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Introduction générale

Le microbiote intestinal est un écosystéme extrémement complexe, comportant
environ 10 micro-organismes recouvrant prés de 400 especes bactériennes. Cet écosystéme
microbien est un élément actif de la physiologie intestinale, ayant de nombreuses fonctions
importantes pour son héte, consistant en des fonctions métaboliques, de flore de barriere et de
stimulation du systeme immunitaire intestinal (Palmer et al., 2007). En raison de la trés forte
densité des microorganismes retrouvés dans le tractus intestinal humain (généralement 10*-
10'? microorganismes/ml du contenu luminal), la microflore intestinale joue un réle majeur
dans la résistance a la colonisation des bactéries exogenes qu' elles soient a potentialité
pathogéne ou non. Cette fonction de barriére est essentielle car elle maintient un équilibre
relativement stable dans la microflore du tube digestif (Campeotto et al.,2007).

La formation de cet écosystéme débute trés rapidement apres la naissance, deux
périodes critiques apparaissent pour la colonisation de l'intestin : la période allant de la
naissance a la diversification alimentaire et la période se situant autour de la diversification
alimentaire (Campeotto et al.,2007).

Le nouveau-né, stérile in utero, se trouve a la naissance brutalement plongé dans un
univers bactérien riche et se colonise rapidement avec une flore smple a partir des flores
vaginales et fécales maternelles et de I'environnement proche. Cette colonisation a été
clairement montrée, cependant, |a flore fécale maternelle apparait étre le déterminant essentiel
des premieres bactéries s'implantant chez I’ enfant, les nouveau-nés étant colonises plutét par
des entérobactéries et bifidobactéries d origine fécale, que par des lactobacilles d origine
vaginae (Tannock et al., 1990). En effet, des études indiquent gu’ en général, les nouveau-nés
sont premiérement colonises par des entérobactéries (Escherichia coli), des staphylocoques,
des entérocoques (Enterococcus faecalis), des streptocoques et des lactobacilles qui semblent
créer un environnement réduit favorable a |’ établissement deux atrois jours apres |a naissance
des bactéries appartenant a des genres comme Bacteroides, Bifidobacterium et Clostridium
ainsi que les lactobacilles supportant mal I’ oxygene (Favier, 2002).

Pendant les premiéres 48h, le nombre de bactéries qui colonisent le tube digestif du
nouveau-né nourri au sein arrive rapidement a un taux de 10 bactéries par gramme du
contenu colique, cette colonisation est indépendante du type d’'alimentation et des conditions
environnementales et de la prescription éventuelle d’ antibiotiques (Campeotto et al., 2007).
La flore qui simplante chez les nouveau-nés alaités naturellement est moins diversifiée que
celle des nouveau-nés nourris au lait artificiel (Ducluzeau R. 1993). Elle est retardée chez les

enfants nés par césarienne, qui rencontrent majoritairement en premier lieu les bactéries de



Introduction générale

leur environnement : air et personnel soignant. Ce retard de colonisation est encore plus
important chez le prématuré et a pour conséquence I'implantation de la mauvaise flore
(Gewolb et al., 1999). Une flore complexe et stable, proche de celle de I’ adulte, ne semble
étre obtenue qu’entre 2 et 4 ans (Kleessen et al., 2000). Vers |’ age de 2ans, parallelement a la
diversification alimentaire, une modification progressive de laflore tend vers celle de I’ adulte

et est qualifiée de “flore normale’.

Les facteurs bactériens permettant I'implantation d’une souche donnée sont peu
connus. Une étude sur le suivi de I'implantation d' Escherichia coli a montré que les souches
résidentes, contrairement aux souches transitoires, avaient certaines caractéristiques pouvant
favoriser leur colonisation comme des génes codant des fimbriae ou des hémolysines
(Nowrouzian et al., 2003).

Il existe certains facteurs influencant sur I’ établissement de ce microbiote : le mode
d’ accouchement et les conditions d’ hygiene strictes entourant |es accouchements, |es bactéries
de I’environnement véhiculées par le personnel soignant et |'entourage, le mode
d’alimentation, I’ &ge gestationnel et I’ antibiothérapie. Une étude a observé que les traitements
a base d' antibiotiques pendant 2 a4 jours pour suspicion d’infection materno-foetale a montré
une réduction de la diversité du microbiote fécal des nouveau-nés et un retard de colonisation
de plus de 10 jours par des espéces, considérées comme ayant des effets bénéfiques
(lactobacilles et bifidobactéries) (Bonnemaison et al., 2003). De plus, ces traitements durant
les premiers mois de vie favorisent I’implantation de bactéries ayant acquis des mécanismes
de résistance (Campeotto et al.,2004).

L’avenement de cette antibiothérapie, dans les années 1940, a completement
révolutionné le domaine médical et entrainé une réduction significative de la mortalité
associée aux maladies infectieuses d'origine bactérienne (Carle, 2004). Cependant,
I’utilisation abusive et non contrélée des antibiotiques a pour conséguence |’émergence de
bactéries résistantes et ce par le développement de nombreux meécanismes que ce soit
d’ origine chromosomique ou plasmidique (Mesaros et al., 2005).

Ces mécanismes favorisent le transfert horizontal des genes de |a résistance permettant
ains leur dissémination a I’hépital, dans la communauté ou méme dans I’ environnement
(Arpin et al., 2005). Les germes résistants les plus rencontrés sont les bacilles a Gram négatif
parmi lesgquels les especes les plus importantes en clinique demeurent les entérobactéries,
Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii (Lucet et Birgand. 2011). Néanmoins,
les entérobactéries productrices de B-lactamase (EBLSE) sont les germes les plus concernés et

leur dissémination est mondiae (Emile, 2010).
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L’emploi intensif des B-lactamines, en ville comme a I’hopital, a entrainé la sélection
de bactéries multirésistantes (BMR) représentant un probléme de santé publique mondiale,
contribuant fortement al’installation et I'émergence de la résistance. Suite au contact fréguent
de I’homme avec son environnement, cette installation peut avoir un impact sur |’ acquisition
de bactéries résistantes de la flore digestive, cela conduit a la colonisation et a la
dissémination de bactéries multirésistantes. Une fois ces bactéries installées, la résistance
bactérienne persiste trés longtemps, voire indéfiniment (Andremont, 2000).

L’'impact du traitement antibiotique sur la flore bactérienne dépend de deux types
d effets. Ils peuvent tout d’abord sélectionner, parmi les bactéries présentes a leur arriveée,
celles qui sont résistantes. Ces bactéries résistantes aux antibiotiques sont genéralement
défavorisées dans les conditions normales. En |’ absence d’ antibiotiques ils se multiplient peu
dans le tube digestif. En revanche, lorsque le ou les antibiotiques auxquels ils résistent
exercent une pression de sélection, ces bactéries résistantes se retrouvent en position
« favorable » par rapport aux bactéries sensibles a I’ antibiotique. Les bactéries sensibles sont
éliminées et les bactéries résistantes proliférent. A I'arrét des antibiotiques, la flore se
réinstalle mais la population de bactéries résistantes peut se maintenir a des concentrations
élevées sur une durée variable (Andremont, 1995).

En effet, des études ont montré que chez |'adulte, |I’administration de Céftazidime
entrainait I’ éimination des populations d’ entérobactéries commensales tout en favorisant la
croissance de bactéries résistantes comme Klebsiella pneumoniae productrice de BLSE ou
Enterobacter spp., hyperproducteur de céphal osporinase chromosomique (Quinn et al., 1987).

Les entérobactéries productrices de BLSE, sont souvent les BMR magjoritaires. Les
BLSE sont desenzymes qui hydrolysentl’ ensemble des pénicillines et des céphalosporines a
I’ exception des céphamycines et des carbapénemes. Elles sont inhibées partiellement par les
inhibiteurs de béta- lactamases (acide clavulanique, tazobactam, sulbactam), et portées
souvent par des plasmides conjugatifs.

Les premieres BLSE ont été mises en évidence en Allemagne et en France en 1984
(Sirot et al., 1987). Elles dérivaient des béta- lactamases de type TEM ou SHV- 1 par
mutation ponctuelle et ont été décrites initidlement chez Klebsiella pneumoniae (TEMS3,
SHV- 2). Plus d’' une centaine de variétés de TEM et de SHV ont été décrites par la suite.

Plus recemment de nouvelles BLSE non dérivées des pénicillinases ont émerge : en
majorité les enzymes de type CTX-M conférant un plus haut niveau de résistance au
céfotaxime qu'a la ceftazidime. Les genes des CTX-M proviennent de bactéries de
I’environnement. Ces enzymes de type CTX-M ont eu un fort succes épidémiol ogique et ont
diffusé dans le monde entier (Mariani- Kurkdjian et al., 2013).
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Ce mécanisme de résistance est le plus souvent associé aune résistance multiple aux
aminosides, aux quinolones, au cotrimoxazole et aux tétracyclines. Diverses aternatives
thérapeutiques aux carbapénemes ont été proposées pour le traitement des entérobactéries
productricesde BLSE. L’ utilisation de céphamycines stable a I’ hydrolyse par les BLSE a été
rapportée. Cependant, leur prescription a été associée a I’ émergence de mutants résistants par
imperméabilité des porines en cours de traitement. Ainsi en dépit de leur bonne sensibilité in
vitro les céphamycines ne sont pas recommandées en traitement de 1%€ intention (Mariani-
Kurkdjian et al., 2013).

La résistance aux carbapénémes chez les entérobactéries résulte essentiellement de
deux mécanismes impliquant tous deux des béta-lactamases :

e Le premier mécanisme associe la production d’une céphal osporinase chromosomique
ou plasmidique ou une BLSE a une diminution quantitative ou qualitative de |’ expression des
protéines transmembranaires que sont les porines.

e Le second mécanisme de résistance aux carbapénémes est lié al’expression de béta-
lactamases a forte activité hydrolytique vis-avis des carbapénemes, les carbapénemases
(Classe A et Classe B) (Nordmann et Carrer, 2010).

Les EBLSE sont a I’origine d’infections potentiellement séveres et de prescriptions
d’antibiotiques a large spectre bactérien. La prévalence de ces EBLSE est en constante
augmentation (Vodovar et al., 2012). La diffusion des entérobactéries-BLSE concernait
essentiellement le milieu hospitalier ou I’ espece la plus frequemment isolée était Klebsiella
pneumoniae, mais des données épidémiologiques soulignent |I'augmentation des infections
liées a Escherichia coli sécrétrices de BLSE, notamment en milieu communautaire (Guillet et
al., 2010), car tout comme chez le nouveau-né et chez I'adulte, E. coli est devenue
progressivement |’ espece bactérienne la plus souvent impliquée (Stoll et al., 2002).

Le milieu communautaire peut donc représenter un réservoir de BLSE pas encore
détecté dans des isolats cliniques (Valverde et al., 2004). La colonisation dans le
compartiment intestinal par des souches productrices de BL SE a été associée a un risque élevé
de développer une infection extra-intestinale difficile atraiter due aux souches productrices de
BLSE (Reddy et al., 2007).En pédiatrie, ces souches sont principalement responsables de
cystites et de pyélonéphrites (Birgy et al., 2012), ou €elles peuvent mettre en échec les
traitements de premiere intention. De rares cas d’infections materno-foetales, de méningites

néonatal es impliquant ces souches ont été publiés (Moissenet et al., 2010).
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La prévaence du portage de BLSE chez les enfants varie en fonction des études et des zones
géographiques. Elle varie de 7,2% en Turquie (Kiremitci et al., 2011) a 31% au Niger
(Woerther et al., 2011).

Les entérobactéries productrices de BLSE sont reconnues comme agents pathogenes
nosocomiaux importants chez les enfants, et sont souvent associées a des épidémies
(Moissenet et al., 2010). Le dépistage du portage intestinal est crucial pour prédire le risque
d'infection aux EBLSE, sachant que le cblon sert de réservoir pour les E. coli pathogenes
extra-intestinales (Emori et al., 1993). E. coli productrice de BLSE a déja été décrite comme
acquise dans la communauté chez les patients adultes (Ho et al., 2007).

Puisque le portage digestif est un facteur clé dans I'épidémiologie de I'infection a
EBLSE (Vaverde et al., 2008), le dépistage de patients en milieu communautaire se révele
intéressant afin de limiter le risque d’infection par ces germes multirésistants et limiter leur

diffusion dans le milieu communautaire et hospitalier.
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Dans cette optique, nous nous sommes intéresses al’ évaluation du portage digestif de
bacilles a Gram négatif résistants aux antibiotiques (céphal osporines de troisieme génération)
chez les enfants admis au niveau du service de pédiatrie de I’ hopital d’ Amizour et du CHU de
la ville de Bejaia et ceux consultant au niveau de cing cabinets de pédiatrie de la ville de
Beaia, sur une période de 86 jours, soit du 03 Février au 30 Avril 2013.

Cette étude donnera une idée du risque de diffusion des résistances bactériennes dans

les cabinets de consultation pédiatrique et les établissements de santé.

Pour ce faire, nous optons pour la méthodol ogie suivante :

> Isolement et identification des souches de bacilles @ Gram négatif a partir des
prélévements rectaux.

» Etude delasensibilité de ces souches vis-a-vis du céfotaxime et de céftazidime.

» Recherche de production de BLSE ou de céphal osporinases sur gélose Mueller-Hinton
(avec ou sans cloxacilline).

» Etude de la sensihilité des souches vis-a-vis d'autres familles d antibiotiques par un
antibiogramme.

» Recherche de la production de céphal osporinases plasmidiques (AmpC acquises) en
utilisant le hodge-test modifié.

» Recherche de la production de carbapénémases (Oxacillinases ou Métallo-f-
lactamases) en utilisant le hodge-test, letest al’EDTA et le test au NaCl.

» Détermination des CMI pour la céftazidime.

> Déduction des phénotypes probables des souches isol ées.

» Etude de la sensibilité de ces souches vis-a-vis des fluoroquinolones et recherche de la
production de I’enzyme AAC(6’)Ib-cr.

> Traitement statistique des données.

» Discussion générale des résultats obtenus.
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|.1. Recueil de données

Notre étude s est déroulée durant la période du 03 Février 2013 au 30 Avril 2013 au
sein du laboratoire d hygiéene de la wilaya de Bgjaia. Elle a pour objectif I’ éude du portage
digestif de bactéries a Gram négatif résistantes aux céphalosporines de troisiéme génération.
L’ &ude est effectuée chez les nouveau-nés, nourrissons et enfants admis dans les services de
peédiatrie de I’ hopital d’ Amizour et du CHU de Bejaia et ceux examinés dans cing cabinets de
pédiatrie de laville de Bejaia. Pour chague patient un questionnaire (Annexe | et Annexell) a
été rempli afin de recueillir des informations indispensables pour la détermination des facteurs
de risque.

|.2. Préévements

Des écouvillonnages rectaux sont effectués chez 150 enfants, 75 au niveau des
services de pédiatrie et 75 au niveau des cabinets. Les prélevements recueillis sont a visée
écologique.
[.2.1. Milieux et réactifs utilisés
Les milieux de culture et les réactifs utilisés durant cette éude sont résumeés dans le tableau
Ci-dessous :

Tableau N°I : Liste des milieux de culture et réactifs utilisés durant cette étude.

