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Introduction

Dans le monde, pres de 2,5 milliards de personnes n’ont pas acces a des installations
sanitaires correctes. La défécation a I’air libre est pratiquée par plus d’un milliard d’entre elles
Cet état de fait, particulierement observé dans les pays en développement, contribue a la
propagation de micro-organismes pathogenes dans les habitats humains. En effet,
I’élimination inadéquate des maticres fécales humaines entraine la contamination du sol, des

eaux de surface et des eaux souterraines (Francey et al., 1995).

Le sujet des toilettes est assez important pour qu’une organisation se consacre a son
étude et a sa promotion. En effet, la World Toilets Organization (WTO) organise notamment
une Journée des toilettes chaque 19 novembre, afin de mettre en lumiére 1’importance du
sujet. Chaque année, dans le monde, 700 000 enfants meurent de diarrhées causées par 1I’eau
non potable et les mauvaises conditions d’hygiéne. Ceci est di essentiellement au fait que 40

% de la population mondiale n’ont pas accés a des installations sanitaires (Nannote ,2016).

Les mains abritent une flore résidente et peuvent étre contaminées par une flore
transitoire provenant de l'environnement ou des aliments (ToddA et al.,2010). La
contamination fécale des mains est une voie majeure de transmission de pathogenes. Les
concentrations de pathogénes peuvent atteindre 10* & 10 unités par gramme de matiére
fécale. L'utilisation du papier hygiénique ne protege pas efficacement contre une
contamination des mains, en particulier en cas de diarrhée. Il a été démontré également que
dans 63% des cas, la contamination des mains était observée a la sortie des toilettes, malgré

I’utilisation de papier hygiénique (ToddBet al., 2010).

La présence des microorganismes pathogénes d’origine fécale dans les ressources en
eau constitue un important facteur de risque (maladies diarrhéiques) pour la santé des
consommateurs (Gotaas, 1959).Ce sont les salmonelles, les sighelles et les campilobacteres
qui contaminent particulierement les toilettes. Quatre zones a risque ou l'on peut retrouver les
germes pathogeénes: les serviettes communes pour les mains, le robinet, les poignées de porte
et les cuvettes et chasse d'eau. Les bactéries et les virus se propagent surtout via les mains
lorsque I'on touche des surfaces contaminées et lorsque I'on tire la chasse d'eau. Egalement le
fait d’actionner la chasse des toilettes domestiques et celles des hopitaux sans en abaisser le
couvercle peut aussi contaminer les surfaces environnantes
(http://www.mauxdeventre.org/centre-information/sujets-de-a-a-z/les-germes-dans-la-salle-
de-toilette/.

-


http://www.mauxdeventre.org/centre-information/sujets-de-a-a-z/les-germes-dans-la-salle-de-toilette/
http://www.mauxdeventre.org/centre-information/sujets-de-a-a-z/les-germes-dans-la-salle-de-toilette/

Introduction

La transmission des maladies, causée essentiellement par l'assainissement et une
hygiéne médiocres, représente 17 % des déces attribuables au lieu de travail (Organisation
internationale du Travail (OIT, 2003).

La résistance des bactéries aux antibiotiques reste aujourd’hui un probléme majeur de
santé publique. La situation apparait particulierement préoccupante en milieu hospitalier. La
pression de sélection exercée par 1’utilisation importante de 1’antibiothérapie et la diffusion
épidémique des souches résistantes sont les deux facteurs principaux qui conditionnant cette
évolution (Soussy, 2007). Parmi les BMR, les bacilles a Gram négatif occupent une place
importante et mettent en jeu plusieurs mécanismes pour contourner I’action des antibiotiques
(Boyer Chammard, 2013).

Les défis majeurs de la résistance sont principalement rencontrés chez les espéces
d’entérobactéries, de P. aeruginosa et A. baumannii qui sont parmi les causes les plus
importantes d’infections nosocomiales et, pour certaines entérobactéries, également une cause
importante d’infections communautaires (Rossolini et al., 2007). Les entérobactéries
productrices de carbapénémases représentent un véritable risque de santé publique. Outre
I’inactivité de 1’ensemble des molécules thérapeutiques de la classe des B-lactames, ces
bactéries présentent fréquemment de multiples mécanismes de résistance qui peuvent

conduire a une impasse thérapeutique (Nordmann, 2010).

La colonisation des réseaux d’eau par P. aeruginosa est liée a sa capacité a former des
biofilms. Ces biofilms peuvent coloniser des tissus in vivo comme des poumons atteints de
mucoviscidose (Ryder et al., 2007) ou des surfaces abiotiques, comme les canalisations d’eau
(Trautmann et al., 2005). De nombreux problémes sont associés au développement des
biofilms en milieu médical et ont pour origine leur résistance extrémement élevée aux agents
antibactériens (antibiotiques et désinfectants). La résistance élevée des biofilms aux agents
anti-bactériens pourrait également reposer sur la présence d’une subpopulation de bactéries
persistante, capables de résister a de fortes concentrations d’antibiotiques et de désinfectants
(Lewis, 2005).

Le réservoir essentiel de ces bactéries est généralement 1’hdpital ou se trouvent réunies
toutes les conditions favorables a leur émergence et leur dissémination. Les deux facteurs
essentiels au developpement des résistances bactériennes sont, d’une part, 1’usage abusif des
antibiotiques, favorisant la sélection des bactéries les plus résistantes, et d’autre part, une

insuffisance des pratiques d’hygiéne en particulier le lavage des mains (Rolain et al., 2012).
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Les B-lactamines demeurent les antibiotiques les plus utilisés dans la pratique clinique
courante. Cette large utilisation est principalement liée a leur faible toxicité, a leur pouvoir
bactéricide et a la diversité des molécules (Robin et al., 2012).

