un agent étranger,
comme une bactérie ou un virus, provoquant un état pathologique par une lésion des
cellules locales, une libération de substances toxiques ou par une réaction intracellulaire
germe-anticorps (Raisin, 2009 ; Kaoutar et al. ,2004 ; Abesaid et al.,1999 ; Marfi, 2014).

On appelle infection nosocomiale ou infection hospitaliere une maladie infectieuse
(bactérienne, fongique, parasitaire, virale) identifiable par la clinique ou le laboratoire et
acquise dans une structure de soins (Delmont et al.,2016).

Une infection nosocomiale est une infection acquise a I’hdpital par un patient admis pour
une raison autre que cette infection. On parle actuellement d’infection associée aux soins
(TAS), infection survenant chez un patient a I’hdpital ou dans un autre établissement qui a
subi des soins en ambulatoire dans la structure de soins, soit un personnel soignant dans le

cadre de son activité professionnelle (Cahn et al., 2002 ; Zeroual, 2012).

En contexte chirurgical une infection du site opératoire (ISO) survenant dans les 30 jours
suivant le geste chirurgicale est considérée comme nosocomiale (Bouvet et al.,1989 ;
Popi, 2003 ; Schaffner, 2005 ; Zeroual, 2012).

. Agents pathogénes

Les bactéries, les virus, les parasites et les champignons peuvent étre responsables
d’infections nosocomiales, cependant les bactéries sont les germes les plus fréquemment
incriminées. Elles sont responsables dans 90% a 95% des cas (Baroud etal., 1998 ;
Mchich, 2002 ).

Bactéries

Les bactéries aérobies ou aéro-anaérobies facultatives représentent la quasi-totalité
des espéces bactériennes responsables des infections hospitaliéres (Ducel et al., 2002). On
distingue :

Les bactéries commensales présentes dans la flore normale des sujets en bonne santé.
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Elles jouent un role protecteur significatif en empéchant la colonisation par
des microorganismes pathogénes. Certaines bactéries commensales peuvent provoquer
une infection si les défenses immunitaires de I’hote sont affaiblies. Par exemple, les
staphylocoques cutanés  coagulase-négatifs provoquent des infections sur cathéter
vasculaire et les E. coli présentes dans I’intestin sont la cause la plus courante

d’infections urinaires.

Les bactéries pathogénes ont une virulence plus élevée et provoquent des infections

(sporadiques ou épidémiques) quel que soit 1’état immunitaire de 1’h6te. Par exemple :

- Les bacilles anaérobies a Gram positif (par exemple Clostridium) provoquent la

gangréne.

- Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus provoque une grande variété
d’infections pulmonaires, osseuses, cardiaques et sanguines et resiste fréquemment aux

antibiotiques.

- Bactéries a Gram négatif : les entérobactéries (par exemple Escherichia coli, Klebsiella,
Proteus, Enterobacter, Serratia marcescens) peuvent coloniser certains sites lorsque les
défenses immunitaires de 1’hote sont affaiblies (site d’insertion d’un cathéter, d’une
canule, sonde urinaire) et provoquer des infections graves (infection du site opératoire,
infection pulmonaire, bactériémie, infection du péritoine). Elles peuvent également étre

hautement résistantes.

- Les microorganismes a Gram négatif comme Pseudomonas spp. sont souvent isolés dans
I’eau et les milieux humides. Ils peuvent coloniser les voies digestives des patients

hospitalisés.

Plusieurs autres bactéries représentent un risque spécifiguement hospitalier. Par exemple,
les diverses espéces de Legionella peuvent provoquer des pneumopathies (sporadigues ou
endémiques) par inhalation d’aérosols impliquant de 1’eau contaminée (climatisation,

douches).
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3.2.

3.3.

Virus

Il existe une possibilité de transmission nosocomiale pour de nombreux virus,
notamment ceux des hépatites B et C (transfusions, dialyse, injections, endoscopie), le
virus respiratoire syncytial, les rotavirus et les entérovirus (transmis par contact main
bouche et par voie féco-orale). D’autres virus comme le cytomégalovirus, le VIH, le virus
Ebola, les virus
grippaux, les virus de I’herpes et le virus varicelle zona, sont également transmissibles
(Ducel et al., 2002).

Parasites et champignons

Certains parasites (par exemple Giardia lamblia) se transmettent facilement chez
I’adulte et I’enfant. De nombreux champignons sont des agents opportunistes et
provoquent des infections en cas de traitement antibiotique prolongé et
d’immunodépression sévere (Candida albicans, Aspergillus spp, Cryptococcus
neoformans, Cryptosporidium). Ils sont une cause majeure d’infection généralisée
chez les patients immunodéprimés. La contamination de ’environnement par des germes
aeroportes comme Aspergillus spp. présent dans les poussiéres et le sol (Ducel et al.,
2002).

. Modes de transmissions

La plupart des infections nosocomiales sont secondaires a la réalisation d’un geste
invasif chez le patient en créant une porte d’entrée pour les micro-organismes présents
dans I’environnement proche : peau du patient, mains du personnel, matériel ou dispositif
invasif. C’est ainsi que la grande majorité des infections nosocomiales sont consécutives a
un geste chirurgical (incision, ouverture de la peau et d’organes habituellement stériles ou
non), ala  pose d’une sonde vésicale, d’'un cathéter veineux, d’un cathéter artériel,
d’un tube endotrachéal (Jean et al., 2016). Il existe quatre voies principales de
pénétration des germes des infections nosocomiales. Ce sont la voie centrale, la plaie

opératoire, la voie respiratoire et la voie parentérale (Chaouki, 1995 ; Mchich, 2002).
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4.1. Infections d’origine endogéne

lIs font partie de la flore commensale du patient (Figure 1) (Horan et
al.,2008 ; Thibault , 2011).

-Respiratoire
-Gastro-intestinale
-Urinaire

Meodification de la flore par contact
avec l'environnement

Figure 1 : Infections d'origine "endogéne"
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4.2. Infections d’origine exogene

Le patient a été en contact avec des microorganismes pathogenes au cours de
I’hospitalisation (Figure 2) (Horan et al., 2008 ; Thibault , 2011).

Visiteur
-infecté
-colonisé

-eau, air, aliment
-appareils,
- -instruments

Figure 2 : Infections d'origine “"exogene
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5. Facteurs de risque

De nombreux facteurs favorisent I’infection chez les patients: une immunité
affaiblie, la variété croissante des interventions et des gestes invasifs qui peuvent ouvrir
la voie a I’infection, et la transmission de bactéries résistantes aux médicaments au sein
d’hdpitaux surpeuplés, souvent facilitée par I’insuffisance des précautions de lutte contre

I’infection.

5.1. Facteurs liés a I’hote

5.1.1. Age

Les taux des infections nosocomiales sont plus élevés chez les personnes agees
(Jarvis et al., 1991). Une étude réalisée par Gross aux Etats-Unis (Définition des infections
nosocomiales, 1994) montre que 10% des patients ont plus de 70 ans, mais 43% des cas
cumulent des infections nosocomiales entre les sujets de plus de 85 ans et ceux agés de 18
a 24 ans, le risque d’infections postopératoires est multiplié par deux, de pneumopathie ;
par trois, d’atteintes urinaire ou septicémiques ; par cinq pour les nouveaux nés, 1’élément
déterminant est le poids de naissance, en particulier s’il est inférieur a 1000 g voire a

15009 (Leroy, 1998 ; Mchich, 2002 ).

5.1.2. Sexe

Concernant les infections nosocomiales urinaires, le risque est deux fois plus

¢levé chez la femme, alors que le risque de bactériémie est plus élevé chez I’homme

(Mchich, 2002).

5.1.3. Etat immunitaire

L’incidence des infections nosocomiales croit énormément avec I’immunodépression.
Certaines situations ou le malade présente naturellement une immunodépression, c’est le
cas des vieillards, des diabétiques, des obéses, des dénutris, des patients ayant une
insuffisance rénale ou hépatique, des brilés, des éthyliques et des cancéreux (Avril et al.,

1989). D’autres situations ou les patients présentent une

9
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immunodéficience acquise : il s’agit des sidéens, des opérés, des transplantés, des

irradiés, des malades sous immunosuppresseurs (Macki et al., 1977 ; Mchich, 2002).

5.2. Facteurs liés a ’environnement

L’environnement comprend les divers appareillages d'assistance respiratoire
('humidificateur, respirateur...), les lavabos, les instruments & visée diagnostique ou de
soins (stéthoscopes ; tensiometre...), les liquides perfusés et les tubulures, la nourriture et
I'air ambiant (Zeroual, 2012).

6. Services a risque

L’incidence des infections nosocomiales est différentes selon les secteurs
d’hospitalisation, ainsi les unités de réanimation ou les services de soins aux personnes
agées ont une incidence plus élevée (Carlet et al.,1989); au niveau des unités de soins
intensifs polyvalents ; elle est estimée a environ 20%.Dans les unités de réanimation-
néonatale, elle varie entre 5,2 et 24,6%.de méme selon les différentes spécialités une
dispariteé est observée : pour la réanimation 30% , la médecine 7% , la chirurgie 7% ,la
pédiatrie 3,8% , la psychiatrie 2,7% , pour le moyen sejour 10,2% , et le long sejour 8,4%
(Mchich, 2002).