Milieux de culture Marques
Bouillons nutritifs additionnés de Céfotaxime Bouillon nutritif : Institut Pasteur
(CTX a2ug/ml), Céftazidime (CAZ a4dug/ml) et Céftazidime : GlaxoSmithKline
delaVancomycine (VAN a16ug/ml) Céfotaxime : Sophal

Vancomycine : Mylan

Gélose EMB HIMEDIA
Géose Mac Conkey additionnée de CTX et/ou de HIMEDIA
CAZ
Gé ose Hektoen HIMEDIA
TSI Institut Pasteur d’ Algérie
Mannitol-mobilité Institut Pasteur d’ Algérie
Citrate de Simmons Institut Pasteur d’ Algérie
Bouillon nitraté Institut Pasteur d’ Algérie
Eau peptonée exempte d’indole Institut Pasteur d’ Algérie
Urée-indole Institut Pasteur d’ Algérie
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Clark et Lubs

Institut Pasteur d’ Algérie

Milieux Moeller (ADH, LDC, ODC)

Institut Pasteur d’ Algérie

Géose Mueller-Hinton HIMEDIA
Géose nutritive Institut Pasteur d’ Algérie
Milieu Chromogene (UriSelect) BioRad

King A et King B Institut Pasteur d’ Algérie
Réactifs Marques
NRI et NRII Institut Pasteur d’ Algérie

Poudre de zinc

Institut Pasteur d’ Algérie

Disque d’ oxydase

Institut Pasteur d’ Algérie

Disque d ONPG Institut Pasteur d’ Algérie

Réactifs de Kovacs Institut Pasteur d’ Algérie

VPI, VPl et RM Institut Pasteur d’ Algérie

TDA Institut Pasteur d’ Algérie

EDTA Préparation au laboratoire de
Microbiologie

NaCl Préparation au laboratoire de

Microbiologie

La composition de ces milieux est donnée en (Annexe l11).

[.2.2. |solement

Chaqgue écouvillon est ensemencé dans deux tubes de bouillon nutritif additionnés

pour I'un de Céfotaxime (2ug/ml) et pour I'autre de Céftazidime (4ug/ml), servant a

sélectionner ainsi les souches de bacilles a Gram négatif résistantes aux céphalosporines de

3éme genération. La Vancomycine (16ug/ml) est goutée dans tous les tubes pour éliminer les

bactéries a Gram positif. Ces tubes sont incubés a 37°C pendant 24 a48 h.

Pour I'isolement des souches d entérobactéries, des milieux de culture sélectifs pour les

entérobactéries sont utilises (EMB, Mac Conkey ou Hektoen), sachant que la gélose Mac
Conkey est additionnée de CTX (2ug/ml) et/ou de CAZ (4ug/ml).
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[.2.3. Purification
Aprées 24h d’incubation, les colonies ayant poussees sur le milieu de culture sont
analysées. Les cultures polymicrobiennes sont repiquées sur gélose Hektoen et/ou EMB, afin

de purifier les souches isolées. Ces boites sont incubées a 37°C pendant 24 h.

[.2.4. ldentification

Lorsque la culture est pure, I'identification des bacilles a Gram négatif est réalisée sur
labase de : la coloration de Gram, |e test de catalase et d’ oxydase et |a galerie biochimique.
Cette derniere comprend plusieurstests (Denis et al., 2007).
Les souches sont ensemencées sur milieu chromogene «UriSelect » afin d’avoir une
orientation sur I'identification des souches isolées. Les résultats attendus de ce test sont

résumés dans le tableau I1.

Tableau N°I1 : Aspect des colonies sur milieu UriSelect (UriSelect4, 2007)

Espece Couleur descolonies

Escherichia coli Colonies rose a pourpre

KES (Klebsiella, Enterobacter, Serratia) Colonies bleu violet / bleu pourpre

Proteus mirabilis, Morganella, Providencia Colonies beige a brun orangé

Pseudomonas aeruginosa Colonies muqueuses blanches brunétres

Acinetobacter baumannii Colonies muqueuses blanches opague

Le principe, lestechniques et les régles d’ interprétation des tests effectués sont résumés dans
le tableau I11.

Tableau N°l11 : Différents tests biochimiques d identification (Denis et al., 2007).

Milieu de Test Mode Lecture I nterprétation
culture d’ ensemencement
Ensemencement a
Recherche dela partir d une culture | Couleur rouge apres Nitrate
Bouillon nitrate-réductase sur milieu solide. I’ gjout des réactifs réductase
nitraté Incubation & NRI et NRII Positive
37°Cl24h
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Ensemencement dela | Viragedelapenteau | Fermentation
Fermentation des | pente par stries puis jaune du lactose +
sucres et le culot par piqlre Virage du culot au Fermentation
Milieu TSI production de gaz centrale. jaune du glucose +
et d'H2S Incubation a Apparition de bulles | Production du
37°C/24h Gaz
Noircissement du Production d’
milieu H2S
Utilisation du Ensemencement par Croissance sur la
citrate comme stries du tube. pente et virage du Utilisation du
Milieu Citrate | seule sourcede Incubation a37°C milieu au bleu Citrate
de ssimmons carbone pendant 1 (alcalinisation du
a7jours milieu)
Etude du type Ensemencement du | Couleur rouge cerise Formation
fermentaire milieu Clark et Lubs aprés gjout des d acétoine
Bouillon Clark (Réaction de et incubation réactifs VPl et VPII
et lubs V oges-Proskauer a37°C/ 48h Coloration rose aprés | Formation des
et RM) gout du réactif RM acides mixtes
Utilisation du Ensemencement du Coloration jaune du Fermentation
Milieu mannitol et milieu par piqare Milieu du mannitol
Mannitol et recherche dela centrale. Diffusion homogene
Mobilité mobilité Incubation a (formation d’un Mobilité
37°C/24h voile)
Recherche Ensemencement a Virage du milieuen | Présence d’une
d’uréase et de partir d’ une culture rouge Uréase
Milieu Urée TDA etla sur milieu solide. Anneau rouge en Production
indole production Incubation & surface apres gjout dindole
dindole 37°C/24h du réactif de Kovacs
Formation d'un Présence de
précipité marron TDA
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|.3. Etudedela sensibilité des souches aux antibiotiques

La sensibilité de toutes les souches a Gram négatif identifiées aux antibiotiques
(tableau 1V) appartenant a différentes familles est testée par la méthode de I’ antibiogramme
standard par diffusion sur gélose Mueller-Hinton, selon les recommandations du CFA-SFM
(2012).

[.3.1. Antibiogramme standard

3 & 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques d'une culture pure sont
dissociées dans 3 ml d’eau physiologique stérile. La suspension bactérienne est a une DO
d’ environ 0.1 lue & 625nm, ensuite une dilution & 10™est réalisée correspondant & une charge
bactérienne de 10’'UFC/ml (CA-SFM, 2012).
L’ ensemencement de |a suspension bactérienne est effectué sur des boites de gélose Mueller-
Hinton, d'une épaisseur de 4mm, par écouvillonnage en stries serrées. Les disques
d antibiotiques a tester sont déposes a la surface de la gélose a I’ aide d’ une pince stérile. Ces
boites sont incubées a 37°C pendant 24 h. Apres incubation, les différents diamétres des zones
d’inhibition sont mesurés. L’interprétation en résistance (R), intermédiaire (1) ou sensible (S)
est effectuée par comparaison avec les diametres critiques édités par le CA-SFM (2012).
Tableau N°IV : Liste des antibiotiques testés durant cette étude.

Famille Antibiotiques Abréviation Charge Marque
(H9)
Amoxicilline +
Clavulanate AMC 20/10 HIMEDIA®
Céfoxitine CX 30 HIMEDIA®
Céfotaxime CTX 30 HIMEDIA®
BIO-RAD®
p-lactamines Céftazidime CAZ 30 HIMEDIA®
Céfépime FEP 30 HIMEDIA®
Aztréonam ATM 30 HIMEDIA®
Imipenéme IPM 10 HIMEDIA®
Amikacine AK 30 HIMEDIA®
Aminosides Tobramyine TOB 10 HIMEDIA®

11
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Quinolones Acide naidixique NA 30 HIMEDIA®
Fluoroquinolones Ciprofloxacine CIP 5 HIMEDIA®
Sulfamides Triméthoprime TR 5 HIMEDIA®

I.3.2. Recherche de la production de B-lactamases a spectre élargi (BLSE)

La production d’ enzymes BL SE est recherchée chez toutes |es souches isol ées.

» DD-TEST (test desynergie)
La production d’une BLSE est mise en évidence par le test de synergie qui consiste a placer
des disques de céftazidime, céfotaxime (30ug chacun) a une distance de 20mm (centre a
centre) d'un disque d’ Augmentin (amoxicilline/clavulanate) (20 et 10 pg, respectivement).
L’ augmentation de la zone d'inhibition entre le disque d’ Augmentin et les disques de
céftazidime, céfotaxime indique la production d’une BLSE (Jarlier et al., 1988).

» DD-TEST sur gélose a la cloxacilline
La présence d une BLSE peut ére masguée par la production d’une céphalosporinase. Afin
d’inhiber |’ activité céphalosporinase, le test de synergie est refait sur gélose Mueller-Hinton
additionnée de la cloxacilline (250 ou 500 pg/ml selon le niveau de la résistance). La
comparaison des diamétres des zones d’inhibition entre les boites avec et sans cloxacilline
permet de mettre en évidence la présence d'une BLSE ou |'hyperproduction d’une
céphalosporinase (Morin et Fosse, 2008).

1.3.3. Recherchedelaproduction des céphalosporinases plasmidiques

Ce test est réalisé chez les souches qui ne sont pas naturellement productrices de
céphalosporinases chromosomiques et résistantes a |I’amoxiciline-acide clavulanique ainsi
gu’'a la céfoxitine en utilisant le test de Hodge modifié. Un disque de céfoxitine (CX) est
déposé au centre d'une gélose Mac Conkey préalablement ensemencée avec la souche
d Escherichia coli ATCC 25922. La souche a tester, souche témoin positif et témoin négatif
sont ensemencées sous forme de stries, du disque a la périphérie de la boite. Ces boites sont
incubées a 37°C pendant 24 h. La déformation de la zone d'inhibition en forme de tréfle

indique la présence d' une cépha osporinase (Vinoth et al., 2012).
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|.3.4. Recherchedelaproduction de carbapénémases
Les tests suivants sont réalisés chez les souches résistantes ou de sensibilité réduite a

I"imipenéme :

» Test deHodge
Le méme protocole que le Hodge test modifié est utilisé, mais en remplacant : le disque de
céfoxitine par un disque d'imipénéme, et la souche témoin résistante a la céfoxitine par une

souche résistante a l'imipéneme par production de Carbapénemase (Hodge et al., 1978).

> Test al’EDTA
Une solution stérile ’EDTA a 0,5M (pH8) est préparée. Deux méthodes sont utilisées sur la
méme boite :

e Lapremiére consiste en un DD-test qui est réalise en utilisant 2 disques d'imipénéme
déposés I'un a 15mm et I'autre & 20mm d'un disgque vierge imbibé d’un volume de 10uL
d'EDTA a 0,5 M. La présence d'une métallo-B-lactamase est détectée par visualisation d'une
image de synergie entre le disque d'imipénéme et celui dEDTA (Jeong et al., 2006).

e Ladeuxiéme consiste en un antibiogramme qui est réalisé avec un disgque d'imipénéme
(témoin), un disque vierge imbibé avec 5ul dEDTA (0,5 M) et un disque d’'imipenéme
additionnée de 5ul dEDTA. Les diamétres des zones dinhibition autour de ces disques sont
comparés apres 18h d'incubation a 37°C. Les souches dont le diamétre d'inhibition autour du
disque IMP-EDTA est supérieur d'au moins 6mm a celui obtenu avec le disque IMP seul

seront considérées comme souches productrices de MBL (Yong et al., 2002).

» Test au NaCl
Le DD-test est réalise en utilisant la gélose Mueller-Hinton additionnée de NaCl a 200mM
pour les souches résistantes a I'imipénéme, dans le but dinhiber I'activité oxacillinique des
souches productrices d’une oxacillinase. Une différence de 6mm des diamétres des zones
d'inhibition entre les boites avec et sans NaCl permet de mettre en évidence la présence d'une

cabapénémase de type oxacillinase (Pournaras et al., 2006).
[.3.5. Détermination desCMI en milieu solide (CA-SFM, 1995)

Les concentrations minimales inhibitrices sont déterminées pour la céftazidime par la

méthode de dilution en milieu solide. La poudre d’ antibiotique est dissoute dans de I’ eau
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distillée stérile et a partir de cette solution, des dilutions sont effectuées. Dans une série de
boites de Pétri, 2 ml de chaque antibiotique sont déposés (de la concentration la plus faible a
la plus forte) avec 18 ml de milieu Mueller-Hinton en surfusion. Ces boites sont séchées dans
I’ étuve a 37°C pendant 20 min.

Une suspension bactérienne de 108UFC/ml est diluée a 1/100, puis 10ul (10*UFC/ml) de cette
dilution sont déposes sur le milieu par spot en trois répétitions. Ces boites sont incubées a
37°C pendant 24 h. Les dilutions utilisées sont résumées dans le Tableau V.

Tableau N°V : Préparation de la gamme d’ antibiotiques pour la détermination des CMI (CA-
SFM, 1995).

Concentrations
Solutions Solution mére Volumedu Concentrations | Concentrations
initiales (mg/l) (ml) diluant (ml) obtenues (mg/l) | finales (ug/l)
5120 1 7 640 64
5120 1 15 320 32
320 4 4 160 16
320 2 80 8

| .4. Recherche dela production del’enzyme AAC(6)I b-cr

Ce test est rédlisé chez les souches qui sont résistantes aux fluoroguinolones. Nous
avons réalise le test de Wachino et al. (2011) modifié. 1l consiste a mettre en culture les
souches a tester dans du bouillon nutritif additionné de 8ug/ml de ciprofloxacine. Un témoin
negatif est également utilisé. L’incubation est effectuée a 37°C/18h sous agitation. Au terme
de la période d’incubation, 10 pl de chaque culture sont déposés sur des disques vierges
appliqués sur des boites du milieu Mueller-Hinton préalablement ensemenceées avec la souche
sensible E. coli ATCC 25922. Les boites sont ensuite incubées a 37°C/24h. Les diamétres
obtenus autour du témoin et de la souche a tester sont mesurés. Une différence de 10 mm

signifie que la souche testée est probablement productrice de cette enzyme.
|.5. Traitement statistique des données

L’ analyse des données obtenues et |a détermination des facteurs de risque sont réalisees par le
test Khi2.
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|. Caractéristiques de la population

|.1.Selon les services de pédiatrie et cabinets de pédiatrie

Cette étude a concerné deux services de pédiatrie en I’ occurrence celui de I’ hopital
d’Amizour et celui du CHU de Begaia et paraléement cing cabinets de consultation
pédiatrique de la ville de Bejaia. Le nombre de prélevements est équivalent entre les services

et les cabinets, soit 75 prélévements.