Les B-lactamases a spectre élargi (BLSE), découvertes initialement chez les souches
de K. pneumoniae en Allemagne et en France, sont des enzymes de classe A d'origine
plasmidiques qui présentent un fort potentiel de diffusion & travers le monde (Robin et
al.,2012; Ruppé 2010). Ces derniéres années, la prescription des carbapénémes est devenue
de plus en plus fréquente dans le cas d’infection a germe producteur de BLSE, mais
¢galement en traitement probabiliste en cas d’infections nosocomiales sévéres (Grall et al.,
2011). Cependant, comme pour toutes les B-lactamines mises sur le marché, des souches
résistantes sont apparues. Cette résistance résulte essentiellement de deux mécanismes
impliquant tous deux des B-lactamases. Les carbapénémases identifiées chez les bacilles a
Gram négatif appartiennent aux 3 classes connues de [-lactamases (classes A, B et D de la

classification de Ambler (Nordmann et Carrer, 2010).

La résistance aux antibiotiques est devenue un probleme majeur de santé publique en
Algérie. En effet ces dix derniéres années, nous avons constaté une importante augmentation
de la résistance aux antibiotiques en particulier chez les bacilles a Gram négatif. La résistance
aux B-lactamines chez les entérobactéries est dominée par la production de BLSE de type
CTXM-3 et CTXM-15 (Touati et al., 2006, Touati et al., 2010, Gharout et al., 2012).
Récemment des études on rapportées la résistance aux carbapénemes chez des souches
d’entérobactéries productrice de carbapénémases de type OXA-48 (Agabou et al., 2014;
Bouguenoun et al., 2016; Loucif et al., 2016) et chez des souches de A. baumannii par
production de carbapénémases de classe B (NDM-1) et de classe D (OXA-23) (Bakour et
al.,2012 ; Zenati et al., 2016) ainsi que par modification de porines chez des souche de P.

aeruginosa (Bouguenoun et al., 2016).

L’objectif de notre étude était d’évaluer le degré de contamination des toilettes
utilisees par les résidents de 1’hdpital et des toilettes a usage publique (aéroport, gare routiére,
université,...) dans la région de Bejaia et de Jijel. Pour cela nous avons adopté la

méthodologie suivante :

e Prélevements de surfaces aux niveaux des toilettes hospitalieres et

publiques ;

-
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Isolement et identification des bacilles a Gram négatif résistant aux
carbapénémes ;

Détermination de la sensibilité des souches vis a vis des B-lactamines,
quinolone, aminoside et colistine ;

Faire le lien entre le taux de contamination des toilettes publiques
compareé aux toilettes hospitalieres ;

Détermination des mécanismes de résistance aux B-lactamines .




Matériel et Méthodes




Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé pour la premiere fois au sien du laboratoire d'écologie
microbienne et de I'équipe de résistance aux antibiotiques. Une des limité de ce travail est
qui fait en méme temps sont originalité est le fait qu'il y a peu de travaux a I'échelle
national et international qui ont rapportées la contamination des toilettes publiques par des
BGN multirésistants et la comparaison des taux de résistances de ces dernieres a ceux

rapportées des surfaces de toilettes hospitaliéres.

Cette étude a été réalisé au niveau du laboratoire de Microbiologie de I’Université de
A/Mira de Bejaia et au niveau du laboratoire de ’EPH de Jijel durant une période allant
du 14/02/2017 au 17/05/2017.

I- Prélevements

Des prélevements de surfaces (123 prélevements) ont été effectué au niveau des
toilettes du CHU de Bejaia et de ’EPH de Jijel ainsi qu’au niveau de toilettes publiques
(Gare routiere, Aéroport, sanitaire universitaire, Fast-food). Les sites de prélevement sont

représentés dans le tableau |.

)
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Tableau I: Sites de préléevements au niveau des toilettes hospitaliéres et des toilettes

publiques
. Date de . . Sites des Nombre de
Lieu 1 Services /lieu 1 -
prélevements prélevements prélevements
28/02/2017 UMC
Chirurgie :H/F
Poignées de portes,
Gynécologie Lavabo
Observation :H/F
Chasse d’eau,
Toilettes B OP : Personnel Eaience 49
hospitaliéres ’
Laboratoire : Cuvettes,
Personnel
Robinets,
Pédiatrie
Interrupteur
MI: H/F
Phtisiologie :H/F
26/03/2017 | Gare routiere Poignées de portes, |21
26/03/2017 | Aéroport Lavabo, 21
_ 28/04/2017 | Université Chasse d’eau
Toilettes — ’
publiques 28/04/2017 | Gare routiere Faience, Cuvettes,
28/04/2017 Fast-fooq _ Robinets,
30/04/2017 Ecole primaire Interrupteur 20
Total 123

Les 123 prélevements ont été effectués par écouvillonnage. Un écouvillon stérile
est préalablement humidifié dans un bouillon nutritif puis passé sur une zone définie de
25c¢m?. L’écouvillon est introduit dans le bouillon nutritif puis incubé & 37°C pendant 24h
(French et al., 2004).

