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Résumé

L’antibiorésistance des entérobactéries aux antibiotiques [-lactamines, en particulier aux
cephalosporines de troisieme génération (C3G), constitue un probléme croissant de santé publique,
en particulier dans les pays en développement comme 1’ Algérie. Cette étude, menée dans la wilaya
de Skikda, a pour objectif de détecter et de caractériser les entérobactéries résistantes, en particulier
les souches productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE), a partir d’échantillons prélevés
dans les moyens de transport publics et prives. Les prélévements ont été effectués sur différentes
surfaces inertes ainsi que sur les mains des passagers. Leur analyse a été réalisée en combinant des
approches phénotypiques (antibiogramme et test de synergie) et moléculaires (PCR). Par ailleurs,
I’efficacité de trois désinfectants (eau de Javel, gel hydroalcoolique et savon liquide antibactérien) a
été évaluée sur les souches confirmées BLSE+. A partir de 150 échantillons, 25 isolats ont montré
une croissance bactérienne sur milieu MacConkey additionné de vancomycine avec dominance de
I’espece Enterobacter cloacae (40 %) isolée notamment des mains des passagers de la ligne Rue
des Martyrs-Messiouen01. Un totale de 10 souches (40%) se sont révélées resistantes au cefotaxime
et sont BLSE+ avec la présence de deux souches multirésistantes. Aucun cas de résistance n’été
observé aux antibiotiques de dernier recours: I’ertapenem, I’amikacine et la gentamicine.
L’analyse par PCR a permis de détecter la présence du géne blaCTX-M chez 03 souches BLSE+.
Parallélement, I’efficacité de trois désinfectants a été évaluée sur un sous-ensemble de 05 souches
confirmées BLSE+. L’cau de Javel s’est avéré la plus efficace, induisant une inhibition complete de

la croissance bactérienne indépendamment du temps de contact.

Mots clés : Antibiorésistance ; Entérobactéries ; p-lactamines ; Céphalosporines de 3e génération ;

BLSE ; blaCTX-M ; Désinfectants ; Transport en commun ; Skikda ; Multirésistance.
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Abstract

The antibiotic resistance of enterobacteria to p-lactam antibiotics, in particular third-generation
cephalosporins (C3G), is a growing public health problem, particularly in developing countries such
as Algeria. This study, carried out in the state of Skikda, aims to detect and characterize resistant
enterobacteria, in particular strains producing extended-spectrum p-lactamases (ESBL), from
samples taken in public and private transportation vehicles. Samples were taken from various inert
surfaces, as well as from passengers' hands. Analysis was carried out using a combination of
phenotypic (antibiogram and synergy test) and molecular (PCR) approaches. In addition, the
efficacy of three disinfectants (bleach, hydroalcoholic gel and antibacterial liquid soap) was
evaluated on confirmed ESBL+ strains. From 150 samples, 25 isolates showed growth on
MacConkeyagaadded of vancomycin, with dominance of Enterobacter cloacae (40%) isolated
mainly from passengers' hands of the line Martyrs’ road-Messiouen 01. A total of 10 strains (40%)
were found to be resistant to cefotaxim and they are ESBL+ with the presence of two multiresistant
strains. No case of resistance was observed to antibiotics of last resort: ertapenem, amikacin and
gentamicin. PCR analysis detected the presence of the blaCTX-M gene in three ESBL+ strains. The
efficacy of three disinfectants was evaluated on a subset of 05 confirmed ESBL+. Bleach proved

the most effective, inducing complete inhibition of bacterial growth regardless of contact time.

Key words: Antibiotic resistance; Enterobacteriaceae; B-lactams; 3rd-generation cephalosporins;
ESBL,; blaCTX-M; Disinfectants; Public transport; Skikda; Multiresistance.