1.2 Selon |’age

La figure 01 montre que les prélevements effectués ont touché trois tranches d’ &ge qui
sont les nouveau-nés (1j-28j),les nourrissons (1mois-2ans) et les enfants (2ans-15 ans). Un
méme taux de 80% est observé pour les nourrissons (soit 60 nourrissons) au niveau des
cabinets et des services de pédiatrie.

80% 80%
80%

60%

40% .
15% 20%
20% 9
b 0% 5%
0%
Nouveau-nés  Nourrissons Enfants

m Cabinets (n=75) m Hopita (n=75)

Figure 01 : Répartition des patients selon I’ &ge au niveau des cabinets de pédiatrie et des
hopitaux.

.3 Selon lesexe

Le nombre de prélévements effectués n'est pas homogene chez les deux sexes
(masculin 53,33%, féminin 46,66%) au niveau des cabinets de pédiatrie et (masculin 48%,

féminin 52%) au niveau des hopitaux. Les résultats obtenus sont résumeés dans la figure 02.
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53,33%
55,00% 52%
0,

50,00% 7% 48,00%
45,00%

40,00%

Cabinets Hopital
m Garcons ® Filles

Figure 02 : Répartition des patients selon e sexe.

Il1. Souches bactériennesisolées

Le nombre des souches de bacille a Gram négatif collectées est de 118 souches isolées
sur gélose Mac Conkey additionnée de CTX et/ou de CAZ, dont 100 souches
d’ Enterobacteriaceae, 17 de Pseudomonas aeruginosa et 1 d Acinetobacter baumannii
(figure 03). Lesrésultats de I’ identification sont donnés dans le tableau |1 (Annexe 1V).

Nombre de souches isolées

1%
14%
m Enterobacteriaceae
m P.aeruginosa

85% A.baumannii

Figure 03: Taux des bacilles a Gram négatif isolés.

» Répartition des souchesisolées par espece

Sur les 150 prélévements effectués ,118 souches sont isolées a partir de 94 prélévements
positifs. Lafigure ci-dessous montre la répartition des souches isolées par espece au niveau

des cabinets et des hopitaux.
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40,00%
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35,00%
30,00%
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20,00%
15,00%
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m Cabinets (n=52)

20,00%
15,00%
10,00%
5,00%
0,00%

15,15% 13 6%
10,61%10,61%

® Hopital (n=66)

Autres : Proteus sp et Serratia marcescens.

Autres :Proteus sp et Acinetobacter baumannii.

Figure 04 : Répartition des souches isolées par espéce au niveau des cabinets et des hdpitaux.

La répartition des souches par espece nous montre que la souche la plus retrouvée au
niveau des cabinets est Klebsiella sp (34,61%) suivi par E.coli (23,08%). Contrairement au

niveau des hopitaux ou Enterobacter sp (31,82%) est plus fréquent cela est probablement due

a la résistance naturelle, suivi d’ E.coli (18,18%) puis de Klebsiella sp (15,15%).Des taux

significatifs de Pseudomonas aeruginosa sont retrouvés au niveau des cabinets (19,23%) et

des hopitaux (10,61%).

» Répartition des souches isolées au niveau des cabinets et des hdpitaux

La répartition des souches isolées au niveau des cabinets de pédiatrie et des hopitaux est

représentée dans lafigure 05.

60,00%
40,00%
20,00%

0,00%

55,93%

Hopital (n=66) Cabinets (n=52)

m Souches isolées

44,07%

Figure05:

Répartition des souches isolées au niveau des cabinets et des hdpitaux.
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Nous avons noté au cours de notre étude que les souches d entérobactéries sont le plus

souvent isolées au niveau des services de pédiatrie gu’ au niveau des cabinets.
[11. Etude dela sensibilité des souches aux antibiotiques

III.1. Résistance des bacilles 2 Gram négatif isolés auxp-lactamines

Plusieurs antibiotiques de la famille des B-lactamines ont été testés sur les souches isolées.
Les taux de résistance a sept B-lactamines de ’ensemble des souches sont donnés dans la

figure 06.

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Taux de résistance

AMC | FOX | CAZ CTX FEP | ATM | IMP
B Cabinets (n=52) [86,54%|55,78%|88,46%|65,38%|26,92%|44,23%| 0,00%
B Hopital (n=66) (92,42%|78,79%|86,36%|74,24%|19,70%|68,18%| 3,03%

Figure 06 : Résistance des souches isolées aux B-lactamines.
Légende : CAZ (Céftazidime), AMC (Amoxicilline + Acide clavulanique), CTX(Céfotaxime), FOX
(Céfoxitine), FEP (Céfépime), ATM (Aztréonam),IPM (Imipenéme).

Sur un total de 118 souches isolées, 52 souches sont isolées au niveau des cabinets et 66
souches au niveau des services de pédiatrie. D’ apres les résultats obtenus, nous notons une
résistance importante vis-a-vis deI’AMC avec un taux de 86,54% dans |es cabinets et de
92,42% dans |les hdpitaux. Pour la FOX, un taux de 78,79% est observé au niveau des
hopitaux et de 55,78% au niveau des cabinets. Ces taux élevés sont probablement dues ala
résistance naturelle de certaines souches (Enterobacter sp, Pseudomonas aeruginosa et
Citrobacter freundii).

Le taux de résistance a I'ATM est |égérement élevé au niveau des services avec
68,18% contrairement a 44,23% au niveau des cabinets. Concernant la FEP, les taux
enregistrés restent peu éeveés avec 26,92% au niveau des cabinets et 19,70% au niveau des
services. Enfin, nous observons un taux de résistance a I'lMP (résistance intermédiaire)

uniquement au niveau des hopitaux 3,03%.
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> Répartition des souchesrésistantes aux C3G par espece
Les résultats présentés dans le tableau VI montre que sur la totalité des souches isolées,
88,98% (105/118) sont résistantes ou intermédiaires au CTX et/ou CAZ. Les taux sont
comparables au niveau des cabinets et des services de pédiatrie soit 88,46% (46/52) et 89,39%
(59/66).
Tableau N° VI : Répartition des souches résistantes aux C3G par espece.

Souche Klebsiellasp | Enterobacter E. coli Citrobacter | Proteus | Autres
P P P
Nb de souches
C3G «R» 25 25 19 12 7
% de
résistance 23,81 23,81 18,10 11,43 6,67 16,19

Autres :Serratia marcescens, Pseudomonas aer uginosa, Acinetobacter baumannii.

C3G R : résigtantes aux céphal osporines de troisiéme génération.

[11.1.1. Recherchede BLSE

Le profil de résistance aux antibiotiques des souches isolées est donné au tableau |11 (annexe

V). Des tests phénotypiques de détection des BL SE sont utilisés durant cette étude :

> DD-Test

Le DD-test effectué pour les souches isolées résistantes aux C3G a revélé la présence d’ une
image de synergie pour 41/105 souches (40%), ce qui indique la présence probable d’une B-
lactamase a spectre éendu (BLSE). Les résultats de ce test sont résumés dans le tableau |11
(annexe IV). La disposition des disques de B-lactamines sur la gélose Mueller Hinton ainsi

gue la présence d’ une image de synergie sont données dans lafigure 07.
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Figure 07 : Images de synergie obtenues pour les souches CA08 (CAZ) E. coli et
CH14(CAZ) Klebsiella sp.

» DD-Test sur gélose Mueller-Hinton additionnée decloxacilline

L’image de synergie peut étre masquée par présence de I’ activité céphal osporinase
(chromosomique ou plasmidique), un DD-test est alors effectué sur gélose Mueller-Hinton
additionnée de la cloxacilline & une concentration de 250ug/ml.

Sur 57 souches testées, 8 souches présentaient une image de synergie révélant la
présence d’une P-lactamase a spectre étendu (BLSE) et 49 souches présentaient une
récupération de la zone d’inhibition (>6mm) rendant compte de la présence possible d’une
céphalosporinase chromosomique (hyperproduction d AmpC naturelle) ou d'une
céphal osporinase plasmidique (AmpC acquise). Ces résultats sont résumés dans le tableau 1V
(annexe V). Les diamétres des zones d’'inhibition de quelques souches sur gélose Mueller
Hinton puis sur gélose Mueller Hinton additionnée de la cloxacilline sont donnés dans le
tableau IV (annexe 1V). Il est a noter que 7 souches n'ont pas été testées pour le test de
cloxacilline.

Lerésultat de la présence de synergie pour la souche PKO1 Enterobacter sp est illustré sur la

figure 08.

DD test sans cloxacilline DD test avec cloxacilline

Figure 08: Résultat de la présence de synergie avec cloxacilline pour la souche PKO01.
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Lerésultat de |’ absence de synergie pour la souche CHO4 E. coli est illustré sur lafigure 09.

DD test sans cloxacilline. DD test avec cloxacilline
Figure 09: Phénotype de production de céphal osporinase plasmidique pour la souche CHO4.
[11.1.2. Recherche dela production de céphalosporinases plasmidiques

L’image de trefle était bien visible sur 19/27 (70,37%) souches retrouvées résistantes ou
intermédiaires a la FOX, ce qui indique que ces derniéres produisent probablement une
céphalosporinase plasmidique, par contre aucune image de tréfle n’a été observée sur 8/27
(29,62%) souches. La souche témoin positif Klebsiella pneumoniae appartient a la collection
des souches résistantes du laboratoire de Microbiol ogie appliquée.

Un exemple de cette image de trefle est bien visible pour la souche PK22 (CTX) Klebsiella

sp (figure 10). Souche
sensible E. coli
Souche test
PK 22 (CTX)
Klebsiella sp Souche

résistanteKlebsiellapne

Figure 10 : Test de Hodge modifié positif pour la souche PK22 (CTX) Klebsiella sp.

I11.1.3. Recherche de la production de car bapénémases

» Test deHodge

L’image de trefle est bien visible pour deux souches retrouvées résistantes ou intermédiaires a

I’IMP, ce qui indique que ces derniéres produisent probablement une carbapénémase.
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La souche témoin positif Acinetobacter baumannii appartient a la collection des souches
résistantes du laboratoire d’ écologie microbienne. La figure 11 montre un Hodge-test positif
pour la souche P26 (CAZ).

L. . Souche test P26 (CAZ)
Ter_nOIntr)JOS!tlf Acinetobacter
Acinetobacter / baumannii

baumannii

. SOUCHE  SENSIDIE
E. coli ATCC

Figure 11 : Test de Hodge positif pour la souche P26 (CAZ) Acinetobacter baumannii.

> Testal’lEDTA

Letest al’EDTA amontré une récupération de 6mm (IMP seul : 20mm, IMP-EDTA :30mm)
pour I'IMP-EDTA pour la souche P25(CTX) ce qui signifie que cette souche produit
probablement une carbapénémase de type métallo-béta-lactamases (B). Ce résultat est illustré

danslafigure 12.

Figure 12 : Résultat positif dutest al’EDTA pour la souche P25 (CTX) Pseudomonas

aeruginosa.

> Test au NaCl

L’addition de NaCl a la gélose Mueller-Hinton a une concentration de 200mM, permet de
déterminer si la carbapénemase appartient a la classe D (oxacillinases). Ce test S est montré
positif pour la souche P26 (CAZ) Acinetobacter baumannii avec une récupération de 6mm

(de 10mm sans NaCl a 16mm avec NaCl). Ce résultat est illustré dans lafigure 13.
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Figure 13 : Résultat positif du test au NaCl pour la souche P26 (CAZ) Acinetobacter

baumannii.

[11.1.4. D&ermination desCMI

Nous avons testé les CMI pour 40/105 souches isolées par rapport a la Ceftazidime (CAZ)
avec 14/40 (35%) souches au niveau des cabinets et 26/40 (65%) souches au niveau des
hopitaux. Les valeurs des CMI varient entre 8ug/ml et 64ug/ml ou plus. Les résultats sont
donnés dans le tableau V (annexe 1V). Nous remarquons que les CM 1>64ug/ml sont beaucoup

plus retrouveées avec 29/40 des souches.

I11.1.5 Déduction des phénotypes de résistance aux p-lactamines

La déduction des phénotypes de résistance aux [-lactamines testées est basée sur les critéres

suivants ;

Figure 14 : Critéres de déduction des phénotypes de résistance aux B-lactamines.
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L e tableau ci-dessous résume les différents phénotypes de résistance probabl es.

Tableau N°VII : Critéeres de distinction des phénotypes de résistance probables (Bonnet et

al.,2006)

CTX | CAZ | FEP Synergie
CTX-M 3 R S S Présence ou Absence
CTX-M 15, 16, 27 ou 55 R R R Présence ou Absence
BLSE autre que CTX-M R R S Présence
BL SE type céftazidimase S R S Présence
Hyperproduction de céphal osporinase R R S Absence

Lafigure 14 ci-dessous présente la fréquence des phénotypes de résistance observeés avec les

105 souches isolées durant cette étude.
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Figure 15 : Les phénotypes de résistance probables pour |es souches résistantes aux C3G.

Cette figure montre la dominance du phénotype hyperproduction de céphal osporinase
(AmpC) chromosomique au niveau des cabinets 20/46 (43,48%) et des hopitaux 23/59
(38,98%), suivi du phénotype BL SE de type CTX-M au niveau des cabinets de pédiatriel4/46
(30,43%) et de BLSE autre CTX-M au niveau des hopitaux 15/59 (25,42%).

Le phénotype BLSE type céftazidimase est retrouvé faiblement avec un taux de 4,38% au

niveau des cabinets et 1,69% au niveau des hdépitaux. En plus de ces phénotypes, nous avons

enregistré d autres phénotypes qui sont représentés dans le tableau X ci-dessous :
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Tableau N°VII1 : Autres phénotypes de résistance retrouveés.

Milieu Code Souches Phénotypes probables
CS08 (CTX) E. coli Impermésabilité
CAO05 E. coli Pénicillinase de haut niveau
Cabinets CB13 (CTX) Klebsilla sp Impermésabilité
CH19 (CTX) | Citrobacter freundii Impermeabilite
P12 E. coli Penicillinase de haut niveau
P14 (CAZ1) E. coli Impermeabilité
P15 (CAZ) E coli Impermeabilité
PO8 Klebsiella sp Peénicillinase de haut niveau
Hopita P14 (Z2) Klebsidlla sp Impermeabilité
P27 (CTX) Citrobacter sp Impermesbilite
P34 (CTX) | Citrobacter freundii Impermeabilite
P15 (CTX) Proteus vulgaris Enzyme chromosomique inductible
P26 (CAZ) Acinetobacter Carbapénémase (OXA)

*|_es souches restantes sont des souches sensibles.