I1- Isolement et purification :

A partir des bouillons nutritifs présentant un trouble, on ensemence une gélose Mac

Conkey additionnée de 0.5 pg/ml d’ertapéneme pour sélectionner les bacilles a Gram

.
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négatif résistants aux carbapénémes et de 32ug/ml de vancomycine pour éliminer les

bactéries a Gram positif. Les boites ensemencées sont incubees a 37°C pendant 24h.

Apres incubation, les boites sont examinées selon 1’aspect de colonies et chaque

type est ré-isolé sur gélose Mac Conkey pour purification et conservation.
I11- Identification

L’orientation préliminaire est basées sur les caractéres culturaux (taille, couleur,
aspect des colonies) et la coloration de Gram. L'identification a été réalisée sur milieu
Chromagar orientation (tableau 1) en annexes et par galeries API20E (tableau I1) en

annexes.

Le milieu Chromagar Orientation est un milieu non sélectif qui sert a I'isolement
et a lidentification directe. Un ensemencement des souches pures sur la gélose
CHROMagar a été effectué. Apres 24h d’incubation, l'identification a été faite selon

I'apparence.
IV-Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques est testée par la méthode de I’antibiogramme
standard par diffusion sur gélose Muller Hinton selon les recommandations définis par

EUCAST (2016). Les différents antibiotiques testés sont présentés dans le tableau Il.
IV-1-Préparation de I’inoculum et ensemencement des boites

A partir d’une culture fraiche de 24h, une suspension bactérienne est préparée en

dissociant 4 a 5 colonies dans 5 ml d’eau physiologique stérile correspondant a environ108
UFC/ml.

Des boites de Mueller Hinton sont ensemencées par écouvillonnage. Des disques

d’antibiotiques sont déposés a I’aide d’une pince puis les boites sont incubées a 37°C

pendant 24h (Tableau I1).
VI-2-Lecture

Les différents diametres des zones d’inhibition sont mesurés avec une regle.
L’interprétation en Sensible (S), Intermédiaire (I) ou Résistante (R) a été faite selon les
criteres définis par CA-SFM (2013) et EUCAST (2016).

\
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Tableau Il : Liste des antibiotiques testés

Diamétre
Nom d’antibiotique abréviatio | Charge critique Marque Famille/Groupe
n (ug) s> R< d’antibiotique

Meropénéme MEM 10 22 19 Cypress diagnostic Carbapénemes
Imipénéme IPM 10 22 16 Cypress diagnostic Carbapénemes
Ertapénéme ETP 10 25 22 OXOID Carbapénemes
Tobramycine TOB 10 17 14 Cypress diagnostic Aminoside
Gentamicine CN 10 16 16 Cypress diagnostic Aminoside
Ceftazidime CAZ 30 26 21 HIMEDIA Céphalosporines
Ciprofloxacine CIP 5 22 19 Cypress diagnostic Fluoroquinolones
Amoxycillin /clavulanic AMC 30 19 19 Bioanalyse Aminopénicillines
acid
Céfotaxime CTX 30 26 23 Cypress diagnostic Céphalosporins
Colistine sulphate CT 50 15 15 OXOID Polymixines
Aztréonam ATM 30 26 21 Cypress diagnostic Monobactames
Cefoxitine FOX 30 19 15 Bioanalyse Céphalosporines

V-Caractérisation des phénotypes de résistance aux p-lactamines

V-1-Recherche de la production de BLSE

V-1-1-Test de synergie

La production d’'une BLSE est détectée par le test de la synergie qui consiste a

placer des disques de céftazidime (CAZ), céfotaxime(CTX)et aztréonam(ATM) a une

distance de 20 mm ( centre a centre) d’un disque combiné d’amoxiciline/acide

clavulanique (AMC).

L’augmentation de la zone d’inhibition entre le disque d’AMC, C3G (CTX/ CAZ)
et/ou aztréonam(ATM) indique la production d’une BLSE (Jarlier et al.,1988).

V-1-2-Recherche de production des carbapénemases par test CIM (carbapeneme

Inactivation Methode)

Un nouveau test phénotypique, appelé la méthode d'inactivation de Carbapénémes

(CIM), a éte développé pour détecter l'activité des carbapénémases chez les bacilles a

)



Matériel et méthodes

Gram-negatives tel que les entérobactéries et les non-fermentaires (Zwaluw et al., 2015).
Pour effectuer le test CIM (Figurel):

1-Préparer des épindorfs contenant 500ul d’eau physiologique stérile,

2-Faire suspendre dans certains epindorfs une ose de E .coli ATCC sensible comme témoin
négatif, d'une souche productrice de NDM-1 comme témoin positif ainsi que les souches a

tester.

3-Introduire dans chaque epindorf, un disque de meropénem (MEM) ou imipénem(IPM)

de 10pg (Cypress Diagnostic) puis incuber au minimum 2 heures,

4-Aprés incubation, déposer les disques de MEM ou IPM correspondant au témoin (+),
témoin (-) et aux souches a tester sur des boites de Pétris contenant de la gélose Mueller
Hinton. Les boites sont ensemencées par la souche E. coli sensible puis incuber pendant
24h a 37°C.

5- La lecture est faite en mesurant les diamétres des zones d’inhibition et I’interprétation
en sensible, résistante, ou intermédiaire est réalisée selon les recommandations de
IPEUCAST 2016.

La figure ci-dessous montre les différentes étapes de la réalisation du test CIM.