Liste des figures

Figure 1: Structure moléculaire des B-1aCtamines. ...........ccooviiiiiiiiiiiiii 10
Figure 2: Voies de transfert horizontal des genes de résistance aux antibiotiques. ..............ccccu.... 15
Figure 3: Principaux mécanismes de resistance chez les entérobactéries. ..........ccccovviiiiiencinenn 15
Figure 4: Prélevements par écouvillonnage réalisés dans les véhicules de transport public. ........... 24
Figure 5: Etapes de préparation du milieu MacConkey additionné d’antibiotiques. ....................... 26
Figure 6: Ensemencement de la galerie API 20 E.........coouiiiiiiiiiiiiiiie e 29
Figure 7: La conservation des souches dans des tubes StEriles. ...........coovrvrrieieiieiin i 31
Figure 8: Application des disques d’antibiotiques sur gélose Mueller-Hinton................cccccoveenee. 33
Figure 9: Emplacement des disques d’antibiotiques dans le test de synergie. ...........cccovevvvrvennnene 34
Figure 10: Profil thermique appliqué dans le thermocCyCleur............cccccovviiiiiiic i, 36
Figure 11: Etapes du test des d&SINTECLANTS. ........ccueiiiiiiiiiii e 38
Figure 12: Repartition des souches selon leur croissance sur les milieux sélectifs. .............c.......... 39
Figure 13: La croissance bactérienne sur milieu CHROMagar Orientation............ccccceevveernennenne 40
Figure 14: Répartition des espéces d’entérobactéries isolées des moyens de transport de la wilaya
A8 SKIKOA. ... 43
Figure 15: Répartition des souches isolées selon I'origine des prélevements...........ccccovvvvevivnrennnen. 44
Figure 16: Répartition des espéces isolées selon l'origine des prélevements. ..........ccccccccvvevieeennen. 44
Figure 17: Répartition des souches isolées selon la ligne de transport. ..........ccccceeviveeiiieeviveeenne, 45
Figure 18: Répartition des espéces isolées selon la ligne de transport............ccccveevieeeviieecciee e, 46
Figure 19: Profil de résistance des entérobactéries aux antibiotiqUES. ..........cccovcvveeviiveeviiieesiiee e, 47
Figure 20: Profil de résistance des espéces d’entérobactéries aux antibiotiques. ..........ccveevrvveennnen. 48
Figure 21: Test de synergie positif de Klebsiella pneumoniae. ............ccceovvveivine v 49

Figure 22:

Profil d’amplification du geéne blaCTX-M par électrophorése sur gel d’agarose............ 51



Liste des tableaux

Tableau 1: Profil biochimique comparatif de certaines entérobactéries. ............cccevvvevieeriveiineinnn, 5
Tableau 2: Antibiotiques bactériostatiques et bactériCides. ..........cocoverieriinieniiee e 9
Tableau 3: Le matériel utilisé au cours de Cette BLUAR .........ceoviiieiiiiieicee e 19
Tableau 4: Nombre d’échantillons collectés par ligne de transport & SKikda ............ccccoeeieinnnns, 23
Tableau 5: Liste des antiDiOtiqUES tESEES .........cviiiiiieiieie e 32
Tableau 6: LeS amOrCes ULIISEES ........ccuviiiiiieiie et e e nnee s 35
Tableau 7: Composition de 1a réaction PCR ..........ccccvoiiiiiiecieccie e 35

Tableau 8: Caractéres macroscopiques et microscopiques des souches d’entérobactéries isolées sur

MITEU MACCONKEY ...ttt ettt ettt nbe e 41
Tableau 9: Caractéres biochimiques des souches d’Entérobactéries isolées sur milieu MacConkey

............................................................................................................................................. 42
Tableau 10: Profil de résistance des souches productrices de BLSE ............cccccvvieiiiiiieiiienienne, 50

Tableau 11: Résultat du test d’évaluation de ’efficacité des désinfectants sur les souches ............ 52



Liste des abréviations

20A 20 Aot

A Ain Kachera

ADH Arginine dihydrolase

AK Amikacine

AMC Amoxicilline/Acide clavulanique
AmpC Céphalosporinase

AMY Fermentation de I’amygdaline

An Annaba

ARA Fermentation de I’arabinose

ATM Aztréonam

B Bouyala

BG Bouillon ceeur cervelle

BGN Bacille & Gram négatif

Bh Bouhamra

BLSE B-lactamases a spectre étendu

BLSE+ B-lactamases a spectre étendu positif
BLSE- B-lactamases a spectre étendu négatif
BMR Bactéries multirésistantes

BN Bouillon nutritif

Bo Bouabaz

BPO Bactéries pathogénes opportunistes

BPS Bactéries pathogénes spécifiques

CAZ Ceftazidime

CAT Chloramphénicol acétyltransférase
ClG Céphalosporine de premiére génération
C2G Céphalosporine de deuxiéme génération
C3G Céphalosporine de troisieme génération
C4G Céphalosporine de quatriéme génération
C5G Céphalosporine de cinquiéme génération
CIP Ciprofloxacine