7. Mode d’expression épidemiologique

Certaines infections nosocomiales, par exemple les gastro-entérites a salmonelle
évoluent presque exclusivement sur un mode épidémique par contre les infections
urinaires, les surinfections des plaies opératoires sont surtout responsables de I'endémie
hospitaliére. De la méme maniére, certains micro-organismes sont souvent impliques dans
les infections endémiques (E. coli, Enterococcus, Pseudomonas, Proteus, klebsiella), et

d'autres dans les infections épidémiques (virus de I'népatite B, Salmonella, Serriatia...).

Les agents pathogénes a l'origine des infections endémiques et épidémiques sont : E. coli,
Enterococcus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas, Proteus, Klebsiella, Enterobacter,
Streptococcus pyogenes, Serratia, Salmonella, et virus de I'népatite B (Tasseau et al., 1989
; Zeroual , 2012).

10
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On peut schématiquement invoquer quatre facteurs principaux qui forment la trame

épidémiologique des infections hospitaliéres :

1- La présence des malades dont les défenses immunitaires locales ou générales sont plus

ou moins fortement déprimées, les rendant particulierement réceptifs aux infections.

2- La présence, chez de nombreux malades, de portes d'entrées anormales pour les
bactéries : plaies opératoires, cathétérismes, sondages, endoscopies etc. Toutes ces

interventions peuvent étre a l'origine d'infections iatrogenes.

3- La pression exercée par les antibiotiques est particulierement marquée dans le milieu
hospitalier et entraine la sélection de souches resistantes. L'équilibre de I'écologie
bactérienne s'est ainsi modifié dans le milieu hospitalier et on peut parler de
véritables "souches hospitalieres”. Outre leur résistance aux antibiotiques, les principaux
constituants de ces flores hospitaliéres sont aussi caractérisés par une résistance assez

grande dans le milieu extérieur.

4- Le caractere multidisciplinaire de la médecine hospitaliere actuelle, multipliant le
nombre de personnes différentes en contact avec le patient et multipliant le nombre
d'examens techniques qu'il doit subir, est également générateur de risques infectieux et

facilite la transmission des microorganismes (Delmée, 2003).

11
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Chapitre 2 : Escherichia coli

1. Définition

Escherichia coli appelée aussi colibacille, est une bactérie en forme de batonnet,
Gram négatif, présente de fagon naturelle dans le tube digestif de I'étre humain et de
nombreux animaux. Elle est en temps normal non pathogene, mais peut le devenir dans
certaines conditions. E. coli posséde un génome a ADN double brin circulaire de 4,6
millions de paires de bases, qui est entierement séquencé (Université Pierre et Marie
Curie, 2003).

2. Historique

E. coli a éte mise en cause pour la premiere fois dans I'étiologie de l'entérite
infantile lorsque Théodore Escherich isola ces micro-organismes lors de cas de diarrhée de
nourrissons en 1885. Durant les années 1920 et 1930, plusieurs chercheurs essayerent
d'identifier les types spécifiques d’E. coli responsables des entéropathies, mais aucun
progres significatif ne fut réalise jusqu'a la mise au point par Kauffmann, dans les années
1940, d'un schéma de sérotypes préecis (Who, 1980).Ainsi, a partir des années 1950, de
nombreuses souches d’E. coli appartenant a des sérotypes particuliers ont été répertoriées,
chez I’homme comme chez 1’animal, comme étant des souches pathogenes responsables
d’affections variées allant d’une simple diarrhée a des infections systémiques séveres
voire mortelles) (Kaper et al.,2004; Levine et al., 1987 ; Nataro et al., 1998 ; Amadou,
2013).

3. Classification et caractéres bactériologiques

E. coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles a coloration
Gram négatif, mobiles par flagelles péritriches ou immobiles, non sporulés, aérobies ou
anaérobies facultatifs, produisant de ’acide a partir du glucose (généralement avec
production de gaz), catalase (+), oxydase (-), réduisent les nitrates en nitrites, une capsule

est souvent présente (Université Pierre et Marie Curie, 2003; Diallo ,2013).
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Le genre Escherichia comprend cing espéces : E. coli, E. cergnosni, E. cermannie, E.
culneries et une espéce trés rare E. clattae. Il s’avére important de souligner que les
membres d’une méme espéce présentent habituellement plus de 70% d’homologie

génomique alors qu’entre especes différentes, I’homologie est inférieure a 60%.

Chaque espéce d’Escherichia possede des caractéristiques biochimiques spécifiques,

permettant ainsi de les différencier (Tableau 1) (Vimont, 2007).

Le premier systeme permettant la reconnaissance et une classification des souches de
I’espéce E. coli fut la détermination des serotypes, c’est-a-dire une combinaison de

certains antigénes de surface (Amadou Diallo, 2013).

Classification d’Escherichia : - régne :Procaryotae
- domaine :Bacteria
- phylum :Proteobacteria
- classe :Gammaproteobacteria
- ordre :Enterobacteriales
- famille :Enterobacteriaceae
- genre :Escherichia

- espéce :Escherichia coli.

13
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Tableau 1 : Principaux critéres différentiels des especes du genre Escherichia (E. coli,

E. hermanii, E. vulneris, E. fergusonii).

Caractéristiques E. coli non E. coli E. hermanii E. vulneris E. fergusonii
0157:H7 0157:H7

Indole + + + - +
Pigment jaune - - + (+) -
LDC (+) +) - + +
oDC +/- +/- - - +
B-xylosidase - - - + ;
B-glucuronidase (+) - - - -
Sorbitol + - - - -
Malonate - - - + .
Adonitol - - - - +

(+), positif avec la majorité des souches ; +/-, positif ou négatif selon les souches; LDC, Lysine
Décarboxylase ; ODC, Ornithine Décarboxylase
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4, Habitat

E.coli est un commensal du tube digestif de I'hnomme et de nhombreux animaux. Il
représente a lui seul la plus grande partie de la flore bactérienne aérobiede l'intestin
(espéce aérobie dominante) a raison de 108 bactéries par gramme de féces (flore totale :
10! & 10%2 bactéries par gramme) (Université Pierre et Marie Curie, 2003). A ce titre E.
coli, et plus largement les coliformes thermotolérants, sont recherchés dans les aliments
comme indicateurs de contamination fécale, leur présence fournit ainsi une indication sur
une éventuelle contamination de 1’aliment par des bactéries pathogénes d’origine digestive

(Salmonella thyphimurium, E. coli O157:H7...) (Vimont, 2007).

5. Antigenes et stéreotypage

Les caractéres antigéniques d’E. coli permettent de reconnaitre différents
sérotypes. L antigéne somatique O est contenu dans les lipopolysaccharides présents sur la
paroi bactérienne des enterobacteries. Plus de 176 antigénes somatiques différents ont été
identifiés. L’antigéne flagellaire H est de nature protéique entrant dans la structure du
flagelle permettant la mobilitéde la bactérie. L antigéne de surface K est présent de fagon
inconstante mais bloque I’agglutinabilité¢ de I’antigéne O et donc le sérogroupage lorsqu’il
est présent.L’identification des antigénes et sérogroupes a permis de différencier des
souches pathogenesdes souches commensales. En effet, certains sérotypes ne sont jamais,
ou rarement, associés ades maladies tandis que d’autres le sont trés fréquemment (Beutin,

1999 ; Orskov et al.,1984 ; Diallo, 2013).
6. Pouvoir pathogene d’Escherichia coli
6.1. Facteurs de virulence chez E.coli
Les souches E. coli pathogénes portent des genes particuliers (génes de virulence)
qui codent pour des facteurs de virulence intervenant a toutes les étapes du processus

infectieux.

- des adhésines qui permettent a la bactérie d’adhérer et de coloniser un tissu cible (ex

épithélium intestinale). Les adhésines pili et fimbriae se trouvent chez tous les pathovars
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excepté chez EIEC, qui est phylogénétiquement tres proche du genre Shigella.

- des structures de surface qui permettent de résister au systéme de défense immunitaire
(protéines membranaires comme |’intimine, capsules polysaccharidiques ou protéiques),
par exemple la capsule sert de protection contre le complément ainsi qu’a
I’évasion de la phagocytose. Intimine est une protéine de la membrane externe, joue un

role dans I’attachement des E. coli aux cellules épithéliales

- des toxines, enterotoxines (diarrhées), endotoxines (choc toxique au cours des
septicémies), shigatoxines (diarrhées sanglantes et complications de type syndrome
hémolytique urémique), cytotoxines (destruction de certaines cellules). De plus certains
groupes d’E.coli produisent des toxines particulieres : les entérohémolysines des
EHEC, les entérotoxines et les cytotoxines des EIEC, les toxines stables des EAEC. Le
mode d’action de ces toxines peut étre subdivisé€ en plusieurs groupes suivants : facilitant
I’invasion tissulaire, lysant les cellules de 1’hote (hémolysine a), bloquant la synthese

proteique (shigatoxines) ...