Suspendre I"ose || Ajouter le disque || Incubation || Placer le disque sur gélose de
de bactérie dans méropénéme 2h 4 37°C MH inoculée par E. coli
500 pl d’eau (10uq) ATCC 25922
physiologique
stérile
Activité
carbapénémas

Pas d’activité
carbapénémase

Incubation pendant au
moins 6H a 37°C

Lire la présence ou I’absence
de la zone d’inhibition

Figure 1 : Schéma du test CIM (Zwaluw et al., 2015) 5
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Résultats

Durant cette étude, 123 prélevements ont été effectués au niveau de toilettes
hospitaliere et publique dans la région de Bejaia et de Jijel, 49 souches ont été isolés. La

Répartition des souches isolées par sites de prélevement est représentée dans le tableau IlI.

Tableau 111 : Répartition des souches isolées par sites de prélevement

Lieu

Sites de
prélévement

Nombre de
souches

Total de
souches

Toilettes
hospitaliéres

Poignée de porte

5

Cuvette

Faience

Lavabo

Sol

Robinet

22

Toilettes
publiques

Sol

Robinet

Cuvette

Mur

Interrupteur

Lavabo

Porte savon

Faience

Poignée de porte

R R el &N R N o BN o wf v s

27

Total

49

I. Répartition des souches par groupe bactérien et par espéce :

Un total de 49 souches de bacilles a Gram négatif ont été isolées, 37(75.5%)
souches appartiennent au groupe des non fermontaires dont 30 (61.22%) A. baumannii,
6(12.24%) P. aeruginosa et une souche (2.04%) de Aeromonas hydrophila. Par contre 12
souches (24.5%) seulement d’entérobactéries ont été identifiées dont 7(14.82%) souches

Enterobactersp., 3 (6,12%) souches E.coli et 2 (4,08%) souches de K.pneumoniae. La

répartition des souches par espéce bactérien est représentée dans la figure 2.

|
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mAbaumannii  mP.aeruginosa ® A .hydrophila
mE. coli m K.pneumoniae ® Enterobacter sp

2%

Figure2: Répartition des souches par espéce

I1. Répartition des souches par lieu de prélevement

La figure 3 montre la répartition des souches selon le lieu de prélevement. On note
une prédominance des souches non fermentaires par rapport aux entérobactéries dans les
toilettes hospitaliéres et des toilettes publiques. Toute fois les toilettes publiques montrent

un taux de contamination plus élevé.
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Figure3: Répartition des souches par lieu de prélévement
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I11-Etude de la Résistance des souches aux antibiotiques

Le résultat de I'antibiogramme des souches de bacilles & Gram négatif est répartie par sites

d'isolements (Annexe 2).
I11.1. Résistance des souches non fermentaires aux antibiotiques

La figure 4 montre un taux de résistance de 40% vis-a-vis de I’aztréonam et de 37%
vis-a-vis du céftazidime. Aucune souche n’est resistante aux carbapénémes par contre 5%

des souches presentent un diametre réduit a la colistine.
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Figure 4:Taux de résistance des BGN non fermentaire aux antibiotiques
I11.2. Résistance des souches d’entérobactéries aux B-lactamines

D’aprés la figure5, presque la majorité des souches sont résistantes a la céftazidime
et a Pertapénéme avec un taux de 83% et 66% respectivement. Aucune souche n’est

résistante aux meropépeme, céfotaxime et aztréonam.
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Figure 5:Taux de résistance des souches d’entérobactéries aux B-lactamines
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111.3. Résistance des souches d’entérobactéries aux autres familles d'antibiotiques

La figure 06 montre des taux résistance faible vis a vis de la ciprofloxacine (16%)
et de la tobramycine (8%). Aucune souche n’est résistante a la colistine et a la

gentamicyne.
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Figure 6:Taux de résistance des souches d'entérobactéries aux autres antibiotiques

IVV-Détermination des phénotypes de résistance aux p-lactamines

IV.1.Recherche de la production de BLSE

Le DD-test sur gélose MH est négatif pour toutes les souches testées a I'exception une
souche hospitaliere d'Aeromonas hydrophila (JTH16B) qui est Productrice de BLSE. Le

résultat est représenté dans la figure 7.

figure 7 :DD-test positif souche d’A.hydrophila productrice de BLSE
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IVV.2.Recherche de la production de carbapénemase

La production de carbapénémase est mise en évidence par le test CIM pour les

souches qui présentent une résistance aux carbapéenémes (IMP, ERT, MEM). Les résultats

sont présentés dans le tableau IV et la figure 8. Toutes les souches testées sont productrices

de carbapénémase.

Tableau IV : Résultats du test CIM

Code Souche Profil de résistance | Diamétre T+ T Production de
aux carbapénemes (mm) carbapénemases
JTH35A | K.pneumonia ETP, MEM 06/R 06/R | 19/S +
JTH16B A.hydrophila ETP 06/R 06/R | 19/S +
09 E.coli ETP 12/R 06/R | 19/S +
B101 Enterobacter sp ETP 10/R 06/R | 19/S +
06/01 Enterobacter sp IMP, ETP 06/R 06/R | 19/S +
13 K.pneumoniae ETP 11/R 06/R | 19/S +
02 Enterobacter sp ETP 7/R 06/R | 19/S +
16/01 Enterobacter sp IMP, ETP 12/R 06/R | 19/S +
08 E.Coli ETP 8/R 06/R | 19/S +

Un résultat positif du test CIM est pris a titre d'exemple (figure8)

Figure08 : Résultats positif de la production de carbapénémase
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IVV.3. Phénotypes de résistance aux B-lactamines

Le tableau V regroupe les phénotypes de résistance aux carbapénemes associée ou

non a une production de BLSE ou AmpC.