CIT Citrate

CLsI Clinical and Laboratory Standards Institute
Co Collo

CRBT Centre de Recherche en Biotechnologie
CTX Céfotaxime

CTX-M [-lactamase CTX-M (Cefotaximase-Munich)

cz Céfazoline



ECA
EAEC
EH
EHEC ou STEC
EIEC
EPEC
EPH
ETEC
ETP

F

FEP
FOX
GEL
Glu
GN
GR
Ha
H2S
Hr
IND
INO
Kh
KPC
Lac
LDC
LPS
MAN
MO01
MBL
MH
MLST
MLT
Mob

OoDC
OMS
Om
ONPG
OXA

Antigene commun des entérobactéries
Escherichia coli entéro-agrégatif
Etablissement hospitalier

Escherichia coli entérohémorragique ou producteur de shigatoxine
Escherichia coli entéro-invasif
Escherichia coli entéropathogéne
Etablissement public hospitalier
Escherichia coli entérotoxinogene
Ertapéneme

Forward

Céfépime

Céfoxitine

Gélatinase

Glucose

Gélose nutritif

Gare routiére

El Hadaiek

Sulfure d’hydrogéne

El Harrouch

Production d’indole

Fermentation de I’inositol

Khenak Mayoune

Klebsiella pneumoniae carbapénemase
Lactose

Lysine décarboxylase
Lipopolysaccharides

Fermentation du mannitol

Messiouen 01

Métallo-B-lactamase

Mdiller-Hinton

Multilocus Sequence Typing
Fermentation du mélibiose

Motilité

Merdjdib

Ornithine décarboxylase
Organisation Mondiale de la Santé
Om Toub
Ortho-Nitrophényl-B-D-galactopyranoside

Oxacillinase



PB Paires de bases

PCR Reéaction de polymérisation en chaine (Polymerase Chain Reaction)
PM Place des martyrs

R Reverse

RHA Fermentation du rhamnose

SAC Fermentation du saccharose

SG Saad Guermech

SHV Sulphydryl Variable

SOR Fermentation du sorbitol

SXT Triméthoprime + Sulfaméthoxazole
TBE Tris-Borate-EDTA

TDA Tryptophan Deaminase

TEM B-lactamase TEM

TH Température d’hybridation

Urée Uréase

VP Voges-Proskauer



Introduction générale




Introduction générale

Les entérobactéries constituent une vaste famille de bactéries a Gram négatif, naturellement
présentes dans le microbiote intestinal de ’homme et des animaux. Certaines se ces espéces telles
qu’Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Serratia ficaria et Kluyvera spp.
Revétent une importance clinique majeure en raison de leur fréquence d’isolement dans les infections
humaines et de leur capacité a acquérir et diffuser des mécanismes de résistance. Ces bactéries sont
fréqguemment impliquées dans des infections nosocomiales, notammenturinaires et septicémiques, ainsi

que dans des infections communautaires (Armand-Lefevre et al. ,2018 ; Salamanca-Rivera et al. ,2024).

Parmi les antibiotiques utilisés contre les infections a entérobactéries, les B-lactamines qui occupent
une place centrale. Cependant, leur utilisation inappropriée ou mal contrélée a contribué a la sélection et a
la propagation de souches multirésistantes, notamment par transfert horizontal de génes de résistance
(Kushwaha et al. ,2024 ; Aires, 2011). La résistance aux céphalosporines de troisiéme géneration (C3G)
repose principalement sur la production de B-lactamases a spectre étendu (BLSE) (Asogwa, 2018 ;
Dramowski et al. ,2021). Parmi les genes impliqués, blaCTX-M est aujourd’hui reconnu comme le plus
largement diffusé a I’échelle mondiale (Castanheira et al. ,2021). Face a cette menace, les carbapénémes,

demeurent parmi les dernieres options therapeutiques efficaces (Paterson et al. ,2005).

Si les souches résistantes sont bien documentées en milieu hospitalier, leur dissemination en dehors
de cet environnement souléve aujourd’hui de grandes préoccupations. Les moyens de transport publics et
privés, freqguemment utilisés par les patients, les visiteurs ou le personnel de santé, jouent un role central
dans cette dynamique (Nascimento et al. ,2019 ; Andersen, 2019). La promiscuité entre usagers, associée
a la manipulation fréquente des surfaces inertes notamment par les mains telles que les barres de
maintien, les poignées ou les siéges, favorise la transmission de bactéries résistantes (Sultan et al. ,2025 ;
Goncalves et al. ,2019). Ainsi, la mobilité autour des structures de soins facilite la circulation de ces

bactéries dans I’environnement urbain, constituant un enjeu majeur de santé publique (Oteo et al. ,2006 ;

OMS, 2015).