[11.2. Résistances associées

Des antibiotiques appartenant a des familles autres que les B-lactamines sont testés sur les

souches isolées pour évaluer leur sensihilité vis-&vis de ces antibiotiques et déterminer les

résistances associées. La figure suivante montre la résistance des souches isolées vis-a-vis de

4 antibiotiques de familles différentes dans les cabinets et |es hopitaux.
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Figure 16: Taux de résistance aux autres antibiotiques des souches résistantes aux C3G.
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11.2.1. Résistance aux Aminosides

Les aminosides sont représentés par deux antibiotiques qui sont la Tobramycine (TOB) et
I’Amikacine (AMK). Une résistance est enregistrée pour la Tobramycine avec un taux de
6,67% (7/105) dont 13,04% (6/46) au niveau des cabinets et 1,69% (1/59) au niveau des
hopitaux. Aucune résistance n'est enregistrée avec I’ Amikacine. Nous notons que 87.5%
(7/8) de ces souches sont productrices de BLSE : 5 souches de Klebsiella sp ,1 souche de
E. coli et 1 souche de Citrobacter sp.

11.2.2. Résistance aux Quinolones (NA) et Fluoroquinolones (CIP)

Dans cette éude, 37/105 (35,24%) des souches présentent une résistance a I'acide
nalidixique avec un taux de 50% (23/46) au niveau des cabinets de pédiatrie et 23,73%
(14/59) au niveau des hépitaux. Une autre résistance est révélée vis-a-vis de la ciprofloxacine
pour 12/105 (11,43%) des souches, soit un nombre de 7/46 (15,22%) souches au niveau des
cabinets et 5/59 (8,47%) souches au niveau des hopitaux.

e Recherchedelaproduction del’enzyme AAC(6’ )l b-cr
Ce test est réalisé pour les souches résistantes ou intermédiaires aux fluoroquinolones. Les
résultats du test de Wachino et al., (2011) modifié ont révélé la présence de |I’enzyme
AAC(6")Ib-cr pour 3/14 (21,43%) des souches testées, soit 2 souchesd’ E. coli et 1 souche de

Klebsiella sp. Un exemple d’un résultat négatif et positif sont illustrés danslafigure suivante :

Résultat négatif : 037 (CTX) E. coli Résultat positif : CBO3(CAZ) E. coli

Figure 17: Comparaison entre un résultat positif et négatif pour la production de I’ enzyme
AAC(6')lb-cr.

[11.2.3. Résistance aux sulfamides
Le taux de résistance au Triméthoprime (TR) est le plus élevé avec 53,33% (56/105), soit
de 63,04% (29/46) au niveau des cabinets et de 45,76% (27/59) au niveau des hopitaux.
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V. Portage fécal d’entérobactéries productricesde BL SE (EBL SE)

IV.1. Portage fécal d’EBL SE identifiées

Sur les 150 prélévements collectés, 118 souches ont été isolées et identifiées comprenant
100 souches d’ entérobactéries dont 49/100 (49%) souches sont productrices de BLSE.
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Figure 18 : Répartition des souches d EBL SE par espece.

Lafigure 17 montre une prédominance de Klebsiella sp (12/49) avec un taux de 44,90%, suivi

par E. coli (8/49) avec 24,49%. L es autres especes sont faiblement représentées.

IV.2. Portage fécal d’EBL SE selon les cabinets et les hopitaux

Le nombre total d EBLSE retrouveées est de 49, réparti dans les cabinets et les hopitaux
avec un taux de 23/52 EBLSE au niveau des cabinets et de 26/66 EBLSE au niveau des
hopitaux (figure 18).

EBLSE
45,00%
40,00%
35,00% _ _
Cabinets Hopital
(n=52) (n=66)
(WBLSE|  44.23% 39,39%

Figure 19 : Répartition des souches d’ EBL SE selon les cabinets et |es hdpitaux.
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IV.3. Portagefécal d’EBL SE selon le sexe

Le portage des EBLSE est plus élevé chez le sexe féminin avec un taux de 55,10%
(22/49) que chez le sexe masculin avec 44,90% (27/49).L’ analyse statistique des données
faite par le test de X2 (Khi2) révele que le sexe n'est pas considéré comme un facteur de
risque d acquisition d EBLSE (Annexe V). La répartition des EBLSE selon le sexe est
représentée dans lafigure 19.

EBLSE

m Masculin
® Féminin

Figure 20: Répartition des souches d' EBL SE selon le sexe.

IV.4.Portage fécal d’EBL SE selon I’ age

Les EBLSE sont retrouvées a un taux élevé chez les nourrissons qui est de 81,63%. Le
test de X révéle que I'ége n'est pas considéré comme un facteur de risque d'acquisition
d EBLSE (Annexe V). Lareépartition de ces EBLSE selon | &ge est illustrée ci-dessous.
Tableau N°IX : Répartition des souches d' EBL SE selon I’ &ge.

Souches Souches
Résistantes sensibles Total Taux de résistance
Nouveau- nés 2 3 5 4.08%
Nourrissons 40 41 81 81,63%
Enfants 7 7 14 14.29%

IV.5. Portage fécal d’EBL SE selon I’ antibiothérapie antérieure

22,45 % (11/49) de souches productrices de BLSE sont identifiées chez des enfants sous
antibiothérapie au cours de notre étude. Selon le test de X2 (Khi2) effectué pour I’analyse
statistique, |’antibiothérapie est considérée comme un facteur de risque d acquisition
d'EBLSE. La figure ci-dessous montre la répartition des EBLSE selon I'antibiothérapie
préalable.

28



Résultats et discussion

EBLSE

22%

78%

EATB
msansATB

Figure 21 : Répartition des souches d EBL SE selon |’ antibiothérapie antérieure.

L égende: ATB pour antibiothérapie, sans ATB pour sans antibiothérapie.

IV.6.Portage fécal des EBL SE selon I’ antibiotique administré

L’ antibiotique le plus prescrit au niveau des hopitaux est I’ Amoxicilline avec un taux de

19.23%, en revanche, trois antibiotiques de différentes familles sont prescrits au niveau des

cabinets avec un méme taux de 8.70%. Les taux des différents antibiotiques administrés sont

donnés dans | e tableau suivant.

Tableau N°X : Types d’ antibiotiques administrés au niveau des cabinets et des hdpitaux.

Amoxicilline Gentamicine Céfotaxime
Cabinets (n=23) 8,70% 8,70% 8,70%
Hopital (n=26) 19,23% 0% 0%

*il y apossibilité d' association de plusieurs antibiotiques chez certains patients.

IV.7. Portage fécal des EBL SE selon le motif de consultation au cabinet et d’admission a

I’ hopital

Les motifs de consultation semblent étre différents des motifs d’ admission au niveau des

hépitaux ou nous remarquons une présence d'EBLSE plus importante chez les patients

atteints de Bronchiolites au niveau des hopitaux et chez les patients ayant un probleme

orthopédique au niveau des cabinets. Nous notons que pour un méme prélévement, plusieurs

EBL SE peuvent étre retrouvées. Les différents motifs des 49 EBL SE sont représentés dans le

tableau suivant.

Tableau N°XI : Répartition des EBL SE selon les motifs de consultation et d’ admission.

Motif d'admission a
Code I"hopital Code Motif de consultation au cabinet
P04 Bronchiolite CHO5 L uxation de hanche
PO7 Laryngo-bronchiolite sévere CHO08 Orthopédique
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P14 Bronchiolite CH13 Visite systématique
P15 Laryngo-bronchiolite modérée CH14 Elongation du plexus brachial droit
P21 Bronchiolite modérée CH17 Orthopédique
P26 Bronchiolite CH26 L uxation de hanche
P28 Bronchiolite sévére cHa Luxation con%?ar: éﬁ ; bilatérale des
P34 GEA CBO03 Visite systématique
Diminution du taux de
P37 plaquettes CBO05 Diarrhéesglaireux sanglantes
PKOL Fievre CB09 Visite systématique
PKO3 Epathomygalie CB10 Visite systématique
PK06 Enflamment du genou cso4 Laryngite
PKO8 anemie CS05 Diarthée
PK12 Diabete CS08 Visite systématique
PK23 Fievre CS10 Gastroentérite
PK24 Bronchiolite CAO4 Bronchiolite
PK25 Bronchiolite CAOS Syndrome grippa
PK28 Bronchiolite
PK29 Grippe
PK30 Bronchiolite
PK31 Bronchiolite, diabete

I'VV.8. Portage fécal des EBL SE selon d’ autres facteurs

Le portage fécal des EBL SE selon d’ autres facteurs a été étudié avec des taux de:

12,24% d' EBL SE chez les enfants ayant eu une hospitalisation antérieure.

93,88% d’' EBL SE chez les enfants nés d’ une grossesse aterme.

73,47% d’ EBLSE chez |es enfants nés par voie basse.

34,70% d EBL SE chez les enfants allaités artificiellement.

L'analyse statistique de ces données faite par le test de X2 a révélé que ces facteurs

(hospitalisation antérieure, &ge gestationnel, mode d’ accouchement et d allaitement) ne sont

pas considérés comme des facteurs de risque d’ acquisition d EBLSE (Annexe V).
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V. Discussion générale

Dans la derniére décennie, de nombreuses éudes ont montré une augmentation
spectaculaire de |I'émergence d entérobactéries productrices de BLSE, en raison dune
surutilisation de céphalosporines a large spectre. Cette émergence de la résistance devient

préoccupante et pose un vrai probléme de santé publique (Birgy et al., 2012).

Le principa réservoir de ces souches est le tractus intestinal. Ces souches se
retrouvent aussi au niveau des mains du personnel soignant, contribuant & une contamination
croisée (Blaschke et al., 2009; Randrianirina et al., 2009). La plupart des entérobactéries étant
des souches de colonisation, sans indications de traitement constituent dés lors un important
réservoir de BMR (Mayoral et al., 2010).

Les patients les plus vulnérables et les plus colonisés sont les jeunes enfants et les
personnes agees, dus a leur faible immunité. Les infections dépendent de |’ état du patient et
sont favorisées par la technicité des actes et traitements (Augjar et al., 2006). En effet, un
taux assez important d’infections ou de colonisations est souvent enregistré au niveau des
pédiatries et des gériatries des hopitaux (Rodrigeuz-Bano et al., 2006).

Dans notre étude le choix de la population est basé sur les criteres suivants:
population jeune souvent sans antibiothérapie antérieure et sans hospitalisation répétée.
Autrement dit, population avec peu de facteurs de risque d’ acquisition de BMR dans le milieu

communautaire.

Sur les 150 prélévements effectués, 118 souches de bacilles a Gram négatif ont éé
isolées dont 52 souches isolées au niveau des cabinets et 66 souches au niveau des hopitaux.

Sur les 52 souches isolées au niveau des cabinets, nous avons retrouvé un taux éevé
de Klebsiella sp (34,61%), suivi d'E. coli avec un taux de 23,08%, les autres especes sont
failblement représentées. Les résultats obtenus durant notre étude sont différents de ceux
obtenus dans les études citées par Andrianarivelo et al. (2010), qui ont observé que |’ espece
la plus fréqguemment isolée est E. coli avec un taux de 50% suivi de K.pneumoniae.

Quant aux 66 souches isolées au niveau des hdpitaux, un taux éeveé d Enterobacter sp
(31,82%) a été retrouve suivi d'E. coli avec un taux de 18,18% et de Klebsiella sp avec
15,15%. Les autres espéces sont faiblement isolées. Concernant le genre Enterobacter, les
résultats enregistrés concordent avec ceux obtenus par Ho et al., 2005,qui ont étudié la
production d’AmpC et de B-lactamases a spectre étendu chez 1’espéce Enterobacter sp, en vue

d'améiorer la surveillance de ce genre bactérien dans I’ émergence de nouveaux mécanismes
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de résistance aux antibiotiques. Cette étude a révélé que E. cloacae était I’ espece
prédominante avec un taux de 71,22%.

Les souches isolées dans notre éude montrent des taux de résistance élevés vis-avis
des B-lactamines testées. 2 souches résistantes (1 P. aeruginosa et 1 A. baumannii) sont
enregistrées vis-avis de I'imipéneme. Ces 2 souches sont des germes opportunistes non
fermentaires incriminés dans les infections nosocomiales (Mansour et al.,2008) pouvant étre
transportés en médecine de ville par manuportage mais restent habituellement d origine
hospitaliére. Nous avons remarqué |’isolement inhabituel de Pseudomonas avec un taux de
14,40% sur le nombre total de souches isolées et cela est tres préoccupant. Ce taux de
résistance semble étre éevé par rapport aux études des années précédentes, sachant que cette
molécule est censée étre active alarge spectre, ce qui reste trés préoccupant.

L’ évolution de la résistance des entérobactéries aux C3G est liée a|’émergence et la
diffusion de certains mécanismes de résistance dont le plus important est la production
enzymatique de B-lactamases a spectre étendu (BLSE). D’autres mécanismes ont été aussi
décrits, comme les céphal osporinases hyperproduites et les céphal osporinases plasmidiques.
La tendance évolutive de la résistance aux C3G dans les pays industrialisés se fait vers la
régression. Cela est attribué a I’instauration des programmes de lutte contre les infections
nosocomiales et les campagnes de promotion du bon usage des antibiotiques. Les C3G sont
les meilleurs substrats pour les différents types de BLSE. Aingl, la céftazidime est e meilleur
indicateur phénotypique dans la détection des BLSE de type TEM et SHV, tandis que le
céfotaxime est un trés bon substrat pour les BLSE de type CTX-M.

L’analyse des phénotypes de résistance aux [-lactamines des souches
d’ entérobactéries a montré gu'elles résistent par plusieurs mécanismes (naturels et/ou
acquis) : par production de pénicillinases de haut niveau, denzyme chromosomique
inductible (P. vulgaris), de céphal osporinases chromosomiques (entérobactéries du groupe 3),
de céphalosporinases plasmidiques, de BLSE et par imperméabilité ou I’ association de ces

mécani smes.

Une autre tendance rapportée pour ces bactéries, est I’augmentation de la prévalence
de production d’AmpC plasmidiques. En effet, ces quelques derniéres années, les
microorganismes producteurs d AmpC étaient |’ une des plus importantes causes d'infections
nosocomiales et considérés comme des réservoirs discrets de BLSE (Parka et al., 2009).