Tableau V : Phénotypes probables de résistance aux carbapénemes

Espéces Code Profil de résistance BLSE | CIM Phénotype
test probable
K. pneumoniae | JTH35A | ETP, CAZ, AMC, MEM - + Carbapénemase
A. hydrophila JTH16B E::;/ITC MEM, ATM, CAZ, TOB, + + BLSE+carba
E. coli 09 ETP,CAZ,CIP,AMC - + Carbapénemase
Enterobacter sp | BIO1 ETP,CAZ,FOX,AMC - + AmpC+Carba
Enterobactersp | 06/01 ICI\_/II_P,ETP,CAZ,FOX,AMC,TOB, - N AmpC+Carba
K. pneumoniae | 13 ETP,CAZ, AMC - + Carbapénemase
Enterobactersp | 02 ETP,CAZ,CIP,AMC - + Carbapénémase
Enterobactersp | 16/01 IMP,ETP,CAZ,FOX,AMC,CT - N AmpC+, \
Carbapénemase
E.coli 08 ETP,CAZ, AMC - + Carbapénemase
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Discussion

Durant ce travail, 49 souches de bacilles a Gram négatif ont été isolées a partir de
différents prélevement de surfaces au niveau des toilettes a 1’hopital et des toilettes
publiques. 37 souches appartiennent au groupe des non fermentaires dont 30 A.baumannii,
6 P. aeruginosa et 1 souche d’A. hydrophila. 12 souches d’entérobactéries seulement ont

été identifiées dont 7 Enterobactersp, 3 E.coli et 2 K.pneumoniae.

A. baumannii est I’espéce la plus dominante avec un taux 61.22% en particulier
dans les toilettes publiques. Les bacilles a Gram négatif sont des hdtes naturels de
I’intestin et de ’environnement, et représentent un groupe hétérogéne qui comprend les
entérobactéries, les Acinetobacter sp. et les Pseudomonas sp. (Avril et al., 1992). Les
bacilles a Gram négatif non fermentaires sont des bactéries ubiquitaires retrouvées dans
I’environnement (sols, eaux...). Elles sont dites pathogénes opportunistes car, bien que
pouvant étre isolées d’infections communautaires, elles sont le plus souvent impliquées

dans les infections nosocomiales (Berthelot et al., 2005).

Plusieurs travaux nationaux et internationaux on rapportés la contamination par des
souches d’A .baumannii, de P.aeruginosa et de K.pneumoniae des surfaces de
I’environnement proches des patients telles que les poignées de porte, des sanitaires
(robinet et chasse d'eau) ainsi que des dispositifs médicaux. Ces souches sont capable de
survivre pendant des mois sur des surfaces inanimées et sont fréqguemment isolées des
patients atteints d’infection nosocomiale (Touati et al., 2010 ; Obeidat et al., 2014 ;
Stoesser et al., Zenati et al., 2016). Ces résultats confirment la prédominance des souches
d'A. baumannii sur les surfaces des toilettes hospitalier.

En milieu hospitalier, le contact des patients infectés et ou colonisés par des
bactéries multirésistantes avec des surfaces inertes rend ces dernieres contaminées. Le
personnel médical, les travailleurs et d’autres patients peuvent étre contaminés par contact
direct avec ces surfaces, qui par la suite, deviendront un réservoir secondaire de
transmission des BMR (Rutala et Weber, 2001). Cette constatation peut étre généralisée
pour inclure les surfaces des toilettes publiques qui peuvent étre a I'origine de lI'acquisition

d'infections communautaires principalement les infections urinaires.

3/6 des souches de P.aeruginosa sont résistantes au céftazidime et toutes les

souches sont sensibles aux autres -laclamines. Chez les P.aeruginosa le systeme d’efflux
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joue un réle fondamental dans la résistance naturelle a de nombreux antibiotiques dont les

B-lactamines (livermore, 1995) et les aminosides (Masuda et al., 2000) .

Pseudomonas aeruginosa est un microorganisme tres répandu et capable de
persister dans 1’environnement. Il présente la capacité d’utiliser différents composés
organiques comme source d’énergie et la capacité de survivre pendant de longues périodes,
dans un milieu humide. Le réservoir naturel de ce microorganisme est le sols humides, les
vegétaux, et surtout les eaux douces, usées et marines (Ruiz et al., 2004).

En milieu hospitalier, les surfaces en contact avec les mains sont souvent
contaminées avec des agents pathogenes nosocomiaux qui présentent la capacité de
survivre sur ces derniere durent une longue période. Un seul contact des mains avec une
surface contaminée peut entrainer a un degré variable, le transfert de pathogenes (Kramer
et al., 2006). La contamination des surfaces pourrait étre réduite par le lavage des mains
avant et aprés contact (Oliveira et Damasceno, 2010).

Les entérobactéries sont habituellement sensibles aux B-Lactamines, Colistine et
Aminoside (Gentamicine, Tobramycine) (Bonnet, 2006). Durant ce travail, presque la
totalité des souches d’entérobactéries est résistante a la céftazidime et I’amocixilline/acide
clavulanique. La majorité des souches est résistante a 1’ertapénéme, cependant toute les
souches sont sensible a la gentamicine et a la colistine.