- des systémes de captation du fer. Le fer est indispensable au métabolisme bactérien. Des
systétmes de défense naturels capturent le fer pour qu’il ne soit pas utilisable par les
bactéries. Celles-ci produisent des composes (sidérophores) qui déplace le fer et le

conduise vers leurs membranes ou il est capturé

- des systémes de secrétions permettant la secrétion de facteurs protéiques dans
I’environnent bactérien, des invasines qui permettent la colonisation intracellulaire
(cellules epithéliales, macrophages). Exemple : le systéme de sécrétion de type Il (T3SS)
est crucial pour la virulence d’E.coli, il se compose d’une vingtaine de protéines
formant une seringue permettant I’injection de protéines du cytoplasme de la bactérie

directement dans la cellule de ’hdte infecté.
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6.2. Pathotypes ou pathovars

La majorité des souches d’E.coli sont commensales, mais certaines ont acquis des
facteurs de virulence qui les rendent pathogénes au niveau intestinal ou extra-intestinal.
Ces souches ont développé différents modes d’interaction avec leur hote se traduisant par

des signes cliniques variés. Il existe deux grands groupes de souches pathogénes d’E.coli :

- les E. coli a I’origine de pathologies extra intestinales : infections urinaires, infections

génitales, infections des plaies (nosocomiales)...

- les E. coli a I’origine de pathologies intestinales (diarrhéiques).

6.2.1. Pathovars a I’origine des infections intestinales

Ils sont classées en six pathovars différents suivant les infections qu’elles sont

capables d’entrainer (Figure 3).

6.2.1.1. Les E. coli enterotoxinogenes(ETEC)

Les ETEC aux entérocytes grace a des pili. La pathogénicité est liée a la sécrétion
de deux types de toxine, une toxine thermostable ST et une thermolabile LT. Cette
infection se caractérise par une diarrhée aqueuse aigué chez les enfants moins de 3 ans

dans les pays en  voie de développement.

6.2.1.2. Les E. coli entéropathogénes (EPEC)

Les EPEC sont responsables de diarrhées infantiles et sont la principale cause de
mortalité dans les pays en voie de développement. Lors de I'infection apparaissent des
lésions d’attachement/effacement (AE), définies par un attachement de ces bactéries sur
les cellules intestinales, et par un effacement des microvillosités, intestinales et par
I’adhérence de D’intimine entre les bactéries et la membrane cytoplasmique des

entérocytes.
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6.2.1.3. Les E. coli entérohémorragiques (EHEC)

Les EHEC sont capables d'adhérer aux entérocytes, Iésion « d'attachement-
effacement », induisent des colites hémorragiques chez I’homme, et qui, particuliérement
chez les enfants, peuvent se compliquer en syndrome hémolytique et urémique
(insuffisance rénale  sévére pouvant nécessiter une dialyse ou une transplantation
rénale) et en purpura thrombotique et thrombocytopénique PTT (troubles nerveux
associés). Ces affections peuvent étre mortelles.

6.2.1.4. Les E. coli entéroinvasifs(EIEC)

Leur pathogénicité touche toutes les tranches d'dge, possede un plasmide de
virulence, invasion et prolifération dans les cellules épithéliales, ce qui provoque des
ulcérations de la muqueuse du gros intestin. Les manifestations d'une infection a
Escherichia coli entéroinvasif sont analogues a celles observées lors d'infections a
Shigella : des crampes abdominales et des nausés, accompagnés d’une diarrhée sanglante

et purulente (fievre élevée).

6.2.1.5 .Les E. coli enteroaggregatifs (EAEC/EAQgEC)

Les EAQQEC sont caractérisés par un type d’adhésion aggrégative en « brique
empilées », a ’origine de nécroses du pdle apical des villosités avec cedéme inflammatoire
et hémorragique de la sous muqueuse. Les facteurs de virulence hétérogenes tels que des
adhésines et des toxines (ex. EAST-1 : enteroaggregative E. coli heat stable enterotoxin),

responsables de diarrhée persistante.

6.2.1.6 .Les E. coli a adhérence diffuse (DAEC)

Ces souches sont caractérisées par leur mode d’adhésion diffuse sur cellules
épithéliales Hep-2. La plupart des souches DAEC adhérent aux cellules intestinales grace
a des adhésines fimbriaires et sont capables de produire sur les cellules cibles un effet
cytopathique caractérisé par la formation de grandes extensions cellulaires qui s’enroulent

autour de la bactérie.
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Figure 3 :Pathogénie associée aux six classes d’E. coli responsables de diarrhées
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6.2.2. Pathovars a ’origine des infections extra intestinales

Les E. coli a l'origine de pathologies Extra Intestinales (EXPEC) ont acquis la
capacité a dépasser les défenses immunitaires de leur hote, et & se propager dans
I’organisme (Johnson et al., 2005).

Ils peuvent induire chez leurs hétes des infections du tractus urinaire (ITU) : on parle
souvent d’UPEC, Urinary Pathogenic E. coli ; des méningites néonatales : on parle de
NMEC, Neonatal Meningitis E. coli ; ou des septicémies (Mokady etal., 2005). lls posent
probléme autant en médecine humaine, (notamment a cause des multiples résistances
acquises portées le plus souvent par des plasmides) qu’en médecine animale du fait des
fortes pertes économiques induites, notamment en filiére avicole. Les facteurs de
virulence des souches EXPEC sont encore mal connus, ce qui s’explique en partie par leur
grande hétérogénéité. MAINIL dans sa synthése sur les E. coli invasifs (Mainil ,2003)

rappelle que la colonisation de I’hote se fait en 3 étapes :

franchissement d’une muqueuse, digestive ou respiratoire ;

- dissémination dans 1’organisme par voie sanguine, ce qui implique la survie de la

bactérie dans le sang ;

- colonisation d’un organe cible avec adhésion, internalisation et multiplication

intracellulaire (Marion, 2006).

. Résistance d’E coli aux antibiotiques

La résistance bactérienne se définit comme la capacité de continuer a croitre ou a
survivre en présence de l'antibiotique. Il existe de nombreux mécanismes aboutissant a
I’expression de la résistance et suivant son caractére inné ou acquis : la résistance naturelle

et la résistance acquise.
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7.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinseque a un antibiotique est essentiellement due a la
présence de genes chromosomiques ; elle est donc commune a toutes les bactéries d’une
méme espece. Elle peut étre due a des particularités structurales s’opposant a 1’action de
I’antibiotique sur sa cible comme la présence d’une membrane externe chez les bactéries a
Gram négatif les rendant naturellement résistantes aux antibiotiques de poids
moléculaire élevé comme les glycopeptides. Elle peut étre aussi due a des particularités
métaboliques spécifiques : le bacille de la tuberculose par exemple n’est sensible qu’a un
nombre restreint d’antibiotiques en raison de son métabolisme original. La résistance
naturelle peut enfin étre médiée par ’expression constitutive ou induite d’'une enzyme
d’inactivation ou par la mise en ceuvre d’un processus d’échappement vis a vis de

I’antibiotique (Diallo, 2013).

7.2. Résistance acquise

Ce terme est utilis¢é pour désigner le résultat d’un processus permettant a des
bactéries d’une espece originellement sensible de devenir résistante a un ou plusieurs
antibiotiques. L’acquisition de ces résistances est déterminée par des modifications
génétiques consécutives a des mutations ponctuelles ou a I’acquisition de geénes de
résistance exogeéenes par les phénomenes de conjugaison, de transformation ou de
Transduction (Diallo, 2013).
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1. Lieu et période d’étude

Ce travail a été effectué au sein du laboratoire de microbiologie-parasitologie de
I’hopital militaire régional universitaire de Constantine (HMRU de Constantine.). La période
de manipulation pratique au laboratoire s’est étalée sur trois mois allant du 01 janvier au 30
mars 2017.

2. Echantillonnage

Un échantillon de 832 prélévements pathologiques a été analysé durant la période de
notre étude a partir des patients hospitalisés au niveau des différents services (réanimation,
médecine interne, chirurgie générale, néphrologie, orthopédie, pediatrie et autres services).

Notre étude statistique a éte realisée sur une période de 15 mois (janvier 2016 jusqu’a mars
2017) et a porté sur 3693 échantillons.

3. Isolement et purification des souches d’entérobactéries a partir des échantillons

cliniques

En cas de suspicion d’une infection nosocomiale chez un patient hospitalisé, des
échantillons biologiques (urines, pus, cathéters, hémocultures, crachats, PDP, LCR...) ont été
soigneusement prélevés dans des conditions d’asepsie puis transportés immédiatement au

laboratoire de microbiologie pour étre analyser.

L’isolement des entérobactéries a partir de 1’échantillon clinique est réalisé sur le milieu de
culture Hektoen (Annexe 1), aprés incubation a 37°C pendant 24h. Deux méthodes
d’ensemencement ont été réalisées selon le type de prélevement. Ensemencement en quatre

quadrants et ensemencement quantitatif.
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3.1. Mode opératoire

a) Ensemencement par la méthode des 4 quadrants

Cette méthode est utilisée pour la plupart des prélevements car elle va permettre
d’obtenir des colonies isolées des différents germes. Elle permet d’avoir une estimation semi-
quantitative de la quantité des germes contenus dans les divers prélevements.