Durant notre étude, la prévalence des enfants porteurs d’ entérobactéries productrices d AmpC
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plasmidiques est de 14%. Une éude en Algérie réalisée entre 2003 et 2007 portant sur la
prévalence des entérobactéries productrices de céphalosporinases plasmidiques isolées aux
niveau des hopitaux d Alger, a montré une prévalence de 2,18% comportant 8 enzymes de
type CMY-2 et 3 de type DHA-1 (labadaneet al., 2009). En 2009, Janvier et a, travaillant
entre 1999 et 2009 sur une population de jeunes asymptomatiques, ont isolé 22
entérobactéries résistantes au CTX (prévaence 4,2 %). Parmi lesquelles il y avait 11

entérobactéries présentant une céphal osporinase hyperproduite (Hcase) (Janvier et al.,2011).

La prévalence de patients porteurs d EBLSE avoisine les 32,66% (49/150). Cette
prévalence témoigne |’ émergence de ce phénomeéne dangereux en médecine de ville aors que
jusqu’ala fin des années 90, les BLSE étaient principalement identifiées dans des souches de
K. pneumoniae en milieu hospitalier (Carrér et Nordmann, 2009). L’ émergence des EBLSE
dans les infections communautaires, particulierement les infections urinaires est une réalité
depuis une dizaine d’ années. L’ espece la plus fréquemment observée est E. coli (Janvier et al.,
2011). Selon ce dernier, le portage digestif associé aux infections communautaires est

retrouvé dans environs 70% des cas, avec une estimation entre 0,1 a8 13,1%.

Les 49 EBLSE isolées lors de notre étude sont réparties en 23 EBLSE au niveau des
cabinets et 26 EBLSE au niveau des hopitaux (Amizour et CHU). Le taux noté durant notre
étude concorde avec les résultats obtenus en Afrique. Les études précédentes sont résumées

dans |e tableau suivant

Théme d' é&ude Prévaence Référence

Portage fécal de bacilles a Gram négatif résistants aux
C3G au niveau des cabinets de pédiatrie en ville et au 32.66% Cette étude
Afrique niveau des services de pédiatrie de I’ hopital Khelil

Amrane et d’ Amizour

L‘évauation du portage fécal des EBLSE chez des 32.6% (Isendah et al., 2012)
enfants, Guinée-Bissau
Laprévalence du portage d EBLSE dans un hopital 21,2 % (Andriatahina, 2010)
pédiatrique (dépistage al’ admission)en Afrique
Laprévalence du portage d EBL SE chez des enfants 100% (Tandé et al.,2009)
vivants dans un orphelinat au Mali
La prévalence du portage d EBL SE & M adagascar 10,1% (Herindrainy et al.,2011).
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La prévalence du portage fécal d' EBLSE chez des 63,3% (Abdul Rahman et El-
personnes fréquentant un hopital du Caire En Egypte Sherif, 2011).
La prévalence du portage fécal d EBLSE en Inde 20% (Doi et al.,2009),
Laprévaence du portage fécal d' EBL SE dans un 43,5% (Lo et al.,2010).
hopital de Hong Kong
Ase Laprévaence du portage fécal d' EBL SEdans une 8% (Friedmann, 2009)
étude isradlienne
Laprévaence du portage fécal d EBLSE en Arabie 26,1% (Kader, 2007)
Saoudite.
Laprévalence du portage fécal d’ EBLSE en France 4.6% (Birgy et al., 2012).
La prévalence du portage fécal d’ EBL SE au Portugal 2,6% (Guimaraes et al. 2009)
chez des enfants sains
Europe
En Espagne 7,0% (Valverde et al 2003)
I’ évaluation prospective de la prévalence et des 7,2%
facteurs de risgues importants pour le portage fécal ambulatoire | (Kiremitciet al., 2011)
d EBL SE chez des enfants hospitalisés et en 24,4%
ambulatoire a Eskisehir en Turquie hospitalisés
Turquie 15%
Laprévaencedu portage fécal d EB-BLSE ambulatoire | (Kurt-Azap et a., 2007)
comportant les adultes et les enfants 47%
hospitalisés
Bolivie et Laprévaencedu portage fécal d EB-BLSE des
Pérou enfants sains 0,1%. (Pallecchi et al. 2004)

Sur les 23 EBLSE retrouvées au niveau des cabinets de pédiatrie Klebsiella sp est

I’ espece la plus isolée avec un taux 30,61% (15/23) suivi d' E. coli avec un taux de 8,16%

(4/23). Ces résultats ne concordent pas avec ceux obtenus par I’équipe de Barguigua et al.

(2011) menée au Maroc sur la caractérisation des souches de E. coli et K. pneumoniae

productrices de BL SE isolées dans |a communauté ou une dominance apparente d’ E. coli a été

signalée. Quant aux 26 EBLSE retrouvées au niveau des hopitaux, des taux éevés sont
enregistrés chez E. coli 30,77% (8/26) et Klebsiella sp 26,92% (7/26). Selon Quinet et
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al.,2010, les principales épidéemies hospitaliéres dues a des entérobactéries ont concerné
principalement Klebsiella pneumoniae et Enterobacter cloacae mais, depuis une décennie,
nous assistons a une augmentation de la fréguence d' E. coli producteur de BLSE aussi bien en

communautaire qu’ en intra-hospitalier.

Durant cette étude, nous avons remargué gue la majorité des souches isol ées résistent
probablement par production de BLSE de type CTX-M. Cette classe de BLSE est connue
comme un mécanisme important de la résistance aux C3G. Des études a I’ échelle nationale
ont montré que les CTX-M-15 et CTX-M-3 sont les plus isolées en Algérie (Ramdani-
Bougessa et al., 2006 ; labadene et al., 2008; Touati et al., 2006; Messai et al., 2008; Gharout
et al., 2012). Lamaorité des études de portage réalisées ont en effet montré que les
CTX-M-15 sont les plus isolées et sont qualifiées de pandémiques.

En plus de la résistance aux C3G, les souches d'EBLSE sont aussi, dans leur tres
grande majorité, résistantes aux autres familles d’ antibiotiques, notamment au trimethoprime
(TR) et aux quinolones représentés par |’ acide nalidixique (NA), signalés dans notre étude,
soit : 61,54% ;48,08%au niveau des cabinets et 45,45% ; 25,76% au niveau des hdpitaux
respectivement pour TR et NA.

Une résistance a été retrouvée pour la ciprofloxacine avec des taux de 15,38% au
niveau des cabinets et 9,09% au niveau des hopitaux, ceci nous a incité a rechercher la
production de I’enzyme AAC(6’)Ib-cr. Un résultat positif a éé obtenu pour ce test chez 3/14
(21,43%) des souches testées, soit 2 souches d'E. coli et 1souche de Klebsiella sp.

Plusieurs éudes rapportent |’association des génes codant pour les BLSE de type
CTX-M avec les genes, gnr codant pour une protéine qui protege la cible des quinolones
(ADN gyrase) et acc-(6’)-1b-cr, de résistance aux quinolones sur le méme plasmide (Cerquetti
et al.,2010). L’ étude réalisée par Meradi et al.(2009), a Annaba portant sur la résistance aux
quinolones de types gnr, aac (6')-Ib-cr chez les entérobactéries, a montré |’ association des
genes blactx-m-28 et gnrB.

Au Sénégal, une étude a été menée par Ruppe et al. 2009, qui consiste a étudier le
portage d'isolats d’E. coli productrices de CTX-M-15 chez les enfants vivant dans un village
isolé au Sénégal. Cette éude a révélé qu’'un clone d'E. coli qui porte le gene blacTx-m-15 €t
d'autres genes de resistance, y compris blaoxa-1, blarem-1, aac(6)’ [b-cr et Tet(A), était présent
dans la flore fécale sous-dominante de deux enfants en bonne santé d'un village Sénégalais
trées éloigné et isolé avec un acces trés limité a la médecine. Cette association des
déterminants de résistance des souches détectées était tres semblable a celle trouvée dans les
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E. coli productrices de BLSE qui circulent dans le monde entier dans les zones urbaines
denses.

La multi-résistance des entérobactéries productrices de CTX-M a poussé sur le devant
de la scene les carbapénémes. Le moment méme ou |’ usage des carbapénemes s est fait plus
massif a cause des entérobactéries productrices de BLSE, les carbapénémases ont émergé. Le
premier épisode impliquant une entérobactérie productrice de carbapénémases (EPC) en
France a éé signalé en 2004. Depuis, 104 épisodes ont été identifiés, dont 62 pendant les neuf
premiers mois de 2011. Les bactéries en cause sont majoritairement K. pneumoniae suivie
d’'E. coli (Boutet-Dubois et al., 2012). Dans notre éude deux carbapénémases ont été
retrouvées, une de type oxacillinase pour une souche d’ Acinetobacter baumannii qui avait un
taux de résistance élevé a la majorité des antibiotiques testés et une autre de type métallo-f3-
lactamase pour une souche de P. aeruginosa. Le contrble de la diffusion de ces souches
productrices de carbapénémases revét une importance particuliére car il n'y a plus de
possibilité thérapeutique pour le moment. 1l est donc capital de préserver autant que possible
I” efficacité des mol écul es existantes.

Nombreuses sont les équipes qui se sont intéressées aux EBLSE ainsi qu’aux facteurs
de risque de portage de telles bactéries chez les adultes. En milieu hospitalier, les facteurs de
risque d'infection nosocomiale ont largement été étudiés (age éevé,comorbidités, s&§our en
réanimation, durée d hospitalisation avant la colonisation ou I’infection, notion d'une
hospitalisation récente, procédures invasives, utilisation préalable d antibiotiques). Pour le
milieu communautaire, les études sintéressant aux facteurs de risque d'infection et de
colonisation sont moins nombreuses et présentent les mémes écuells. Les facteurs de risque
retrouvés sont les mémes, auxquels s goutent la notion d' un voyage a |’ étranger notamment
en zone endémique et les infections urinaires récurrentes. Cependant aujourd hui aucun
parametre ne permet de prédire a un instant « t » qu'un patient est porteur d EBLSE a son
arrivée, sauf en cas de dépistage antérieur (Vodovar et al., 2012).

Dans notre éude, I’ analyse statistique a montré que I’ antibiothérapie antérieure est un
facteur d'acquisition dEBLSE. Nous rejoignons |’étude de Birgy et al., 2012, qui ont
rapporté que |’antibiothérapie antérieure (C3G) était un facteur de risque d'acquisition
d’ EBL SE chez des enfants consultants dans des cabinets de pédiatrie en France.

Pour cette raison majeure, la prescription dantibiotique doit rester toujours
rationnelle, pragmatique et surtout justifiée et arréter toute prescription anarchique et parfois
défiant toute régle déontologique sachant la facilité d’ acquisition des antibiotiques au niveau

de certaines pharmacies parfois sans prescription médicale.
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Le nombre de travaux réalisés et en cours de réalisation sur la résistance aux antibiotiques est
trés important. Le danger auquel I’ humanité est confrontée aujourd’ hui devient alarmant.

La flore digestive est le principa réservoir d entérobactéries. Dans les infections
communautaires a EBLSE, un portage digestif associé est retrouvé dans la plupart des cas.
L’ estimation du portage digestif d EBLSE permet d’ apprécier leur diffusion dans la population,
en dehors de tout contexte infectieux et ainsi de limiter leur diffusion dans la communauté.

Au terme de cette éude, nous avons effectué 150 prélevements par écouvillonnage rectal chez
des enfants consultants dans les cabinets de pédiatrie en ville et ceux admis dans les services de
pédiatrie de |I"hépital d’ Amizour et de I"hépital Khelil Amrane. La population étudiée présente
un sex-ratio de 1,03 (76(M)/74(F)).

118 bacilles a Gram négatif dont 100 souches d’ entérobactéries, 17 souches de
Pseudomonas aeruginosaet 1souche d’ Acinetobacter baumanniisont isol ées.

Les résultats d'identification ont montré une prédominance de Klebsiella sp(28) suivi
d’ Enterobactersp (27) et d'E. coli (24).

Concernant la résistance de ces souches, nous avons enregistré un taux de 88,98% de
résistance vis a vis des C3G (CTX et/ou CAZ). La résistance a |I'imipenéme est notée chez
deux souches (Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii).

Le test de synergie a montré que 49 souches sont productrices de BLSE. Les phénotypes
de résistance les plus couramment observés sont BLSE type CTX-M au niveau des cabinets de
pédiatrie (14/52) et BLSE autres que CTX-M (15/66) au niveau des hopitaux. Des CMI élevées
de ces souches ont été notées vis-a-vis de la céftazidime (CAZ).

Le test de Hodge modifié arévélé la production de céphal osporinases plasmidiques chez
19 souches.

Des résistances associées pour les autres familles d antibiotiques ont été enregistre :
I"acide nalidixique, ciprofloxacine, trimethoprime, Tobramycine. Par contre, aucune
résistance n’ a été enregistrée pour I’ amikacine.

Chez les souches résistantes a la ciprofloxacine, la production probable de I’enzyme
AAC(6)’ Ib-cr est notée chez 3 souches.

La prévaence de porteurs dEBLSE est de 32,66%. L’anayse statistique des données
concernant le portage des EBLSE est faite selon les criteres d'age, sexe, hospitalisation
antérieure, antibiothérapie antérieure, age gestationnel, mode d accouchement et mode
d’ alaitement. Le facteur de risque significatif est essentiellement la prise d antibiotiques
préaable.
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Conclusion

Au vu des connaissances actuelles, il est cependant possible de faire des recommandations pour

améliorer la colonisation bactérienne bénéfique du nourrisson :

> Privilégier au maximum la naissance par voie basse, qui est le meilleur moyen d’avoir
une colonisation bactérienne adéquate ; la fréquence des césariennes dans les pays développés
ne peut en aucun cas étre considérée comme un indice de I’améioration de |la médecine
périnatale ;

> Allaiter exclusivement, et ce pendant au moins les 6 premiers mois; il convient d’ éviter
autant que possible I'allaitement mixte et les compléments: I'alaitement favorise une
maturation progressive de la muqueuse intestinale et du systéme immunitaire et I’installation de
labonneflore;

> Eviter autant que possible les antibiothérapies qui ne sont pas réellement justifiées chez
les nourrissons et la mére; si une antibiothérapie est indispensable, il faudrait utiliser une
molécule ayant |e spectre d’ action le plus étroit possible ;

» La diversification aimentaire ne débutera pas avant 6 mois, et elle sera lente et

progressive.

La réalisation de cette éude devrait sensibiliser le personnel soignant a la fréguence accrue de
I’antibiorésistance souvent secondaire a des traitements antibiotiques inappropriés. La
prescription rationnelle et pragmatique des antibiotiques Savere indispensable et

recommandabl e.