Durant ce travail on a isolée 9 souches productrices de carbapénemases dont 2
E.coli, 2 K.pneumonia, 4 Enterobactersp et 1 souche d’A.hydrophila. Cette derniere
produit également une BLSE.

L’isolement de souches d’entérobactéries productrice de carbapénémases reste rare
en Algérie, la premiére carbapénémase de type OXA-48 a été isolée chez des patient
hospitalisés a I'ndpital militaire & Constantine en 2014 (Agabou et al., 2014). Par la suite,
des souches d'entérobactéries isolées de surfaces hospitaliere a hopital de Guelma
(Bouguenoun et al., 2016) et des cafards a partir du CHU de Batna ont été rapportées en
2016 (Loucif et al., 2016).

Chez les entérobactéries, la résistance aux carbapénemes résulte essentiellement de
deux mécanismes impliquant tous deux des B-lactamases. Le premier mécanisme est
associé¢ a la production d’une céphalosporinase chromosomique ou plasmidique ou une
BLSE avec une diminution quantitative ou qualitative de I’expression des porine. Le
second est lié a la production d'une B-lactamase a forte activité hydrolitique vis-a-vis des

carbapénémes (Nordmann et Carer, 2010).
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Une augmentation de la prévalence des souches résistantes au carbapenemes a été
vue dans le monde entier et le traitement des souches multirésistantes peut étre difficile
(Drissi et al., 2010). Les carbapénemes ont été le medicament de choix contre cet agent
pathogéne, mais le nombre d'isolats résistants a ces molécules a augmenté
considérablement (Ben et al., 2011).

La contamination des surfaces hospitaliére par des entérobactéries productrice de b-
lactamases de type TEM, SHV ,CTX-M,CMY (Abid et al., 2007;Touati et al., 2007
;Touati et al., 2010 ; Sonna et al., 2013) a été rapportée en Algeérie.

Une souche hospitaliére d’A. hydrophila a été isolée. Cette souche présente une
résistance aux C3G (céftazidime et céfotaxime), carbapénéme (ertapéneme), a la colistine
et a la tobramycine. Cette résistance est due probablement a une dérépssion des R-
lactamases chromosomiques chez cette souches (Fraisse et al., 2008).

A T’école, la fréquentation des toilettes participe a la satisfaction des besoins
fondamentaux de la pyramide de Maslow. un tiers des éléves ne vont pas aux toilettes,a
cause de manque d’hygiéne( Nannote,2016) durant notre étude 8 souches d’A.baumanii
ont été isolée d’une école primaire ce qui confirme le manque d’hygiéne dans les toilettes

scolaires.
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Conclusion

Au cours de cette étude qui s’est déroulée au niveau du laboratoire A/Mira de
Bejaia par 1’équipe de résistance aux antibiotiques, les résultats que nous avons obtenus
montrent que les toilettes hospitaliére et publique sont largement contaminées par des
bactéries multirésistantes et peuvent servir de reservoir potentiel de transmission des
BMR.

Sur les 123 prélévements effectués sur différentes surfaces sanitaires, 49 souches de
bacilles a Gram négatif ont été isolées et identifiées. 37(75.5%) souches appartiennent au
groupe des non fermentaires dont 30 A. baumannii, 6 P. aeruginosa et 1une souche de A.
hydrophila. Seulement, 12 souches d’entérobactéries ont été identifiées dont 7

Enterobacter sp, 3 E.coli et 2 K. pneumoniae.
La sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques testés a montré que :

» Les bacilles a Gram négatif non fermentaires sont sensible aux carbapénemes
testés. Par contre une résistance modérée a la CAZ, ATM et colistine est remarqué
(40%, 37% et 5% respectivement).

» Des taux de résistance élevés a ertapénemes (66%) et a la céftazidime (83%) sont
rapportés chez les souches d'entérobactéries.

» La recherche des phénotypes de résistance aux p-lactamines a permis de détecter la
production d'une BLSE+ carbapénémase chez une souche d’A. hydrophila et la

production de carbapénémases chez 8 souches.

On note également une prédominance des souches non fermentaires par rapport aux
souches d'entérobactéries dans les toilettes hospitaliéres et des toilettes publiques. Toute

fois les toilettes publiques montrent un taux de contamination plus élevé.

Les bacilles a Gram négatif sont des germes responsables de pathologies variées,
fréquentes et parfois redoutables. Ce caractére redoutable des infections a bacilles a Gram
négatif est dd en grande partie, au pouvoir pathogene et a leur grande capacité de résistance

aux antibiotiques.

Ces résultats nous incitent a mettre des recommandations a fin de limité la

propagation de ces souches dans les différents compartiments de I'environnement a savoir :

» Le renforcement de I’application des mesures générales d’hygiene et plus

précisément I’hygieéne des mains;
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>

L'augmentation du nombre et de la qualité des toilettes hospitaliéres et publiques
ainsi que leurs fréquences de nettoyage;

Des solutions pour améliorer la fréquentation des toilettes scolaires doivent étre
travaillées selon trois axes : la conception des licux, la mise en place d’une
surveillance efficace et 1’¢laboration avec les éleves d’un plan.

La sensibilisation de la population communautaire et hospitaliére sur le risque que

représentent ces BMR pour la santé publique et dans I'environnement.

Les résultats de notre étude restent préliminaires et méritent d’étre compléter par :

v

La détermination de I’évolution de la contamination des toilettes des hopitaux et
des toilettes publiques dans le temps.