Technique : le premier quadrant est réalisé en effectuant des zigzags sur le quart de la gélose
avec une quantité variable de prélevement, puis ’anse est stérilisée avant I’ensemencement

des 3 autres quadrants (Pittet J.et al., 2014).

b) Ensemencement quantitatif :

Cette méthode utilisée en routine pour les prélevements urinaires. La quantification
bactérienne pour ces prélévements est essentielle a 1’interprétation du résultat. Dans les urines
une concentration égale ou supérieure a 10° UFC /ml est généralement considérée comme

pathologique.

L’ensemencement se fait par le dépot de 10ul de matériel sur la gélose qui est ensuite tiré
jusqu’au tiers de la gélose puis des stries sont effectuées du haut jusqu’en bas du milieu. A
noter que lors de I'ensemencement manuel conventionnel, le matériel est tiré sur la totalité de

la gélose avant d'effectuer des stries de haut en bas (Pittet J.et al., 2014).
3.2. Purification

Aprés incubation, en cas de culture poly-microbienne une purification des colonies
bactériennes par ré-isolement sur le méme milieu a été effectuée afin d'obtenir une souche
pure facilement identifiable par leur aspect, forme, taille, bord, surface et couleur.
4. ldentification des souches d’E. coli

L’identification d’E. coli comporte une série d’étapes, et doit précéder toujours

I’antibiogramme.
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4.1. Examen microscopique

La coloration de Gram (Annexe 2) est un examen direct indispensable pour étudier la
morphologie des germes et permet de classer les bactéries en deux grandes catégories (Gram*
et Gram).

4.2. Galerie biochimique classique

L’identification des souches a Gram négatif a port€ sur une série de tests

biochimiques.
4.2.1. Milieu TSI
Le test TSI (Triple Sugar lIron) (Annexe 1) Milieu pour la différenciation des

entérobactéries basée sur la production de sulfure d’hydrogene et la fermentation du lactose,

du saccharose et du D-glucose( http://www.mastgrp.com/IFUS/IFU354_FR.pdf).

La pente du milieu TSI est ensemencée par stries sinueuses et le culot par piqure centrale, ne

pas visser le bouchon complétement. Apres, une incubation a 37C° pendant 24 heures :

- Le virage du culot au jaune et la pente au rouge traduit la fermentation du glucose,

- Le virage du culot et de la pente au jaune traduit la fermentation du lactose ou saccharose ou
les deux a la fois,

- Le virage de la pente au rouge et le culot au rouge ou orange signifie qu’aucun sucre n’est
dégrade,

- La production de bulle(s) de gaz, milieu complétement séparé ou soulevé signifie la
fermentation avec production du gaz,

- La production d’hydrogene de sulfure (H2S) donne précipité noiratre plus ou moins

abondant.

4.2.2. Test de I’oxydase

Les bactéries possédant une chaine respiratoire compléte sont dotées d’un cytochrome

oxydase. La mise en évidence de cette oxydase est effectuée en présence d'une solution
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aqueuse a 1 % de chlorhydrate de dimethyl paraphenyléne diamine qui forme un complexe
violet au contact de cette enzyme (Frangois et al., 2016).

Avec une pipette pasteur, déposer une colonie parfaitement isolée et 1’écraser sur une
bandelette d’oxydase pendant une dizaine de secondes. L’apparition d’une coloration

rose/violette signifie une oxydase +, L’absence de coloration rose/violette signifie oxydase —.

4.2.3. Recherche de ’indole et mise en évidence de I’uréase

Le milieu de culture urée-typtophane, généralement appelé urée indole (Annexe 1) est
utilisé pour I’identification des entérobactéries (bacille Gram -, oxydase —). Ce milieu permet

de mettre en évidence les caractéres suivants :

- ’hydrolyse de I’'urée par une uréase,

- la production d’indole par I’hydrolyse du tryptophane par la tryptophanase.

Dans un tube contenant I’'urée indole, on rajoute quelques gouttes de la suspension
bactérienne, puis incuber a 37° pendant 24 heures. Quelques gouttes du réactif de Kovacs sont
ensuite versées. La réaction est positif (uréase +) se traduit par une coloration rouge du
milieu, milieu orange ou jaune (uréase —). Apres addition du réactif de Kovacs : anneau rouge

(indole +), anneau jaune (indole —).

4.2.4. Utilisation du citrate de Simmons

La pente du milieu Citrate de Simmons est ensemencée avec une strie longitudinale sur

toute la surface (http://www.microbiologie-medicale.fr/metabolisme/citratedesimmons.htm).

Une réaction positive se traduit par une alcalinisation du milieu et son virage au bleu.

4.2.5. Test de la catalase

Certaines bactéries ont la faculté de dégrader le peroxyde d'hydrogéne(H20z). En

présence d'une bactérie productrice de catalase (Francois et al., 2016).

Quelques colonies de la souche a tester sont déposées sur la paroi d’un tube a hémolyse
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contenant 0,5 a 1 ml d’eau oxygénée (10%). Une réaction positive (catalase +) se traduit par

une libération d'oxygene gazeux selon la réaction suivante : H.O, —— H>O + 1/2 O

5. Galerie miniaturisée de type API 20 E

Le systeme APl de Biomerieux se définit comme un systéme standardisé pour
I’identification des bactéries selon les caractéres biochimiques. L'identification des
microorganismes est basée sur cette technique moderne simple et rapide qui est une galerie de
20 microtubes préts a I’emploi permettant de réaliser a la fois 23 tests biochimiques
miniaturisés afin  d’identifier des enterobacteriaceae (Zitouni et al., 2016);
(http://mas.stephanie.free.fr/microbiologie_biol/fiches%20pdf/galerieAP120E.pdf)

5.1. Mode opératoire

5.1.1. Préparation de la galerie:

- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml de I’eau distillé
dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.

- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.

- Sortir la galerie de son emballage.

- Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

5.1.2. Préparation de I’inoculum:

- L'inoculum est préparé a partir d'une culture jeune de 18-24 h sur milieu gélose. Une colonie
pure est suspendue dans 5ml d'eau physiologique, ensuite I'inoculum est ajusté a 108 UFC/ml
lue & 625nm a l'aide d'un spectrophotomeétre.

- introduire la suspension bactérienne dans les micro-tubes de la galerie:

- pour les tests ONPG, CIT, VP, et GEL remplir tube et cupule.

- pour les autres tests, remplir uniguement les tubes (et non les cupules).

- pour les tests : ADH, LDC, ODC, HS, URE créer une anaérobiose en remplissant leur
cupule d'huile de paraffine.

- incubation a 37°C pendant 24 h.
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5.2. Lecture

L’interprétation se fait a partir du profil numérique déterminer sur une fiche de
résultats, ensuite ’identification est réalisée a I’aide du catalogue analytique (Annexe 5 et 6 et

7).

Remarque :

- Le test de la recherche de production d’indole doit étre réalisé en dernier, car cette réaction
libere des gaz qui risquent d’altérer I'interprétation d’autres tests de la galerie. Ne pas
remettre le couvercle d’incubation apres I’ajout du réactif.

- Si le nombre de tests positifs avant ajout des reactifs (y compris le test GLU) est inférieur a
3, on réincube la galerie 24 heures (£ 2 heures) de plus. Puis on rajoute les reactifs.

6. L’antibiogramme

L'étude de la sensibilité d’E. coli aux antibiotiques (Tableau 2) a été réalisée par la
méthode de diffusion sur milieu gélosé selon les normes du comité de I'antibiogramme de la
societe américaine de microbiologie Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI-IPA,
2014).

6.1. Mode opératoire

- L’ensemencement des boites de gélose Muller-Hinton (MH) (Annexe 1) par écouvillonnage
a éte réalisé a partir du méme inoculum que pour la galerie API 20E.

-I’ensemencement se fait par des stries serrées sur toute la surface de la boite, I’opération est
répétée 3 fois en tournant la boite de 60° a chaque reprise, puis passer 1’écouvillon sur les
bords de la gélose.

- Aprés 15 mn, placer les disques d'antibiotiques sur la gélose a l'aide d'une pince stérile ou
d’un distributeur de disques d’antibiotiques (Annexe 8).

- Incubation des boites a 37°C pendant 18 a 24 h.
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6.2. Lecture et interprétation

Les diamétres d'inhibition autour des disques ont été mesurés et comparés aux
diameétres critiques conformément aux normes (CLSI-IPA, 2014) (Annexe 9). Le diamétre du
disque formé donne une indication de la sensibilité de la bactérie a I’antibiotique testé, plus le

diamétre du disque est élevé, plus I’antibiotique est efficace.