Cetravail ouvre de nombreuses perspectives, il serait intéressant de compléter cette étude en :
e FEtudiant un échantillon plus grand pour rendre |’ étude statistique plus fiable.
e Caractérisant les génes de résistance par PCR et sequencage.

e Recherchant un lien clonal entre les souches par |es techniques de typage moléculaire.
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ANNEXE |

Questionnaire: Cabinets

Code: Pédiatre: Motif de consultation : Date de prélevement:
Age: Sexe:
Poids: M aladie sous- Antécédents Date:

jacente: chirurgicaux :
Hospitalisation antérieure: Oui/Non Date: Hopital :
Antibiothérapie en cours: Oui/Non Date: ATB administrés:
Antibiothérapie dansles3 a 12 mois Date: ATB administrés:

précédents: Oui/Non

*Grossesse a terme: oui/non

*Prématuré : oui/non

Nbrede semaines:

M alformation oui/non

*Typed’accouchement :

Voie basse

Césarienne

*Allaitement
maternel : oui / non

*Poids a la naissance;




Annexes

ANNEXE Il

Questionnaire : Hopital

Code: Hopital :

Service:

Salle:

Dated’amission :

Motif d’admission :

Age: Sexe:

Cathéter : Oui/Non

Grossesse a terme: oui/non

Nbre de semaines:

Prématuré: oui/non

Nbre de semaines:

Type d’accouchement :
Voie basse

Césarienne

Allaitement
maternel : oui / non

Poids ala naissance:

Jumeaux : oui/non

Malformation
oui/non

Préléevement admission 1:

Date de prélévement 1:

Prélévement 2 une semaine aprés:

Date de prélévement 2 :

Prélévement 3 Sortie:

Date de prélévement 3:
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ANNEXE 111

Composition des milieux de culture (pour 1l d’eau distillée, en g/L) (Guiraud, 2003)

Bouillon nutritif ;

Peptone... e
Chlorure de sodlum

Extraitdeviande..........coooooii i

Géose Hektoen :

0 1= 1S S 0= o (o 1=
EXIrait AEIEVUIE. .. ..ot e e e e e e e e e e e
(@1 [0 U =X 0 (== oo [1F1 o o TS0
Thiosulfate de SOOIUM. .. ... e e e e e e et e e e e e e e e e eeeeaeaenes

Sdshiliaires...

S o 1 (0 =
FUChSINE BCIAE ..o e e e e e e e e e e 0,
Bleu debromothymol.............ccoieii i e e e 0

GéoseEMB :

P ONE. . . .o

Phosphate DIPOtaSSIQUE. .. ... .. e e e e e e e e e e e e e e

Eosine.. .
Bleu de methyl ene..

Gelose

Gélose Mac Conkey :

PEPLONE AE CBSBINE. .. ... et et e e e e e
Peptone deVviande..........c.oovuiiii

Mélangede selsbiliaires..........cooviiiiiiiii
Chlorure de SOOIUM. .. ...t e e e e e e e e et e e e e e et e e e e e eneas
ROUGE NEULTE. . . ...t e e e e e e e e e e et e et et e e e ee e eene e
Cristal VIOIEL. .. .. e

....10g

129
.30
.50
.50
...99

Citrate defer ammonlacal ............................................................................. 1.59
S o T
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Géose Mudler Hinton :

Infusion deviande de bOBUT...........c.oi i e 39
HydrolySat 0 CaSBINE. .. ... ... it e e e e e e e e e e e e e 17,59
N 01110 [ o PP . |

Gélose TSI (Tree Sugar and lon):

Extrait deviande deboeur... ... ... e s 39
EXtrait del@VUIE. ... .o e e e e e e e e e e 30
PEPLONE ITYPSIUE. .. . e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e 209
Chlorure de SOIUM. .. ... e e e e e e e e e e e e e re e e e seeneenen D)
(@ (= =0 (1= O JC o
Thiosulfate de SOdiUM...... ..o e e e ee e e eeeee 00,30

Nitrate de POtaSSIUM. .. ... e e e e e e e e e e e e e e e a e e e eeeenes 220210
172" 0T o PP, o
Rougedephénol.............cccoeveiennnn .

Milieu de Citrate de Simmons:

(@i (X0 [ o | 11 o PP 29
Chlorure de SOIUM. .. ... et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeee s D0
SUIfalE e MAGNESIUM. .. ..ttt et e e e e e e e e e e e e e e aeea e 0,29
Phosphate MOoNOaMIMONIAgUE. ... ... ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e ae e 1g
Phosphate DipotassiQUE. .. ... ...ce e et e e e e e e e e e eae eaeaeeeneaee e 10
Bleu debromothymol.............ccoiriii i e 00.0,080

pH:7.0-7.2
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Bouillon nitraté:

Boulllon NULHtIf... ..o e
Nitrate de POtasSIUM. .. ... e e e e e e

Eau peptonée:

Peptone exempte d'iNdOLE. .. .......ouvin i
Chlorure de SOOIUM. .. ...t e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e aeeane

pH: 7,2

Milieu Urée-Indole:

L-tryptophane...
Phosphate monopotass que...

Phosphateblpotassque
ChlorUre e SOUIUM. .. .. e e e e e e e e e e e e e e e te e e e e aaaenas

Milieu Clark-Lubs:

Peptonetrypsiquedeviande.............cooeeiiiiiiiiiii i
Phosphate DiPOtaSSIQUE. .. ... ... et et et e e e e e et e e e e e e e e e anas
GlUCOSE. .. et e e e e e e e e e e e e e e e

Géose nutritive:

EXtrait deViande. ... ..c.one e e e e

Peptone...
Chlorure de SOdI um..

159
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Composition des réactifs utilisés

Réactif de Griess (NRI et NRII) :

NRI :

Acide sulfaniliQUEe... ... ——— 0, 8ml
ACIAE aCEIIQUE DN ... ... e e e e e e ———— 100ml
NRII :

DIMENYIAMINE. .. ... e e e e e e e e e —————— 0, 6ml
ACIAE aCEIIQUE BN ... et e e e e e e e e e ———— 100ml

Réactif de Kovacs:

p-dimétylaminebenzaldéhyde................c.ccoiiiiiiii 2. 10M
aCide ChIOMAIIQUE. ... ... e et e e e e e e e e e e 50ml
ALCOOl @MYIIQUE. .. e —— 150ml

Réactifs de Voges-Proskauer (VPI-VPII) :

VPI :

[0 11031 ] SRS SRPPSRRUPR 6g
ATCOON Q0% ... 100 ml
VPII:

NaOH 4N

Rouge de méthyle (RM) :
Rougede mEthyle ...... ..o e e 05¢g
Alcool &hylique aB0% .......cc.vvveriie i i e e e e e 2. 100 M
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ANNEXE IV
Tableau | : Diamétresdes zonesd’inhibition édités par le CFA-SFM, 2012

@ critique Concentration
Antibiotiques Abréviation (mm) critique pg /ml
Charge (ng) S R S R
Amoxicilline/Acide
clavulanique AMC 20/10 >21 <16 | <42 | >8/2
Céfoxitine FOX 30 >22 <15 <8 > 32
Céfotaxime CTX 30 >26 <23 <1 >2
Céftazidime CAZ 30 >26 <21 <1 >4
Céfépime FEP 30 > 24 <21 <4 > 8
Aztréonam AT 30 > 24 <21 <4 >8
Imipénéme IMP 10 >24 <17 <2 >8
Ertapénéme ETP 10 > 28 <26 <0,5 >1
Acide nalidixique NA 30 >20 <15 <8 > 16
Ciprofloxacine CIP 5 >25 <22 <0,5 >1
Amikacine AMK 30 > 17 <15 <8 > 16
Tobramycine TOB 10 > 18 <16 <2 <4
Triméthoprime TR 5 >20 <16 <4 >8
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Tableau Il :Résultats des tests d’identification de bacilles a Gram négatif les plus

représentatifs

« Cabinets »

CODE NIT |LAC |H2S| CIT | VP | URE |IND|MAN|MOB Espece
CHO1 - - - - + + E. coli
CHO4 - - - - + + E. coli
CHO5 - + + + - - Klebsiella sp

Pseudomonas
CHO7(CAZ) - - - - - - - + aeruginosa
CHO8 + + - + + + - + - Klebsiella sp
Pseudomonas
CH13(CTX) - - - + - - - - + aeruginosa
CH13 (CAZ) - - - Klebsiella sp
CH14 (CAZ) | + + - + - + - Klebsiella sp
Citrobacter
CH17 (CTX) | + + + + - - + + freundii
Citrobacter
CH17(CAZ) | + + + + - - + + freundii
Pseudomonas
CH18(CTX) - - - + - - - - + aeruginosa
Citrobacter
CH19 (CTX) | + + + + - - + + freundii
CH21 (CTX) | + + - + + + - + - Klebsiella sp
CH21 (ZR) + + - + + + - + - Klebsiella sp
CH26 (CTX)| + + - + + + - + - Klebsiella sp
CH26 (CAZ) | + + - + + + - + - Klebsiella sp
CH28(CAZ) + + - + + - - + + Enterobacter sp
CH30(CTX) + + - + + + - + - Klebsiella sp
CH30(CAZ) + + - + + + - + - Klebsiella sp
CB01 + + - + + - - + Enterobacter sp
CBO3 (CAZ) | + + - - - - + + E. coli
CBO05 (CAZ) + + - + + - - + - Klebsiella sp
CB08 (CAZ) + + - - - - + + + E .cali
CB09 (CAZ) | + + - - + - Klebsiella sp
CB10(CTX) | + + - - + - Klebsiella sp
Pseudomonas
CB12(CTX) - - - + - - - - + aeruginosa
CB13(CTX) | + + - + + + - + - Klebsiella sp
CS01 (1) + + - - - - + + + E. coli
CS01 (2) + + - - + - Klebsiella sp
CS02 + + - + + - - + + Enterobacter sp
Pseudomonas
CS03 (CTX) - - - + - - - - aeruginosa
CS04 (CTX) + + - - - - + E. cali
CS05 (CTX) + + - + + + - + - Klebsiella sp
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CS08 (CTX) + + - - + + E.cali
CS09 (CTX) + - - Enterobacter sp
Serratia
CS10 (CTX) - - + mar cescens
CS10(CAZ) - - + Enterobacter sp
CS11 (ZCN) + - - - +/- + Proteus sp
Pseudomonas
CS14 (CTX) - - - - - + aeruginosa
CAO01 + + - - + + Enterobacter sp
CA04 + + + - - + + Citrobacter sp
CA05 + + - - + + + E. coli
Pseudomonas
CAO06(CTX) - - + - - - + aeruginosa
Pseudomonas
CA08(zV) - - + - - - aeruginosa
CA08 (Z0O) + + - - + + E. cali
Pseudomonas
CC02 - - + - - - + aeruginosa
« Hopital »

CODE |NIT|LAC| H2S | CIT | VP |URE | IND | MAN|MO Espéce
P02 + + - + - - + + Enterobacter sp
P03 + + - + - - + + Enterobacter sp
P04 + + - - - + + + E. coli
P05 + + - + + - - + + Enterobacter sp
PO7 + + - + + + - + - Klebsiella sp
P08 + + - + + + - + - Klebsiella sp
P12 + + - - - - + + + E. coli

P14(CTX) | + + - + + - + + Enterobacter sp
P14(Z1) + + - - - - + + + E. coli
Pl4(z2) | + + - + + + - + - Klebsiella sp

P15(CTX) | + + + - - - - + Proteus vulgaris

P15(CAZ) | + + - - - - + E.coli

Pseudomonas
P16(CTX) | - - - + - - - - + aeruginosa
Pseudomonas

P19(CTX) | - - - + - - - - + aeruginosa

P20(CTX) | + + - + + - - + + Enterobacter sp

P21(CTX) | + + - + + - - + + Enterobacter sp

P21(CAZ) | + + - + + - - + + Enterobacter sp

P25(CTX) | - - - + - - - - + Pseudomonas

P26(CTX) | + - + + - + - - + Proteus mirabilis

P26(CAZ) | - - - + - - + | Albaumannii(44°C)