Comparaison entre la contamination des toilettes publique, hospitaliere et
domestique

L’¢largissement de 1’étude sur un grand nombre de prélevement et inclure les
bactéries a Gram positif

La détermination de I’efficacité des produits utilisés dans la désinfection des
surfaces et des locaux .

Détermination de la capacité de ces souches a persister dans I'environnement

hostile et a former des biofilms.
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Annexes

Tableau I : Aspect des colonies sur milieu CHROMagar (CHROMagar™ Orientation).

Espece

Couleur de colonies

Escherichia coli

Colonies roses a pourpres

KES-C (Klebseilla, Entérobacter, Serratia,
Citrobacter)

Colonies bleues vert a bleues avec ou sans

auréole violette

Proteus mirabilis, Morganella,Pprovidencia

Colonies pales a beiges cernées d’une

auréole ambre a marron

Pseudomonas aeruginosa

Colonies muqueuses blanches brunatres

Acinetobacter baumannii

Colonies muqueuses blanches opaques

Entérocoque

Petites colonies bleues turquoises




Tableau I1: Résultat de la galerie AP120E

Annexes

Espéce

P OMP | AD | LD |OD |ClI |H2 | UR |TD |IN |V |GE | GL | M IN [ SO | RH | SAC | M AM | AR | oo

G H C C T |s |E A D | P |L u N o |R A L Y A

pneumoniae | 4 - + - + | - - - + |+ + + + |+ + + + + + -
E.coli + - /-1 +/-|- |- |- - + |- - + |+ - |+ + +/- | + - + -
Aeromonas | 4 + |+ - + |- |- - + |+ |+ |+ |+ - |- - + - + - +
hydrophila
G2
Pseudomona | _ + _ _ + _ _ _ _ _ + + / _ _ _ _ _ _ _ _ +
s aeruginosa
Acinetobacte | _ _ _ _ + _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ _ + _ + _
r baumani /
Enterobacter | + |- + + |- |- |- I e e I I + + |+ + |+ -
sp
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture utilises

Gélose Mac Conkey (pH 7.4)
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Tableau I11: Profils de résistance des souches isolées des toilettes de I’hopital aux B-lactamines.

Code Espeéce Site IMP ETP MEM | CAZ| ATM FOX | CTX | AMC Origine de
prélevement
JTH29A | P.aeruginosa Sol de toilette MH S S S S
JTH14A | P.aeruginosa Cuvettteobs F S S S S
JTH14B | P.aeruginosa Cuvette obs F S S S S
JTH35A | K.pneumonia | Cuvette phtisio H S R R I S S S R
JTH16B | A.hydrophila Faience obs H S R S R R S R R Toilettes
JTH16A | A.baumanii Faience obs H S S R R Hopital
JTH5B A.baumanii Lavabo UMC S S S |
JTH17 A.baumanii PP pédiaterie S S S |
JTH20 A.baumanii Cuvette gyn S S S R
JTH39 A.baumanii Lavabo phtisio S S S S
BI01 Enterobactersp | PP CHU bejaia S R R S R R
06/01 Enterobactersp | Sol CHU bejaia R R R S R R
02 Enterobactersp | Lavabo CHU bejaia | S | R S S S R
Tube Enterobactersp | PPCHU S S R S S S R
BIBM
BMTM A.baumanii Sol CHU bejaia S R S
01 P.aeruginosa Sol CHU bejaia S R S
07 P.aeruginosa Robinet CHU S R |
bejaia
06/02 P.aeruginosa Sol CHU bejaia S R [
01 A.baumanii PPCHU bejaia S R R
04 E.coli Sol CHU bejaia S S R S R
05 A.baumani Robinet CHU S R R
bejaia
08 E.coli PP CHU bejaia S R R R




Annexes

Tableau 1V : Profils de résistance des souches isolées des toilettes publiques aux [3-lactamines.

Code Espéce Site IMP MEM | CAZ ATM | FOX | CTX AMC | Origine de
ETP prélevement

JTAL A. baumanii Sol A S S S R

JTG29 A. baumanii Lavabo GR S S S S

JTG25B | A. baumanii Cuvette GR S S S S

JTG25A | A. baumanii Cuvette GR S S S S

JTG30 A. baumanii Sol GR S S S

JTG26 A. baumanii Lavabo GR S S S

JTG20B | A. baumanii Sol GR S S S

JTA41 A. baumanii Cuvette GR S S S

JTG33B | A. baumanii Lavabo GR S S S

TJA4B A. baumanii Robinet A S S S )

09 E.coli PP GR Bejaia S | R S S S R Toilettes

B11 Enterobactersp | Robinet GR bejaia | S S R S R S R publiques

13 Kpneumonia Mur GR bejaia S I R S S S R

16/01 Enterobactersp | Robinet fast-food R R R S R S R

16/02 A.baumannii Robinet fast-food S R S

15E A.baumanii Sol S S S S

04/02 Enterobactersp | Lavabo S S S S S S S S

18E A.baumanii Cuvette S S S S

19E A. baumanii Cuvette S S S R

13E A. baumanii Faillance S S S S

08/02E | A. baumanii Robinet S S S S

16E A. baumanii Porte savon S S S S

01E A. baumanii Cuvette S S S 5

11 A. baumanii Robinet GR S R R

10/02 A. baumanii Interepteur GR S R R

10 A. baumanii Interpteur2 GR S R R

12 A. baumanii Cuvette GR S R R




Tableau V: Profils de résistance des souches isolées des toilettes de 1’hopital aux autres familles d'antibiotiques