Tableau 2 : Les antibiotiques testés

B-lactamines Ampicilline (10 pg), Amoxicilline (25 pg),
Amoxicilline/acide clavulanique (20/10 pg), Ticarcilline (75
pg),,Pipéracilline (75ng),

Céphalosporines | C1G :Ceéfazoline (30 pg ), Céfalotine (30 pg),
C3G :Céfotaxime (30 pg), Ceftriaxone (30 pg), Céfixime (30 ug)

Carbapenemes | Imipénéme (10 pg)

Aminosides Tobramycine (30 pg), Gentamicine (15 pg).
Quinolones Acide nalidixique (30 pg), Ofloxacine (5 pg) et Ciprofloxacine (5 pg).
Autres Triméthoprime/Sulfaméthoxazole (75 pg)

28



RESULTATS ET DISCUSSION



Résultats et discussion

1. Caractéres morphologiques et culturales des souches d’entérobactéries isolées

1.1. Croissance sur le milieu Hektoen

Au bout de 24h d’incubation a 37°C sur le milieu Hektoen, les cultures des cellules

jeunes donnent des colonies de couleur jaune saumon sans centre noire (H2S négatif), ce

qui signifie ’acidification du milieu et la dégradation d’au moins un des trois glucides

(lactose, saccharose, salicine) (Figure 4).

Les colonies présentant cet aspect

macroscopique est une caractéristique de la famille des Enterobacteriaceae

Figure 4 : Aspect des colonies bactériennes d’entérobactéries sur le milieu Hektoen

1.2. Aspect microscopique

La coloration de Gram a révélé que I’ensemble des colonies isolées sur

milieu Hektoen, sont des bactéries Gram négatif en forme de bacilles roses (Figure 5). Elle

a permis egalement de Vérifier la pureté de la culture.
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2. Caractéres biochimiques d’E coli

2.1. Identification d’ E coli par la galerie biochimique classique

Les résultats obtenus par les tests de la galerie biochimique classique sont

récapitulés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Résultats obtenus aprés identification avec galerie biochimique classique

Tests Culture Coloration | TSI Citrate de | uréase indole catalase oxydase
Sur de Gram simmons
hektoen
Souches Lactose Bacilles H2S (+) Citrate Uréase | Indole Catalase Oxydase
identifiées | (+) Gram (-) Productionde | (-) ) (+) +) )
gaz
Fermentation
de sucre
2.1.1. Test TSI

La présence d’entérobactérie se traduit par un virage de la couleur du culot

et de la pente vers le jaune qui se traduit par une fermentation du glucose et un

des deux autres

sucres : le lactose ou le saccharose (acidification du milieu) et on

observe aussi que le milieu est completement séparé ou soulevé (Production de

gaz) (Figure 6).

EAL LAB
fLOSE TSI
lot: 829 2+
1 exp ik

Figure 6: Test TSI
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1.1.1. Test de citrate de simmons

L’absence du virage de la couleur du milieu au bleu (absence d’alcalinisation du
milieu) se traduit par une réaction négative, donc nos souches d’entérobactéries ne sont
pas capables d’utiliser le citrate comme seule source de carbone : donc elles sont citrate

de simmons (-) (Figure 7).

Figure 7 : Test de citrate de simmons négatif

1.1.2. Test de Puréase

L’absence du virage du milieu au rose/rouge indique que nos souches sont Uréase

(-) (Figure 8).

8 al e
) i — e

Figure 8 : Test de 'uréase
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2.1.2. Test d’indole

L’apparition d’un anneau rouge apres 1’addition du réactif de Kovacs se traduit par
la présence d’indole dans le milieu. La bactérie a hydrolysé le tryptophane grace a la

présence d’une tryptophanase, donc la souche est Indole (+) (Figure 9).

Figure 9 : Test d’indole

2.1.3. Test de la catalase

On observe une libération d'oxygene gazeux selon la réaction : H,O, — H>O + 1/2 Oo.

La souche identifiée est donc catalase (+) (Figure 10).

I :
Catalase (+
T r

Figure 10 : Test de la catalase
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2.1.4. Test de ’oxydase

On observe 1’absence de coloration rose-violette, donc la souche d’entérobactérie

identifiée est oxydase (-) (Figure 11).

Oxydase (+)

Oxydase (-)

Figure 11 : Test de ’oxydase (oxydase (+) en présence de Pseudomonas aeruginosa)

Tous ces résultats obtenus par I’utilisation de la galerie biochimique classique et
récapitulés dans le tableau 3 confirment que nos souches identifiées sont des
entérobactéries, mais leur appartenance a I’espéce E. coli ne pourrait se confirmer que par

la galerie biochimique APl 20E.

2.2 Galerie API 20E

L’identification des microorganismes peut se faire aussi avec une technique
moderne simple et rapide qui est une galerie de 20 microtubes préts a I’emploi permettant
de réaliser a la fois 20 tests biochimiques afin d’identifier les Entérobactéries (Figure 12).

Les résultats obtenus sont présentés dans la (Figure 13) et le (tableau 4).

L’interprétation des résultats obtenus en utilisant le catalogue analytique APl 20 E

(Annexe 7) confirment que nos souches identifiées appartiennent a ’espéce E. coli.
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Figure 12 : Galerie APl 20E des entérobactéries (correspond a E coli).
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Figure 13 : Résultats de la galerie API 20E d’E coli.

Tableau 4 : Résultats de la galerie API 20E d’E coli.
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Figure 14: I’interprétation de résultat avec le catalogue analytique
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2.3. Résultat et interprétation de ’antibiogramme

La sensibilité aux antibiotiques des souches d’E coli isolées a été recherchée. Ce
test est capital, il permet de choisir un antibiotique adéquat pour le traitement. Le
diamétre de la zone d’inhibition de croissance bactérienne mesuré indique la sensibilité de
la bactérie a I’antibiotique testé (Figure 15 et tableau 5), plus le diamétre du disque est
¢élevé, plus I’antibiotique est efficace. Les diamétres d'inhibition autour des disques ont été
mesurés et comparés aux diametres critiques conformément aux normes (CLSI-IPA, 2014)
(Annexe 09).

Figure 15 : Résultats d’antibiogramme d’E coli
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Tableau 5 : Résultats de I’antibiogramme d’E.coli

Antibiotique Diametre critique interprétation
(mm)

AMP <6 Résistant
AMC <6 Résistant
TIC <6 Résistant
CL 22 Sensible
CRO 30 Sensible
CTX 32 Sensible
IMP 30 Sensible
GN 19 Sensible
TOB 20 Sensible
CIP 32 Sensible
OFX 28 Sensible
CT 16 Sensible
SXT <6 Résistant

AMP : Ampicilline, AMC : Amoxicilline + Acide Clavulanique, TIC : Ticarcilline, CL :
Cefalotine, CRO : Ceftriaxone, CTX : Céfotaxime, IMP : Imipéneme, GN : Gentamicine, TOB :
Tobramycine, CIP : Ciprofloxacine, OFX : Ofloxacine, CT : Colistine, SXT
Triméthoprime/sulfaméthoxazole.

1. Reésultats épidémiologiques
Parmi 832 échantillons étudiés, nous avons remarqué que 268 échantillons sont
infectés par des germes, dont 65 souches appartiennent a I’espéce E coli et 564

échantillons  ne présentent pas de germes en culture (non infectés).

Notre étude statistique a été réalisée sur une période de 15 mois (janvier 2016 jusqu’a mars

2017) et a porté sur 3693 échantillons. 299 échantillons positifs a E coli.
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1.1. Répartition des résultats selon les cas positifs et négatifs des malades hospitalisés

Parmi les 3693 échantillons, nous avons trouvé 2371(64%) cas négatifs (absence

de germes) et 1322 cas positifs (36%) (Présence de germes) (Figure 16).

B Cas positif M Cas négatif

Figure 16 : Pourcentage des cas positifs et négatifs des malades hospitalisés
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1.2. Repartition des cas positifs selon les services

La répartition des différentes espéces bactériennes isolées montrent que le service
de médecine interne occupe la premiére position avec 263 (17,2%) suivi par le service de
chirurgie orthopédique 256 (16,7%), le service de réanimation 222 (14,5%), le service de
chirurgie générale 171 (11,2%), le service de pédiatrie 124 (8,1%), le service de
néphrologie 67 (4,4%), et ’ensembles des autres services (pneumologie, cardiologie,
chirurgie infantile,...) 423 (27,8%) (Figure 17).

COREA EM.| OCHG BENEPHRO BMORTHO MBPED MWAUTRE

Figure 17: Répartition des cas positifs selon les services
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1.3. Répartition des cas positifs selon les sites

La distribution des différentes especes bactériennes isolées montrent que les
prélevements du pus superficiel ou profond sont les plus contaminées avec un effectif de
768 (50,3%), suivi par les urines (ECBU) 448 (29,4%), les prélévements d’origines
respiratoires 168 (11%), les hémocultures 83 (5,4%), les cathéters 23(1,5%), le liquide
céphalo-rachidien (LCR) 10 (0,7%) et les autres prélevements 26 (1,7%) (Figure 18).

B Infections nosocomiales urinaires B Infection nosocomiales du site opératoire
M Broncho-pneumopathie nosocomiales [ Bactériémies nosocomiales
M Infections nosocomiales liée aux cathéters E Méningites

M Les autres infections nosocomiales
1,5% 0,7%

T ”

1,7%

Figure 18 : Répartition des cas positifs selon les sites
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1.4. Répartition des souches bactériennes isolées

La distribution des différentes especes bactériennes isolées révele que les
entérobactéries (Proteus sp., morganella sp., Citrobacter sp.,...) occupent la premiére
place dans tous les prélevements avec un effectif de 508 (33 ,3%), suivi par le
Staphylococcus sp. 309 (20,2%), E.coli 299 (19,6%), les Bacilles non fermentaires 207
(13,6%), les Enterococcus sp. 124 (09,4%) et enfin les levures 79 (06%) (Figure 19).

m ENTEROBACTERIES ®™E.coli m Staphylocoquesp. ™ Enterocoque sp. '« LEVURES m BNF

5,2%

Figure 19 : Répartition des souches bactériennes isolées.