P27(CTX) | + + - + - - + + Citrobacter sp
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P28(CTX) | + + + - + + Citrobacter sp
P28(CAZ) | + - - - - + Proteus mirabilis
P29(CTX) | + - + Citrobacter sp
P29(CAZ) | + - + Citrobacter sp
P30(CAZ) | + - - - - + Proteus mirabilis
P32(CTX)| + + Enterobacter sp
P32(CAZ) | + + Enterobacter sp
Pseudomonas
P33(CTX) | - - - - + aeruginosa
P33(CAZ) | + + + + + Enterobacter sp
Citrobacter
P34(CAZ) | + + - + + freundii
P35(CAZ) | + + + + Enterobacter sp
P36(CTX) | + + + + Enterobacter sp
P37(CTX) | + + - - + + E. coli
P37(CAZ) | + + + + + - Klebsiella sp
P38(CTX) | + + + + + Enterobacter sp
PKO1 + + + + + + Enterobacter sp
PK02 Pseudomonas
- - + - - + aeruginosa
PKO03 + + + + . Klebsiella sp
PK06 + + + + + + Enterobacter sp
PKO7 (X) | &+ + - - + + E. coli
PKO8 (X) | 4+ + - - + + E. coli
PK09 + + + + + + Enterobacter sp
PK12 (Z1)| 4 . + - - + Proteus mirabilis
PK12(Z22) | . + - - + + E. coli
PK13 + + + + + + Enterobacter sp
PK18 + + + - + + Citrobacter sp
PK22 (X) | + + + + - Klebsiella sp
PK23(2) | + + + + . Klebsiella sp
PK24 1 4+ | + - - + + E. coli
PK25(X) | 4+ + + - + + Citrobacter sp
PK25(2) | + + + + + Enterobacter sp
PK26 Pseudomonas
- - + - - + aeruginosa
PK28 + + + + + B} Klebsiella sp
PK29(X) + } } E. coli
PK30(X) | + . + B} . + Proteus mirabilis
PK30(Z2) | 4 + + + + . Klebsiella sp
PK31(Z2) | + + + B} + Citrobacter sp
PK32 + + + + + Enterobacter sp
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Tableau |11 : Profil derésistance aux antibiotiques des bacillesa Gram négatif résistants aux céphalosporines de tr oisieme génération
« Cabinets »
Code Espéce CTX CAZ AMC |synergie| FOX FEP IMP ATM AN | CIP | TR AK TOB
CHO1 E. coli 28/S 25/1 15/R NON 211 32/S 24]/S 30/S 18/ | 30/S | 21S 23/S 26/S
CHO4 E. cali 33/S 211 16/R NON 6/R 38/S 24/S 30/S S 36/S | 24/S 28/S 30/S
CHO5 Klebsiella sp 32/S 24/ 21S Oul 25/S 32/S 26/S 28/S 26/S | 29/S | 17/l 23/S 26/S
Pseudomonas
CHO7(CAZ) aeruginosa 28/S 24/ 12/R NON 6/R 32/S 271S 32/S 9R | 40/S | 6/R 34/S 36/S
CHO08 Klebsiella sp 34/S 24/ 23/S Oul 25/S 21S 29/S 29/S 19/ | 30/S | 21US 26/S 28/S
Pseudomonas
CH13(CTX) aeruginosa 24/1 22/1 8/R NON 6/R 32/S | 26/S 30/S R 38/S | 6/R 32/S 34/S
CH13(CAZ) Klebsiella sp 18/R 12/R 20/1 NON 211 19/R | 24/S 16/R S 28/S | 6/R 24]/S 18/S
CH14(CAZ) Klebsiella sp 6/R 6/R 19/ Qul 25/S 15/R | 30/S 16/R | 27/S | 36/S | 23/S 24]/S 18/1
Citrobacter
CH17(CTX) freundii 15/R 6/R 14/R Oul 6/R 32/S 26/S 15/R 24/S | 38/S | 23/S 26/S 28/S
Citrobacter
CH17(CAZ) freundii 18/R 6/R 21/S Qul 6/R 3US | 29/S 11/R | 30/S | 40/S | 25/S 23/S 26/S
Pseudomonas
CH18(CTX) aeruginosa 26/S 24/ 6/R NON 6/R 38/S 26/S 30/S | 12/R| 38/S | 6/R 30/S 32/S
Citrobacter
CH19(CTX) freundii 15/R 6/R 18/ NON 6/R 38/S | 26/S 11/R 23/S | 30/S | 18/S 25/S 29/S
CH21(CTX) Klebsiella sp 8/R 6/R 22/S Oul 211 18/R | 26/S 17/R 19/1 | 3US | 6/R 23/S 19/S
CH21(ZR) Klebsiella sp 9/R 12/R 13/R Qul 27IS 17/R 3US 16/R 21/S | 25/S | 6/R 24/S 20/S
CH26(CTX) Klebsiella sp 6/R 6/R 13/R Qul 25/S 15/R | 3US 16/R 21/S | 31/S | 6/R 26/S 21/S
CH26(CAZ) Klebsiella sp 8/R 6/R 25/S Qul 25/S 15/R | 30/S 16/R 19/1 | 3US | 6/R 26/S 21/S
CH28(CAZ) Enterobacter sp | 10/R 6/R 15/R oul 6/R 30/S 271S 11/R 26/S | 26/S | 17/S 24/S 30/S
CH30(CTX) Klebsiella sp 8/R 11/R 13/R Oul 25/S 18/R 3US 18/R 23/S | 27/S | 6/R 23/S 21/S
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CH30(CAZ) Klebsiella sp 6/R 8/R 9/R Oul 24/S 14/R 26/S 14/R 19/1 23/1 6/R 19/S 16/R
CB01 Enterobacter sp 24/ 22/1 6/R NON 7R 32/S 25/S 30/S 18/1 | 32/S | 17/S 25/S 30/S
CBO3(CAZ) E. coli 11/R 13/R 14/R Oul 22/S 15/R 40/S 9/R 6/R 6/R 6/R 22/S 17/1
CBO5(CAZ) Klebsiella sp 11/R 8/R 13/R Oul 211 18/R 25/S 19/R 13/R | 16/R | 6/R 23/S S
CBOB(CAZ) E. coli 21/R 25/1 10/I NON 29/S S 40/S S 32/S S 6/R S S
CBO0O9(CAZ) Klebsiella sp 11/R 7R 10/R Oul 25/S 25/S 28/S 21/R 16/ | 18/R | 6/R 22/S 8/R
CB10(CTX) Klebsiella sp 8/R 6/R 16/R Oul 22/S 18/R 28/S 15/R 22/S | 35/S | 6/R 24/S 24/R
Pseudomonas
CB12(CTX) aeruginosa 627/S 21/1 8/R NON 6/R 36/S 24/S 30/S 7/R | 39/S | 6/R 26/S 32/S
CB13(CTX) Klebsiella sp 6/R 6/R 11/R Oul 211 19/R 31/s 6/R 20/S | 31/S | 6/R 34/S
CS01(1) E. coli 24/ 23/1 20/1 NON 28/S 32/S 33/S 28/S 32/S | 17/S 25/S 26/S
CS01(2) Klebsiella sp | 25/1 S NON 20/1 32/S 32/S 28/S S 30/S | 18/S 25/S 26/S
CS02 Enterabacter sp | 28/S 20/1 15/R NON 18/I 34/S 24/S 28/S 7/R | 34/S | 18/S 26/S 26/S
Pseudomonas
CS03(CTX) aeruginosa 28/S 25/1 13/R NON 6/R 30/S 28/S 32/S R 40/S | 6/R 32/S 32/S
CS04(CTX) E. coli 16/R 20/1 19/1 Oul 24/S 23/S 30/S 24/S 24/S | 20/R | 6/R 24/S 28/S
CS05(CTX) Klebsiella sp 14/R 12/R 10/R Oul 23/S 20/1 25/S 19/R 18/1 23/1 6/R 20/S 15/R
CS08(CTX) E.coli 19/R 18/R 7/R Oul 20/1 22/S 29/S 27/S 19/1 | 34/S | 6/R 24/S 26/S
CS09(CTX) Enterobacter sp | 23/R 7/R 13/R NON 7R 36/S 28/S 26/S S 43/S | 22/S 27/S 30/S
Serratia
CS10(CTX) mar cescens 6/R 6/R 18/1 Oul 25/S 16/R 32/S 15/R 20/S | 25/S | 6/R 22/S 18/S
CS10(CAZ) Enterobacter sp 8/R 7/R 12/R NON 7R 23/S 26/S 11/R S 36/S | 20/S 27/S 21/S
CS11(ZCN) Proteus sp 15/R 6/R 11/R NON 6/R 32/S 28/S 15/R 26/S | 38/S | 20/S 23/S 26/S
Pseudomonas
CS14(CTX) aeruginosa 31/S 21/1 17/R NON 6/R 32/S 31/S 34/S R 40/S | 6/R 30/S 38/S
CAO01 Enterabacter sp | 34/S 16/R 6/R NON 6/R 34/S 21/S 29/S 19/1 | 40/S | 20/S 26/S 32/S
CA04 Citrobacter sp 11/R 12/R 6/R Oul 23/S 22/S 28/S 22/1 25/S | 34/S | 15/1 20/S 13/R
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CAQ5 E. coli 33/S 25/1 11/R NON 24/S 30/S 30/S 30/S S 36/S | 6/R 30/S 32/S
Pseudomonas

CAO06(CTX) aeruginosa 25/1 24/ 14/R NON 6/R 32/S 32/S 30/S R 42/S | 6/R 31/S 30/S
Pseudomonas

CA08(z0) aeruginosa 10/R 8/R 8/R Oul 21/1 21/S 35/S 22/1 6/R | 10/R | 23/S 19/S 20/S

CA08(zZV) E. coli 19/R 17/R 6/R NON 6/R 30/S 25/S 30/S 6/R | 40/S | 6/R 26/S 32/S
Pseudomonas

CCo02 aeruginosa 18/R 19/R 6/R NON 6/R 30/S 24/S 23/S 6/R | 34/S | 6/R 30/S 32/S

«Hopital »

Code Synergie CTX CAZ AMC |synergie |FOX FEP IMP ATM AN CIP TR |AMK TOB
P02 Enterobacter sp | 30/S 24/ 9/R NON 6/R 36/S 32/S 32/S 28/S | 28/S | 19/R 28/S 30/S
P03 Enterobacter sp| 6/R 6/R 13/R NON 19/ 1/R 30/S 12/R 23/S | 32/S | 11/R 27/S 20/S
P04 E. coli 18/R 24/ 19/1 Oul 26/S 271S 33/S 31/S 26/S | 36/S | 21/S 29/S 26/S
P05 Enterobacter sp| 33/S 19/R 6/R NON 6/R 34/S 24/S 30/S 36/S | 17/S 25/S 28/S
PO7 Klebsiella sp 13/R 11/R 15/R Oul 24/S 23/S 30/S 18/R 25/S | 29/S 6/R 26/S 26/S
P08 Klebsiella sp 31/Ss 20/1 9/R NON 23/S 25/S 32/S 24/S 24/S | 28/S | 10/R 23/S 22/S
P12 E. coli 32/S 25/1 10/R NON 24/S 36/S 36/S 31/S 24/S | 36/S 6/R 30/S 32/S

P14(CTX) | Enterobacter sp| 8/R 6/R 15/R Oul 21/1 18/R 31/S 13/R 24/S | 35/S 6/R 25/S 26/S
P14(Z1) E. coli R R R Oul [ R S R R R R S S
P14(Z2) Klebsiella sp R R R Oul | S S R S S R S S

P15(CTX) | Proteusvulgaris| 23/R 12/R 18/1 +/- I 38/S 27IS 20/R 6/R 32/S | 6/R 26/S 32/S

P15(CAZ) E. coli 8/R 11/R 17/1 NON 17/1 16/R 34/S 17/R 6/R 6/R 6/R 23/S 28/S

Pseudomonas
P16(CTX) aeruginosa 20/R 19/R 7R NON 6/R 32/S 25/S 30/S 6/R 40/S 6/R 22/S 32/S
Pseudomonas
P19(CTX) aeruginosa 19/R 33/S 12/R NON 6/R 38/S 32/S 30/S 11/R | 40/S 6/R 36/S 28/S
P20(CTX) | Enterobacter sp| 33/S 25/1 7R NON 6/R 34/S 31s 29/S 26/S | 40/S | 22/S 25/S 25/S
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P21(CTX) | Enterobacter sp| 30/S 211 15/R Oul 6/R 38/S 26/S 28/S 26/S | 40/S | 19/S 26/S 28/S
P21(CAZ) | Enterobacter sp| 6/R 6/R 6/R NON 6/R 30/S 26/S 11/R 26/S | 40/S | 24/S 27/S 30/S
P25(CTX) Pseudomonas 22/IR 211 12/R NON 6/R 38/S 22/1 36/S 6/R 40/S 6/R 26/S 36/S
Proteus
P26(CTX) mirabilis 24/ 26/R 18/1 Oul 18/R 30/S 30/S 24/S 28/S | 40/s | 19/S 23/S 30/S
P26(CAZ) A.baumannii 6/R 6/R 6/R NON 6/R 17/R 12/R 7/R 6/R 12/R 6/R 25/S 30/S
P27(CTX) Citrobacter sp 19/R 23/1 6/R NON 6/R 38/S 26/S 18/R 27/S | 40/S | 24/S 30/S 30/S
P28(CTX) Citrobacter sp 14/R 10/R 6/R NON 6/R 38/S 24/S 20/R 40/S | 21/S 25/S 26/S
Proteus
P28(CAZ) mirabilis 16/R 6/R 14/R Oul 12/R 24/S 24/S 9/R 40/S | 19/S 22/S 27/S
P29(CTX) Citrobacter sp 15/R 11/R 6/R NON 6/R 38/S 25/S 15/R 26/S | 40/S | 26/S 24/S 27/S
P29(CAZ) Citrobacter sp 6/R 6/R 6/R NON 6/R 28/S 26/S 7/R 25/S | 38/S | 20/S 22/S 26/S
Proteus
P30(CAZ) mirabilis 7R 6/R 6/R NON 6/R 24/S 26/S 17/R 26/S | 40/S | 21/S 22/S 30/S
P32(CTX) | Enterobacter sp| 26/S 20/1 18/1 NON 8/R 28/R 31US 25/S 19/1 32/S 6/R 23/S 31/S
P32(CAZ) | Enterobacter sp| 11/R 7R 7R NON 6/R 30/S 29/S 14/R 25/S | 40/S | 20/S 25/S 30/S
Pseudomonas
P33(CTX) aeruginosa 26/R 22/1 12/R NON 6/R 32/S 26/S 30/S 7/R 40/S 6/R 25/S 32/S
P33(CAZ) | Enterobacter sp| 7/R 6/R 15/R NON 6/R 25/S 30/S 6/R 28/S | 40/S | 17/S 25/S 30/S
Citrobacter
P34(CAZ) freundii 24/ 12/R 14/R Oul 6/R 31/S 28/S 19/R 25/S | 40/S | 24/S 22/S 28/S
P35(CAZ) | Enterobacter sp| 14/R 6/R 6/R NON 6/R 38/S 28/S 11/R 26/S | 40/S | 20/S 22/S 26/S
P36(CTX) | Enterobacter sp| 7/R 8/R 6/R NON 6/R 28/S 26/S 7R 26/S | 40/S | 18/S 25/S 29/S
P37(CTX) E. coli 17/R 19/R 20/1 Oul 25/S 23/S 31US 22/1 6/R 9/R 6/R 21/S 27/S
P37(CAZ) Klebsiella sp 9/R 6/R 22/S Oul 6/R 28/S 30/S 6/R 29/S | 40/S | 23/S 27/S 30/S
P38(CTX) | Enterobacter sp| 12/R 6/R 13/R NON 6/R 32/S 28/S 18/S 28/S | 40/S | 24/S 24/S 25/S
pKol | Cnterobacterspl R R oul R s s R S S | s S
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Pseudomonas
PK02 aeruginosa I S R NON R S S S S S R S S
PKO3 Klebselasp | R R R oul S S S R s s R S s
PK06 Enterobacter sp R I R OuUI R I S R | S R S S
PKO7(CTX) E. coli R R R NON R S S R S S S S S
PKO08(CTX) E. coli S R S oul S | S R S S R S S
PKO9(CTX) | Enterobacter sp R R R NON R S S R S S S S S
Proteus
PK12(Z1) mirabilis R R R NON R S S R S S S S S
PK12(Z2) E. coli R R R oul R S S R S S S S S
PK13(CTX) | Enterobacter sp R S S R S S S S S
PK18 Citrobacter sp R R R NON R S S R S S S S S
pk2o(cTx) | Klepsdlasp | g R R NON R S S R s s | s s S
PK23(CAZ) | Klebsiellasp R R R S I S I S S R S S
PK24 E. coli R R R Qul S I S R S S R S S
PK25(CTX) | Citrobactersp | R R R oul S | S R S S S S S
PK25(CAZ) | EMerobactersp | o R R oul R | S R s s | s s S
Pseudomonas R S S S R S R S S
PK26 aeruginosa S [ R

PK28(CAZ) | Klebsielasp R R R S R S R I (- R S I
Proteus S R S R R S R S S

PK30(CTX) mirabilis R R R oul
PK31(CAZ) | Citrobactersp | g R R R S S R S S S S S
PK32(CTX) | Enterobacter sp| R R R R S S R S S S S S
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Tableau IV : Diamétres des zones d’inhibition des souchesrésistantes aux C3G sur gélose

Mueller-Hinton avec et sans cloxacilline

Code Souche AMC | CTX | CAZ | FOX | IMP | Synergie
CHO1 E. coli MH R S I I S Absence
MH |R(16) | S(33) | 1(21) | R(6) | S(22) | Absence