Annexes

Code Espéce Site (o[ CN TOB CcT Origine de
prélevement

JTH29A P.aeruginosa Sol de toilette MH S S S

JTH14A P.aeruginosa Cuvettteobs F I S S

JTH14B P.aeruginosa Cuvette obs F S S S

JTH35A K.pneumonia Cuvette phtisio H S S S S Toilettes

JTH16B A.hydrophila Faience obs H S S R R H()pltal

JTH16A A.baumanii Faience obs H | R R

JTH5B A baumanii Lavabo UMC S S S

JTH17 A.baumanii PP pédiaterie S S S

JTH20 A.baumanii Cuvette gyn S S S

JTH39 A.baumanii Lavabo phtisio S S S

BIO1 Enterobactersp PP CHU bejaia S S S S

06/01 Enterobactersp Sol CHU bejaia S S | S

02 Enterobactersp Lavabo CHU bejaia | R S S S

Tube BIBM Enterobactersp PPCHU S S S S

BMTM A.baumanii Sol CHU bejaia S S S

01 P.aeruginosa Sol CHU bejaia S S S

07 P.aeruginosa Robinet CHU bejaia | S S S

06/02 P.aeruginosa Sol CHU bejaia R S

01 A.baumanii PPCHU bejaia S S S

04 E.coli Sol CHU bejaia S S S

05 A.baumani Robinet CHU bejaia | S S S

08 E.coli PP CHU bejaia S S S




Tableau VI : Profils de résistance des souches isolées des toilettes publiques aux autres familles antibiotiques.
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Code Espéce Site cip CN TOB | CT Origine de
prélevement

JTAL A.baumanii Sol A S S S

JTG29 A. baumanii Lavabo GR S S S

JTG25B A. baumanii Cuvette GR S S S

JTG25A A. baumanii Cuvette GR S S S

JTG30 A. baumanii Sol GR S S

JTG26 A. baumanii Lavabo GR S S

JTG20B A. baumanii Sol GR S S .

ITA4L A. baumanii Cuvette GR s S Toilettes

JTG33B A. baumanii Lavabo GR S S publiques

TJA4B A. baumanii Robinet A S S

09 E.coli PP GR Bejaia R S S S

B11 Enterobactersp Robinet GR bejaia S S S S

13 Kpneumonia Mur GR bejaia S S S S

16/01 Enterobactersp Robinet fast-food S S S S

16/02 A.baumannii Robinet fast-food S

15E A.baumanii Sol S S S

04/02 Enterobactersp Lavabo S S S S

18E A.baumanii Cuvette S S S

19E A. baumanii Cuvette S S S

13E A. baumanii Faillance S S S

08/02E A. baumanii Robinet S S S

16E A. baumanii Porte savon S S S

01E A. baumanii Cuvette S S S

11 A. baumanii Robinet GR S S S

10/02 A. baumanii Interepteur GR S S S

10 A. baumanii Interpteur2 GR S S S

12 A. baumanii Cuvette GR S S S




Résumé :

Obijectif : Caractérisation de la résistance aux antibiotiques des souches de bacilles a Gram
négatif isolées des toilettes des hépitaux et des toilettes publiques.

Méthode : 123 prélévements ont été effectués a partir de différentes surfaces au niveau des
toilettes des hopitaux et des toilettes publiques. L’isolement a été effectué sur une gélose
Mac Conkey additionnée de 0.5 pg/ml d’ertapénéme. Les souches isolées ont fait 1’objet
d’une identification sur milieu chromagar et par galerie API20E et d'une caracteérisation de
la sensibilité vis-a-vis des p-lactamines et d’autres familles d’antibiotiques. Les phénotypes
de résistance aux f-lactamines ont été étudiés.

Résultats : Au total 49 souches de bacilles a Gram négatif ont été identifiées dont 30 A.
baumannii, 06 souches de P. aeruginosa, 01 d’4. hydrophila et 12 souches
d’entérobactéries. L'étude de la résistance aux antibiotiques a révéler que presque la totalité
des souches d’entérobactéries sont résistantes a la céftazidime. Une seule souche d’A.
hydrophila est productrice de BLSE et de carbapénemase et les 8 autres souches sont
productrices de carbapénemase uniquement.

Mots clés : Toilettes, hdpitaux, Publiques, BMR, carbapénemase, BGN
Abstract :

The aim of this study :was to characterize resistant mecanisms of antibiotics determinant
in Gram negative bacilli isolated from the toilets of the hospitals and publics toilets.

Methodology :120 samples were taken from the toilets of hospitals and publics toilets,the
sample was plated in Mac ConKey agar supplemented with ertapenem(0.5 pg/ml) and. The
identification by API20 and the characterzation of the sensitivity to p-lactam and other
antibiotics and phenotype of resistance to f-lactam were studied.

Results : A total 49 strains of Gram negativebacilliwereidentified in wich 30 strains are
A.baumannii, 06strains are P.aeroginosa, 01 strains isAeromonashydrophilaand 12strains
are enterobacteria. The study of antibiotic susceptibility showed that almost all strains of
enterobacteria are resistant to ceftazidim, one strain was found to producing
EBLS+carbapenemase and 08 other strains are carbapenamase’s producers.

Keywords : Toilet, Hospitals, Publics, MDR, carbapenemase, GNB
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