1.5. Repartition des souches bactériennes isolées selon les services

La figure 20 montre la répartition des différents germes isolés selon les services.

3.5.1 Service de réanimation

les bacilles non fermententaires (Pseudomonas sp. et Acinetobacter sp.) occupent
la premiére position 69 (31%), suivi par les entérobactéries (Proteus sp., morganella sp.,
Citrobacter sp.,...) et les Staphylococcus sp. presque en égalité 61 (27,5%) et 60 (27%)
respectivement, alors que le nombre d’E coli et des levures est identique 11 (5%) et les
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Enterococcus sp. en derniére position 10 (4,5%) (Figure 20).

3.5.2. Service de médecine interne

Les entérobactéries (Proteus sp., morganella sp., Citrobacter sp., ...) sont
largement majoritaire dans le service de medecine interne 111 (42,2%), suivi par les
Staphylococcus sp. et E. coli 44 (16,7%) et 42 (15,9%) respectivement. Dans ce méme
service les bacilles non fermententaires (Pseudomonas sp. et Acinetobacter sp.) occupe
seulement 26 (10%), les Enterococcus sp. 21 (8%) et les levures en derniére position 19
(7,2%) (Figure 20).

3.5.3. Service de chirurgie genérale

Les entérobactéries occupent la premiere position 70 (40,9%), suivi par E coli 35
(20,5%), les Staphylococcus sp. Et les bacilles non fermententaires sont presque en égalité
avec 25 (14,7%) et 24(14%) respectivement, les Enterococus sp. 11 (6,4%) et les levures

en derniére position 6 (3,5%) (Figure 20).
3.5.4. Service de Néphrologie

E. coli occupe la premiere place 22 (32,8%), suivi par les entérobactéries et les
bacilles non fermententaires qui sont en égalité 10 (14,9%), les Staphylococcus sp. 13
(19,4%), les Enterococcus sp. 8 (12%) et en derniere position les levures 4 (6%) (Figure
20).
3.5.5. Service d’orthopédie

Les entérobactéries occupent la premiere place 98 (38,3%), suivi par les

Staphylococcus sp. 80 (31,2%), les bacilles non fermententaires 42 (16,4%), E. coli 22

(8,6%), les Enterococcus sp 14 (5,5%) et pour les levures il n’y a aucun cas (Figure 20).
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3.5.6. Service de pédiatrie

E. coli occupe la premiére place 34 (27,4%), suivi par les entérobactéries 23
(18,5%), les levures 21 (17%), les Staphylococcus sp. 20 (16,1%), les Enterococcus sp. 15
(12,1%) et les bacilles non fermententaires en derniére position 11 (8,9%) (Figure 20).

3.5.7. Autres services
Les entérobactéries occupent la méme place avec E coli 134 (31,7%), suivi par les

Staphylococcus sp. 67 (15,8%), les Enterococcus sp. 45 (10,6%), les bacilles

non fermententaires 25 (5,9%) et les levures en derniére position 18 (4,3%) (Figure 20).

M Entérobactéries MEcoli MBNF M Staphylocoquesp. ™ Enterocoquesp. [ Levures

Figure 20 : Répartition des souches bactériennes isolées selon le service.
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3.6. Répartition des souches bactériennes isolées selon les sites
La figure 21 montre la répartition des différents germes isolés selon les sites.

3.6.1. Infections nosocomiales urinaires

D’aprés la figure 21 on constate que E coli représentent le nombre le plus éleve
189 (42,2%) des bactéries responsables d’infections urinaires, par la suite les autres
entérobactéries (Proteus sp., morganella sp., Citrobacter sp.,...) 119 (26,6%), les levures
45 (10%), les bacilles non fermententaires (Pseudomonas sp. et Acinetobacter sp.) 39
(8,7%), les Enterococcus sp. 30 (6,7%) et les Staphylococcus sp. avec le plus faible
nombre et pourcentage 26 (5,8%).

3.6.2. Infection nosocomiales du site opératoire

On remarque les entérobactéries prédominent les autres germes 318 (41,4%), suivi
par les Staphylococcus sp. 202 (26,3%), les bacilles non fermententaires 97 (12,6%),
E. coli occupe seulement 88 (11,5%), les Enterococcus sp. 52 (6,8%) et les levures en
derniére position (1,4%) (Figure 21).
3.6.3. Broncho-pneumopathie nosocomiales

La répartition des germes nosocomiales au niveau du site Broncho-pneumopathie
montre que les bactéries non fermententaires sont en téte de liste 54 (32,2%), alors qu’E
coli occupe la derniere position 4 (2,4%) (Figure 21).
3.6.4. Bactériémies nosocomiales

Le genre entérobactérie est le plus répondu dans les infections nosocomiales du

sang 31 (37,4%), suivi par Staphylococcus sp. 22 (26,5%) et seulement 10 (12%) des

souches d’E coli ont été impliquées dans ces infections (Figure 21).
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3.6.5. Infections nosocomiales liée aux cathéters

Staphylococcus sp. prédominent dans les infections des cathéters 52,2% (12),

aucun cas n’a été détecté pour E coli et les levures (Figure 21).
3.6.6. Méningites

Les principales espéces bactériennes responsables étaient Staphylococcus sp. 7
(70%), suivi des entérobactéries 2 (20%), Enterococcus sp. 1 (10%) et aucun cas n’a été
observe pour E coli, les bacilles non fermententaires et les levures (Figure 21).
3.6.7. Autres infections nosocomiales

La figure 19 montre que E coli est la plus frequente 8 ;(30,8%) suivi par les

Staphylococcus sp., les entérobactéries 6 (23%), les bacilles non fermententaires 4

(15,5%), Enterococcus sp. 2 (7,7%) et aucun cas pour les levures (Figure 21).

™ Enterobacteries M E.coli ™ BNF =™ Staphylocoque sp. = Enterocoque sp. “ Levures

Figure 21 : Répartition des souches bactériennes isolées selon le site.
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3.7. Répartition d’E coli

3.7.1. Répartition d’E coli selon le sexe

Le taux des infections nosocomiales causées par E coli touche les hommes et les
femmes par un pourcentage de 48,2% a 51 ,8% respectivement (Figure 22). Cette

répartition indique clairement que les femmes sont les plus touchées.

®m HOMME ™ FEMME

Figure 22 : Répartition d’ E coli selon le sexe.
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3.7.2. Répartition d’E coli selon le site

La distribution des souches d’E coli isolées aux différents sites révele qu’elle
occupe la premiére place 189 (63,2%) dans les urines (ECBU), la deuxieme place 88
(29,4%) dans les prélevements du pus superficiel ou profond, la troisieme place 10 (3,3%)
dans les hémocultures, 4 (1,4%) dans les prélévements d’origines respiratoires, 8

(2,7%) dans les autres prélevements (Figure 23).

Bl Infections nosocomiales urinaires B Infection nosocomiales du site opératoire
[ Broncho-pneumopathie nosocomiales [ Bactériémies nosocomiales

W Autres

1,4% 33%  2,7%

Figure 23 : Répartition d” E coli selon la nature des prelévements.
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3.7.3. Répartition d’E coli selon les services

La distribution d’E coli isolées aux différents services révele qu’elle occupe la
premiere place dans la médecine interne avec 42 (14%), la deuxieme place avec 35
(11,7%) dans la chirurgie générale, la troisieme place 34 (11,4%) dans la pédiatrie, 22
(7,4%) dans la néphrologie et ’orthopédie, 11 (3,7%) dans la réanimation et enfin 133
(44,4%) dans I’ensemble des autres services ( pneumologie, cardiologie, urologie...... )

(Figure 24)

COREA EMI OCHG ENEPHRO HORTHO HPED MAUTRES

3,7%

Figure 24 : Répartition d’ E coli selon les services
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3.7.4. Répartition d’E coli selon la résistance aux antibiotiques

Le tableau 6 montre les taux de résistance et de sensibilité aux antibiotiques des
souches d’E. coli.
Selon la figure 25 et le tableau 6, des taux élevés de résistance de 90 % sont enregistrés
pour les B-lactamines (I’ampicilline et la ticarcilline). La fréquence la plus élevée (95%)
est enregistrée pour le triméthoprime/sulfaméthoxazole.

Une sensibilité totale d’E. coli est enregistrée pour I’imipenéme et la Colistine.

La méme fréquence de résistance est enregistrée pour certaines familles d’antibiotiques :
27% pour les céphalosporines (ceftriaxone et céfotaxime), 17% pour les aminosides
(gentamicine et tobramycine) et 26% pour les quinolones (ciprofloxacine et ofloxacine).