CHO7(CAZ2) Pseudomonas MH R(12) | S(28) | 1(24) | R(6) | S(27) | Absence
CH13(CTX) Pseudomonas MH 1(22) | R@B) | 1(24) | R(6) | 26(S) | Absence
CH13(CAZ2) Klebsiella sp MH 1(20) | R(18) | R(12) | 1(21) | S(24) | Présence
CH18(CTX) Pseudomonas MH R@®6) | S(26) | 1(24) | R(6) | S(26) | Absence
CH19(CTX) Citrobacter sp MH 1(18) | R(15) | R(6) | R(6) | S(26) | Absence
CH28(CAZ) | Enterobacter sp MH | R(15) | R(10) | R(6) | R(6) | S(27) | Absence
CS01(2) Klebsiella sp MH S I 1 (25) | 1(20) | S(32) | Absence
Cs02 Enterobacter sp MH R(15) | S(28) | 1(20) | 1(18) | S(21) | Absence
CS03(CTX) Pseudomonas MH |R(13) | S(28) | I(25) | R(6) | S(28) | Absence
CS09(CTX) Enterobacter sp MH |R(13)| R(23) | R(7) | R(7) | S(28) | Absence
CS10(CAZ) Enterobacter sp MH |R(12)| R@B) | R(7) | R(7) | S(26) | Absence
CS11(ZCN) Proteus sp MH R(11) | R(15) | R(6) | R(6) | S(26) | Absence
CS14 (CTX) Pseudomonas MH R(17) | S(31) | 1(21) | R(6) | S(31) | Absence
CAO01 Enterobacter sp MH R(6) | S(34) | R(16) | R(6) | S(24) | Absence
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CA06(CTX) Pseudomonas MH | R(14) | 1 (25) | 1(24)
Aeruginosa
CA08(zV) Pseudomonas MH R®6) |[R(19 |(17)R
Aeruginosa
CB01 Enterobacter sp MH R(6) | S(24) | 1(22)
CB12(CTX) Pseudomonas MH R(B) | S(27) | 1(21)
Aeruginosa
CCo02 Pseudomonas MH R(6) | R(18) | R(19)
Aeruginosa
P02 Enterobacter sp MH R(9) | S(30) | 1(24)
P03 Enterobacter sp MH R(13) | R(6) | R(6)
P05 Enterobacter sp MH R(6) | S(33) | R(19)
P15(CAZ) E.coli MH 1(17) | R(8) | R(11)
P16(CTX) Pseudomonas MH R(7) | R(20) | R(19)
Aeruginosa
P19(CTX) Pseudomonas MH R(12) | R(19) | S(33)
Aeruginosa
P20(CTX) Enterobacter sp MH R(7) | S(33) | I(25)
P21(CAZ) Enterobacter sp MH R(6) | R(6) | R(6)
P25(CTX) Pseudomonas MH R(12) | R(22) | I (21)
Aeruginosa
P26(CAZ) Acinetobacter MH R®6) | R(6) | R(6)
baumannii
P27(CTX) Citrobacter sp MH R(6) | R(19) | I (23)

P28(CTX)

Citrobacter sp

MH

R(14)

R(10)

R(6)

R(6)

R(6)

R(7)

R(6)

R(6)

R(6)

1(19)

R(6)

1(17)

R(6)

R(6)

R(6)

R(6)

R(6)

R(6)

R(6)

R(6)

S(32)

S(25)

S(25)

S(24)

S(24)

S(32)

S(30)

S(24)

S(34)

S(25)

S(32)

S(31)

S(26)

1(22)

R(12)

S(26)

S(24)

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Présence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence
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MH

MH

MH

MH

MH

MH

MH

MH

MH

MH

MH

MH

P29(CTX) Citrobacter sp
P29(CAZ) Citrobacter sp
P30(CAZ) Proteus sp
P32(CTX) Enterobacter sp
P32(CAZ) Enterobacter sp
P33(CTX) Pseudomonas
Aeruginosa
P33(CAZ) Enterobacter sp
P35(CAZ) Enterobacter sp
P36(CTX) Enterobacter sp
P38(CTX) Enterobacter sp
PA0(CTX) Citrobacter sp
PK06 Enterobacter sp
PKO7(CTX) E.coli

MH

R(6)

R(6)

R(6)

| (18)

R (7)

R(12)

R(15)

R(6)

R(6)

R (13)

R (15)

R(6)

R(7)

S(26)

R (11)

R(23)

R(7)

14/R

Py,
~—
-

12/R

R (11)

R(6)

R(6)

1(20)

R(7)

1(22)

R(6)

R(6)

R(8)

R(6)

R(6)

R(6)

R(6)

R(8)

R(6)

R(6)

R(6)

R(6)

R(6)

R(6)

S(25)

S(26)

S(24)

S(31)

S(29)

S26

S(30)

S(28)

S(26)

S(28)

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Absence

Présence

MH : Mudler-Hinton.
MH+C : Mudler-Hinton additionnée de Cloxacilline.
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Tableau V : Réaultats dela déter mination des concentr ations minimales inhibitrices.

Code Espece BL SE CMI
CH13 (CAZ) Klebsiella sp + 16pg/mi
CH14 (CAZ) Klebsiella sp + 32ug/mi
CH21 (CTX) Klebsiella sp + 32ug/ml

CH21 (CAZR) Klebsiella sp - 32ug/ml
CH26 (CTX) Klebsiella sp + 32ug/ml
CH26 (CAZ) Klebsiella sp + > 64pg/ml
CH30 (CTX) Klebsiella sp + 32ug/mi
CH30 (CAZ) Klebsiella sp + > 64ug/ml
CB03 (CAZ) E. coli + > 64ug/ml
CBO05 (CAZ) Klebsiella sp + 32ug/mi
CB09 (CAZ) Klebsiella sp + > 64pg/ml
CB10 (CTX) Klebsiella sp + < 8ug/ml
CS05 (CTX) Klebsiella sp + > 64ug/ml
CS10 (CTX) Serratia marcescens + < 8ug/ml

P03 Enterobacter sp - > 64pg/ml
P14 (CTX) Enterobacter sp + > 64ug/mi
P14 (CAZ1) E. coli + < 32ug/ml
P15 (CAZ) E. col] + 16pug/ml
P27 (CTX) Citrobacter sp - > 64pg/ml

PKO1 Enterobacter sp + > 64 ug/ml

PKO3 Klebsiella sp + < 64 ug/ml
PKO7 (CTX) E. coli - > 64 pg/ml
PK08 (CTX) E. coli + 64 ug/ml
PK09 (CTX) Enterobacter sp - > 64 ug/ml
PK12 (CAZ1) Proteus mirabilis + > 64pg/ml
PK12 (CAZ2) E. coli + > 64 ug/ml
PK13 (CTX) Enter obacter sp - > 64 pg/ml

PK18 Citrobacter sp - > 64 pg/mi
PK22 (CTX) Klebsiella sp - > 64 pug/ml
PK23 (CAZ) Klebsidlla sp + > 64 ug/ml

PK24 E. coli + > 64pg/ml
PK25 (CTX) Citrobacter sp + > 64 pg/ml
PK25 (CAZ) Enter obacter sp + > 64 pg/ml

PK26 Pseudomonas - > 64 pg/mi
PK28 (CAZ) Klebsidlla sp + > 64 ug/ml
PK29 (CTX) E. coli + > 64 pg/ml
PK30 (CTX) Proteus mirabilis + > 64 pg/ml
PK30 (CAZ) Klebsiella sp + > 64ug/ml
PK31 (CAZ) Citrobacter sp - > 64 ug/ml
PK32 (CTX) Enterobacter sp - > 64 ug/ml
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ANNEXE V

Analyses statistiques des données

» Antibiothérapie antérieure

Tableau N°I : Fréquence des EBLSE selon I antibiothérapie.

Antibiothérapie Souches Souches Total Taux de
résistantes sensibles résistance
OuUI 11 25 36 22 ,45%
NON 38 26 64 77.55%
Tota 49 51 100

Nous posons HO I” hypothése que la répartition des EBL SE selon I’ antibiothérapie est laméme

gue celle de la population totale.

Khiz (Valeur observée) 7,658
Khi2z (Valeur critique) 3,841
DDL 1
p-vaue 0,006
alpha 0,05

Lavaleur de X2 observée sur latable pour ddi=1 est 7.65 qui correspondent a 5% (0,05).
X2 critique <X20bs, donc HO est refusée.

Lerisque de rejeter I'hypothese nulle HO alors qu'elle est vraie est inférieur a 0,57%.

Alors, dans notre étude I’ antibiothérapie antérieure est considérée comme un facteur de risque
d’ acquisition d EBL SE.
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> Sexe

Tableau N°II : Fréquence des EBLSE selon le sexe.

Sexe Souches Souches Total Taux de
résistantes sensibles résistance
Masculin 22 28 50 44.90%
Féminin 27 23 50 55.10%
Tota 49 51 100

Nous notons par HO I’ hypothese que la répartition des EBL SE selon le sexe est laméme que

cellede la population totale.

Khi2 (Valeur observée) 1,000
Khi2z (Valeur critique) 3,841
DDL 1
p-vaue 0,317
alpha 0,05

Lavaleur de X2 observée sur latable pour ddl=1 est 3,84 qui correspond a5% (0,05).

X20bs< X2 critique, donc HO est acceptée.

Lerisque de rgjeter I'hypothese nulle HO alors qu'elle est vraie est de 31,72%.

L’ anal ysestatistigue des données selon | e sexe ne révéle pas une différence significative

pourle taux de portage d EBL SE.
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> Age

Tableau N°II1 : Fréguence des EBLSE selon I’ &ge.

Souches Souches Total Taux de

résistantes sensibles résistance
Nouveau-nés 2 3 5 4.08%
Nourrissons 40 41 81 81.63%
Enfants 7 7 14 14.29%

Nous notons par HO I’ hypothese que larépartition des EB-BL SE selon I’ &ge est laméme que

celle de la population totale.

Khi2 (Valeur observée) 0,172
Khi2 (Valeur critique) 5,991
DDL 2
p-vaue 0,917
apha 0,05

Lavaleur de X2 observée sur latable pour ddl=2 est 0.172 qui correspond a5% (0,05).

X2 0obs< X2 critique, donc HO est acceptée.

Lerisque de rgjeter I'hypothese nulle HO alors qu'elle est vraie est de 91,74%.

Test exact de Fisher :

p-value (bilatérale)

0,949

alpha

0,05

L’ analyse statistique des données selon |’ &ge ne révele pas une différence significative pour le

taux de portage d' EBLSE.
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ANNEXE VI

Etude statistiques des EBL SE selon d’autres facteurs

» Hogpitalisation antérieure

Hospitalisation
antérieure Souches « R » | Souches « S » Taux deR Khi2
Oul 6 2 12 ,24% valeur observée =2.35
NON 43 49 87 ,76% valeur critiqgue =3.84
p-value=0.125

La p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil alpha=0,05

Lerisgue du rejet de I’ hypothése nulle HO est de
Test exact de Fisher :

p-vaue (bilatérae) 0,156
Alpha 0,05

» Mode d’ accouchement

12,51%.

Accouchement Souches Souches Taux de Khi2
résistantes sensibles résistance
Voie basse 36 44 73 ,47% vaeur observée =2.561
Césarienne 13 7 26,57% valeur critique =3,841
p-vaue=0,110

La p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil alpha=0,05

Le risque du rejet del” hypothése nulle HO est de 10,95%.

> Typed allaitement

Souches résistances Souches sensibles Khi2
Maternel 22 18 valeur observée=4.581
Artificiel 17 10 valeur critique =5,991
p-vaue=0.101

La p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil alpha=0,05

Le risque du rejet del” hypothése nulle HO est 10,12%.




Annexes




Résumé

But : Le but de cette éude est d’ évaluer le portage fécal de bactéries a Gram négatif résistantes aux
céphalosporines de troisiéme génération chez des enfants au niveau de services de pédiatrie de
I"hopital d’ Amizour et du CHU de Bejaia et au niveau des cabinets de pédiatrie de Bgjaia.

Matériel et méthodes: Des écouvillonnages rectaux sont réalisés chez 150 enfants.
L’identification des isolats a permis d’ étudier la sensibilité aux antibiotiques par I’ antibiogramme,
la détection des BLSE par le test de synergie et la réalisation d autres tests (CMI, Hodge test,
Hodge test modifié et recherche de la production de I’enzyme AAC(6)’ Ib-cr). Un modéele logistique
est utilisé pour déterminer les associations possibles entre les facteurs de risque et les EBLSE
identifiées.

Résultats: Sur 118 souches de bacilles a Gram négatif identifiées, 100 souches d’ entérobactéries
sont isolées présentant des taux importants de résistance vis-a-vis des C3G avec 49 souches BLSE.
L’ espece retrouvée majoritaire est Klebsiella sp pour les cabinets et Enterobacter sp pour les
hopitaux. Le phénotype le plus probable est BLSE type CTX-M.La résistance associée a d’ autres
antibiotiques est également enregistrée ou aucune résistance n’'est observee pour I’amikacine. Le
test de I’enzyme AAC(6)’ Ib-cr amontreé I’ association possible sur le méme plasmide de deux genes
codant pour les BLSE type CTX-M et larésistance aux quinolones.

Conclusion : La prévalence des porteurs d EBLSE est de 33%. Le seul facteur de risque
d’ acquisition d' EBL SE déterminé est I’ antibiothérapie préalable.

Mots clés: Portage fécal,B-lactamines,EBLSE, pédiatrie, CTX-M.

Abstract

Aim: The aim of this study is to evaluate the fecal carriage of Gram-negative bacteria resistant to
third generation cephalosporins in children at pediatric wards of the Amizour’s hospital and
University Hospital Center of Bgjaia,and at the Pediatrics offices of Bgjaia.

Method: Rectal swabs are conducted with 150 children.The identification of isolates was used to
study the sensitivity to antibiotics susceptibility testing, detection of ESBLS by the synergy test and
the achievement of other tests (CMI, Hodge test, modified Hodge test and search the production
of AAC(6)'Ib-crenzyme).A logistic model was used to determine possible associations between risk
factors and the ESBLE identified.

Results: Of 118 strains of Gram-negative bacilli identified, 100 strains of Enterobacteriaceae are
isolated with high rates of resistance were recorded towards C3G with 49 strains (32.67%)
producing ESBL. Klebsiella sp is the species that is found majority at the Pediatrics offices and
Enterobacter sp at pediatric wards. The phenotype CTX-M type ESBLSs is the most frequent.
Resistance associated with other antibiotics is also recorded in which no resistance is observed for
amikacin. Thetest of the AAC(6)'lb-cr enzyme showed possible association on the same plasmid in
two genes encoding CTX-M ESBL and resistance to quinolones.

Conclusion: The prevalence of carriers of ESBLE is 33%.The only risk factor for acquisition of
ESBLE determined is antibiotic therapy.

Key words: fecal carriage,B-lactams, ESBLE, pediatrics, CTX-M.
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