Tableau 6 : Profil de résistance d’E. coli aux antibiotiques

Antibiotique R °
Nombre % Nombre %
AMP 269 90% 30 10%
AMC 149 49% 150 51%
TIC 269 90% 30 10%
CL 123 41% 176 59%
CRO 80 27% 219 73%
CTX 80 27% 219 73%
IMP 00 00% 299 100%
GN 51 17% 248 83%
TOB 51 17% 248 83%
CIP 78 26% 221 74%
OFX 78 26% 221 74%
CT 00 00% 299 100%
SXT 284 95% 15 5%

R : résistant S : sensible

AMP : Ampicilline, AMC : Amoxicilline + Acide Clavulanique, TIC : Ticarcilline, CL :
Cefalotine, CRO : Ceftriaxone, CTX : Céfotaxime, IMP : Imipénéme, GN : Gentamicine, TOB :
Tobramycine, CIP : Ciprofloxacine, OFX : Ofloxacine, CT : Colistine, SXT
Triméthoprime/sulfaméthoxazole.
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AMP AMC TIC CL CRO CTX IMP GN TOB CIP OFX CT SXT

AMP : Ampicilline, AMC : Amoxicilline + Acide Clavulanique, TIC : Ticarcilline, CL
:Cefalotine, CRO : Ceftriaxone , CTX : Céfotaxime, IMP : Imipéneme, GN : Gentamicine , TOB
: Tobramycine, CIP : Ciprofloxacine , OFX : Ofloxacine , CT : Colistine ,SXT :
Triméthoprime/sulfaméthoxazole.

Figure 25 : Profil de résistance d’ E coli aux antibiotiques.
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Discussion des résultats

La fréquence des infections nosocomiales varie selon les pays, les hopitaux et les
services, et demeure influencée par différents facteurs de risque. La présente étude porte sur
I’ensemble des bactéries isolées des prélévements (urines, pus, cathéters, hémocultures,
crachats, PDP, LCR...), regus au niveau du laboratoire de Bactériologie de 1’hopital militaire
régional Universitaire de Constantine, ainsi que la détermination de la place d’E coli dans la

survenue des IN.

Nos résultats obtenus montrent que la médecine interne (17.2%) occupe la premiére
position suivie par la chirurgie orthopédique (16.7%), la réanimation (14%). En revanche la
plupart des travaux publiés dans la littérature ont mis en évidence que les patients des services
de réanimation et des soins intensifs sont les plus exposés que les patients des autres services

a contracter une IN au cours de leur sejour (Dhidah et al., 2005 ; Kallel et al.,1998)

.Cette difference ne peut étre expliquée que par la taille des échantillons dans les différents
services dont le service de réanimation est présenté par 16 cas, nombre inférieur par rapport
aux 2 autres services, dont chacun est présenté par 40 cas. A Genéve, Hugonnet et al., (2000)
ont montré que le risque le plus élevé (33 %) de contracter une Infection Nosocomiale se
trouve dans les services de réanimation et des soins intensifs (Hugonnet et al., 2000) .Ceci a
une relation avec le nombre des patients suspecté qui ont été recu dans chaque service qui

reste toujours variable.

La plupart des études montre que les IN sont plus fréguents au sein du site opératoire
et les urines (Kallel et al., 2005; McLaws et al.,1998). Ces résultats sont en accord avec notre
étude, ce sont I’infection du site opératoire et I’infection urinaire qui occupent la premiére et
la deuxiéme place (50,3% et 29,4%) respectivement. Ces deux localisations pourraient étre
liées & un déficit de I’hygiene hospitaliére par une insuffisance au niveau de I’entretien du
matériel et équipement ou une faute d’asepsie pré, per et/ou post opératoire ; la défaillance du
lavage des mains constitue un probléme universel. Ainsi, il (Khadhraoui et al., 1996) est assez
fréquent de constater que des soins médicaux ou infirmiers ne soient pas précédes par un

lavage adéquat des mains (Skxd et al., 2006).
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Les infections a E. coli sont particulierement fréquentes chez les malades hospitalisés
dans les services : médecine interne (14%), chirurgie générale (11,7%) et la pédiatrie (11,4%).
Ces résultats different de ceux rapportés par Aissi et al. (2008) qui indiquent des taux plus
importants dans ces services. Dans notre étude E. coli domine nettement le profil général des
bactéries responsables d’infections urinaires. Le comportement de cette bactérie pathogene
majeure a I’hopital, vis-a-vis des antibiotiques reflete & la fois la pression de sélection

hospitaliére et communautaire des antibiotiques (Bean et al., 2006).

D’apres tous ce qui est dit, il est indispensable de respecter les regles élémentaires
d’hygiénes et de travail avec I'utilisation judicieuse des ATB, éviter I’entré des visiteurs
présentant une maladie des voies respiratoires ou toute autre maladie transmissible dans les
secteurs de soins et la mise en place de la culture de coopération, de dialogue entre les
médecins, les infirmiéres et les pharmaciens et tous les spécialistes dans ce domaine afin de

trouver des solutions et lutter contre ces infections.
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Conclusion

Le présent travail dont la réalisation a été facilité grace a la collaboration du
laboratoire de Microbiologie de I’hopital militaire régional Universitaire de Constantine,
visant pour I’objectif d’étudier in vitro les caractéristiques épidémiologiques des infections
associées aux soins (IAS) et la place d’E. coli dans ces infections nosocomiales. Ces
dernieres constituent un probleme de santé publique réel qui génere un codlt économique et

humain considérable.

A la lumiere des résultats obtenus, il en ressort que les services hospitaliers les plus
exposés aux infections nosocomiales sont : la medecine interne (17,2%) suivi par le

service de chirurgie orthopédique (16,7%) et le service de réanimation (14,5%).

Les résultats obtenus ont montré que les bacilles a Gram négatifs occupent la
premiére place avec une prédominance des entérobactéries (33 ,3%) majoritairement E.
coli (19,6%) avec une prédomine dans les infections urinaires (63,2 %) et une résistante
remarquable pour la majorité des antibiotiques. L’infection a E. coli peut étre d’origine
endogene aprés modification de la flore par une antibiothérapie, ou d’origine exogéne a

partir d’un autre patient ou d’un foyer de I’environnement.

Vu la multifactorialité des infections nosocomiales qui englobe [’hygiéne
hospitaliere, la transmission croisée, le matériel de cathétérisme, les flores de 1’hote,
I’antibiothérapie, de souches bactériennes hautement résistantes aux antibiotiques.

Certaines suggestions sont proposées d’apres nos résultats et la revue de la littérature :

- Améliorer la formation : du personnel médical et paramédical pour assurer une bonne
sécurité des gestes de soins et bon usage des antibiotiques.
- Limiter les visites : Les visiteurs présentant une maladie des voies respiratoires ou toute
autre maladie transmissible ne devraient pas entrer dans les secteurs de soins.
- Nettoyage et désinfection du matériel et des surfaces apres chaque geste de soin et entre
chaque deux patient.
- Rationaliser et Controler I’'usage des antibiotiques pour pouvoir diminuer la résistance
bactérienne aux antibiotiques.

- Le patient ne doit pas manipuler personnellement les dispositifs invasifs tels que les
cathéters, sondes, drains,...
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- Enfin, doter les laboratoires de bactériologie en équipement permettant de poursuivre la

surveillance épidémiologique de la résistance bactérienne aux antibiotiques.
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Annexes 1 : Les milieux de culture

Solutions composition

Urée-indole Tryptophane 3g/L
Uree 209/l
KH2PO4 19/l
K2HPO4 19/l
NaCl 59/l
Alcool & 95° 10 mL
Rouge de phénol 2,5 mL

Violet de Gentiane | Violet de Gentiane 10g

Phenol 209
Ethanol (90 °GL) 100 ml
Eau distillée 11

Lugol lodure de potassium 29
lode métalloide 12 19
Eau g.s. ad 100 g
g.s. ad 100 g signifie "quantité suffisante pour obtenir 100 g de
solution™

Fuchsine Fuchsine basique 109
Phénol 50 ¢
Ethanol 100 mL
Eau distillée 1L

Milieux de culture Composition
solides

Mueller Hinton Infusion de viande de beeuf 300,09 /1
Hydrolysat de caséine 1759/l
Amidon 159/l
Agar 17,09 /1
Eau distillée (qsp) 1L

TSI : Triple Peptones de caséine 15¢g /i

Sugarlron Agar
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Peptones de viande 5g/l
Extraits de viande 3g/l
Peptones de levure 3g/l
NaCl 5g/l
Lactose 109 /1
Saccharose 10g/l
Glucose 1g/l
Citrate ammoniacal de Fer (111) 0,5g/
Thiosulfate de sodium 059/
Rouge de phénol 0,024 g/l
Agar 12 g/l
Gélose Hektoén Protéose peptone 129
Extrait de levure 39
Chlorure de sodium 59
Thiosulfate de sodium 5¢
Sels biliaires 99
Citrate de fer 111 et d'ammonium 1,50
Salicine 29
Lactose 129
Saccharose 129
Fuschine acide 0,19
Bleu de bromothymol 0,065¢
Agar 14g
Eau distillée (qsp) 1000mL
citrate de simmons Sulfate de Mg 0,2 g/l
Phosphate monoammoniaqué 19/l
Phosphate bipotassique 19/l
Citrate de sodium 2g/1
NaCl 5¢/1
Bleu de bromothymol 0,08¢/1
Agar 15¢/1
pH 6,8
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Annexe 2 : Les techniques des colorations

La coloration La technique

Coloration de Gram Préparation du Frottis :

En effectuant une fixation simple a I'eau et a la flamme
selon les indications suivantes : sur une lame, déposer
unegoutte d'eau stérile. Ajouter a I'ansede platine stérilisée
une goutte de la colonie isolée. Etaler et fixer a la chaleur
aenviron 40°C pendant 10 a 15 minutes. Poser la lame
séchée sur le portoir reposant sur un bac de coloration.
Réalisation de la coloration :

1-Coloration primaire : Coloration par leviolet de
gentianeou cristal violet. Laisser agir de 30 secondesa 1
minute. Rincer a I'eau déminéralisée.
2-Mordancgageaulugol (solution d'iodeiodo-ioduree): étaler
le lugol et laisser agir 60 secondes ; Rincera I'eau
déminéralisee. On peut réaliser une deuxiéme fois
I'opération identiquement pour plus de sécurité.

3- Décoloration (rapide) a l'alcool(+acétone): verser goutte
a goutte I'alcool ou un mélange alcool-acétone sur la lame
inclinée obliqguement, et surveiller la décoloration (5 a 10
secondes). Le filet doit étreclair a la fin de la décoloration.
Rincer sous un filet d'eau déminéralisée.

4- Contre-coloration a lasafranineou a lafuchsine.Laisser
agir de 30 secondes a 1 minute. Laverdoucement a I'eau
déminéralisée. Sécher la lame sur une platine chauffante a
40°C, 10 a 15 minutes
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Annexes 3 : Lecture d’ECBU

Leucocyturie/mL

BactériesUFC /mL

INTERPRETATION

<10*

<10°

Pas d'infection

> 10%

> 10°

Infection urinaire

< 10*

10*-10°

Bactériurie sans leucocyte
» Contamination du
prélévement avec mise en
culture tardive surtout si
plusieurs espéces

* Infection débutante

* Infection sur terrain
particulier : femme enceinte,
nourrisson, diabétique ou
aplasique, immunodéprimeé
Un nouveau prélévement

est nécessaire

>10*

<108

Leucocyturie sans germe
* Infection décapitée par
traitement antibiotique
précoce avant prélévement.
*» Sécrétions génitales
* Tuberculose urinaire :
bactéries ne cultivent sur les
milieux usuels (Cf. cours sur
les mycobactéries).

« Urétrite (Chlamydiae,
mycoplasme), donnant signes

de cystite chez la femme.
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Annexe 4 : Les caractéres biochimiques d’E.coli

CaractéresQOILIJ ) —l<”QDZ alol
pochimioee | 51812 |8 |s |B|s|g|2|2|21518]313|215(2121212]2
Ecoli +0d |- |- |- |- |- |- |- [+ |- |- |+ |d |+ |+ |d ]|+ |+ |- |- |-
Annexe 5: Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API 20E
Microtube | Substrat Caractere Lecture directe ou
recherché indirecte (Test si Résultat + | Reésultat -
nécessaire)
ONPG Ortho-Nitro- B-galactosidase Lecture directe
Phényl-
Galactoside
ADH Arginine Arginine Lecture directe
LDC Lysine dihydrolase
ODH Ornithine Lysine
décarboxylase 1—.:-1 '
Ornithine
décarboxylase
CIT Citrate Utilisation du citrate | Lecture directe i .
' l
HS Thiosulfate de | Production d’H2S Lecture directe
sodium '
URE Urée Uréase Lecture directe '
TDA Tryptophane Tryptophane Lecture indirecte
désaminase ajouter 1 goutte de _
réactif TDA
IND Tryptophane Production d’indole | Lecture indirecte
Test : ajouter 1 goutte de
réactif de Kovacs
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VP Pyruvate de Production Lecture indirecte
sodium d’acétoine (Attendre 10 minutes) 2
Test : ajouter 1 goutte
des réactifs VP 1 et VP
2
GEL Gélatine Gélatinase Lecture directe
emprisonnant ‘
des particules .
de charbon
GLU a Substrat Utilisation de Lecture directe
ARA carbone substrat carbone F @
NO; /N2 | Nitrates (NO3) | Nitrate réductase Lecture indirecte dans la

cupule GLU

Test : ajouter 1 goutte de
réactif de Griess

Ajouter de la poudre
zinc en cas de résultat
négatif

Annexe 6 : Fiche de résultats de la galerie API 20 E

it
REF. -

Origine / S
5 Origen / Origem / I'lpok:/\ ucq
1 § prung / Oprindeise / Pochodzenie

) ’

u‘;ﬁ
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Annexes 7: un catalogue analytique

—_—

api 20 €

#2019

~ Catalogue
~ Analytique
~ Analytical (
Profile Index

@ Ve

Annexe 8: Distributeur de disques d’antibiotiques
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Annexes 9: Tableaux de lectures des antibiotiques

Table de lecture 1 : Valeurs criiques des diamétres des zones d'inhibition et des CMI pour Entérobactéries.

Antibiotiques | Charge des | Diamétres aritiques (mm) CM eritiques [ugiml}
testes Disques R 1 ] R [
Ampicilling 10pg 213 | 14-16 =17 =32 16 <8

Ao iciling 2010pg =13 | 14-1F 218 | z321B 168 < B4
+Ac. clavulanigua

Céfazoling pg <16 | 20-22 | =23 =8 4 =2
Céfalotine g <14 | 15-17 | =18 =32 16 <8
Ceefontine 30pg s14 | 15-17 z18 =3z 16 5B
T e e BT R R R

T TP Iy e e By R ey
(Infections non
compliquéss du
tractus wrinaire)
Céfazidime Bpg | =17 | 18-20 | =3 z

16
Atréoram | 30pg | =17 | 18-20 | =21 | =18 |

4

2

impenime” oo R B s e .
Erfapéréms 10pg =18 18- 21 =22 =

—=!roloeloe
A
B

Amikasine Hpg =14 [ 15=1§ =17 =64 3z =16
Gentamicing 10pg £12 | 13-14 =15 =16 3 %4
Acide nalidiique 30pg <13 14-18 =18 =32 — =16

Ciprofloxacine T £15 | 168-20 =2 =4 2 <1

Chloramphénical 30pg £12 | 13=17 =18 =3 16 <&

Caligtre [T} USSR [ —— - B [ — =9
Furanes 200pg 214 15-18 =17 =128 &4 232
Fosfomycime 200ug <12 13=135 =18 = 255 128 = G4

Triméthoprime+ 1.25 <10 1M1-15 =16 |24/76 —— | 22138
Sulfaméthoxazole | 23 75pg
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THEME : PLACE D’ ESCHERICHIA COLIDANS LES INFECTIONS
NOSOCOMIALES

Mémoire de fin de cycle pour I’obtention du dipldme de Master en Ecologie microbienne.

L'objectif principal de notre étude était d'isoler et d’identifier des souches d’E. coli associées aux
infections nosocomiales par 1’étude de divers prélevement pathologiques (urine, pus, LCR,...) chez des
patients hospitalisés au niveau de différents services de 'HMRU de Constantine (réanimation, médecine
interne, chirurgie générale,...), et la détermination de la place d’E. coli dans les infections nosocomiales
ainsi que 1’étude du comportement de 1’ensemble des souches vis-a-vis des antibiotiques testés afin
d’évaluer le profil de résistance de ce pathogene.

L’étude des caracteres biochimiques a révélé 299 <éEchantillons positifs a E coli. Les résultats
épidémiologiques montrent que les services les plus touchés par les infections nosocomiales sont la
médecine interne (17,2%) suivi par le service de chirurgie orthopédique (16,7%) et le service de
réanimation (14,5%). Ces germes sont principalement isolés a partir du pus du site opératoire (50,3%) et des
urines (29,4%). Généralement, les entérobactéries occupent la premiere place dans tous les prélevements
(33 ,3%), alors qu’E.coli est la plus fréquente en néphrologie (32,8%) et en pédiatrie (27,4%). Au cours de
notre travail nous avons également constaté qu’E. coli prédomine dans les infections urinaires avec un taux
de 63,2 % et occupe la premiere place (14%) dans le service de médecine interne, la deuxieme place
(11,7%) dans la chirurgie générale et la troisieme place (11,4%) dans la pédiatrie.

L’étude de la résistance des souches d’E. coli aux différents antibiotiques montre que le niveau de
résistance était plus faible pour les aminosides (gentamicine et tobramycine) (17%), pour I’imipenéme et la
Colistine (0 %), par contre des taux €levés de résistance (90 %) ont été remarqué pour les B-lactamines
(I’ampicilline et la ticarcilline) et le triméthoprime/sulfaméthoxazole (95 %). L'étude de la résistance d’E.
coli aux antibiotiques, montre une multirésistance, dont il faut tenir compte en mettant en place une
stratégie de prévention active dans les hopitaux.
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