A ce jour, aucune étude en Algérie n’a porté sur I’isolement et la caractérisation de souches
d’entérobactéries a partir des moyens de transport. C’est dans cette optique que s’inscrit la présente
recherche, qui propose une premiere investigation menée dans la wilaya de Skikda. Cette étude vise a
explorer le role potentiel des transports, qu’ils soient publics ou privés, dans la transmission de

entérobactéries résistantes aux antibiotiques.



Introduction générale

Les objectifs spécifiques de ce travail sont les suivants :
* Isoler les entérobacteéries a partir des surfaces inertes et des mains dans les moyens de transport publics
et privés circulant dans la wilaya de Skikda
« Evaluer la résistance de ces souches vis-a-vis des antibiotiques B-lactamines, en particulier les
céphalosporines de troisiéme génération, a 1’aide de tests phénotypiques et moléculaires

« Tester ’efficacité de certains désinfectants sur des souches BLSE+.

Ce manuscrit présente Quatre chapitres essentiels. Le premier constitue une synthése
bibliographique qui aborde les généralités sur les entérobactéries, les principales familles d’antibiotiques,
ainsi que leur role dans I’émergence de 1’antibiorésistance, notamment le passage des souches résistantes
du milieu hospitalier vers la communauté. Un accent particulier est mis sur la résistance aux
céphalosporines de troisiéme génération, liée a la production de B-lactamases a spectre étendu (BLSE). Le
deuxiéme chapitre est consacré au matériel et aux méthodes utilisées pour isoler, identifier et caractériser
les souches d’entérobactéries. Le troisieme présente les résultats obtenus au cours de 1'¢tude, suivis d’une
discussion comparative avec les données de la littérature. Enfin nous terminerons par une conclusion qui

propose une synthése des observations majeures et les perspectives envisagées.



Chapitre I : Synthése
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1 Les entérobactéries
1.1 Définition

Les entérobactéries représentent 1'un des groupes bactériens les plus importants. Elles
appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae, une famille trés hétérogéne qui regroupe de
nombreux genres et espéces, pouvant étre saprophytes, commensales ou pathogénes (opportunistes
ou stricts). Ces bactéries colonisent le tractus intestinal de 1’étre humain et des animaux, constituant
ainsi une part essentielle de leur flore intestinale normale (Zrardi, 2020). Toutefois, leur présence ne
se limite pas au tube digestif : elles peuvent également étre retrouvées transitoirement sur les
muqueuses, voire sur la peau, et proliférer abondamment dans 1’environnement (sols, eaux) (Dicko,

2009).
1.2 Classification

La famille des Enterobacteriaceae comprend 28 genres, dont 12 présentent un intérét médical
significatif. En clinique humaine, ces genres sont genéralement regroupés en cing catégories :
Groupe | : Edwardsiella et Salmonella (S. typhi, S. paratyphi, S. enterica)

Groupe 11 : Escherichia coliet Shigella (S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, S. sonnei)

Groupe 111 : Klebsiella (K. pneumoniae, K. oxytoca), Enterobacter (E. aerogenes, E. cloacae),

Serratia (S. marcescens) et Erwinia
Groupe IV : Proteus (P. mirabilis, P. vulgaris) et Providencia (P. rettgeri)
Groupe V : Yersinia (Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis)

Certaines de ces bactéries, telles que Salmonella, Shigella et Yersinia, sont qualifiées de
bactéries pathogenes spécifiques (BPS), car elles sont responsables d’infections sévéres. D'autres,
appelées bactéries pathogenes opportunistes (BPO), telles que Escherichia coli, Klebsiella, Proteus,
Enterobacter, Serratia, Providencia et Citrobacter, sont fréquemment impliquées dans des
infections urinaires, respiratoires ou systémiques, notamment chez les patients immunodéprimés ou
hospitalisés. Escherichia coli, bien qu’elle constitue environ 80 % de la flore intestinale aéro-

anaérobie facultative humaine, peut devenir pathogéne dans divers contextes cliniques (Sarr, 2019).
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1.3 Caractéres bactériologiques

Les entérobactéries se caractérisent par plusieurs traits distinctifs :

1.3.1 Caractéres morphologiques

Les entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif (BGN), mesurant environ 2 & 3 um de
longueur sur 0,6 pum de largeur. La plupart des especes sont mobiles grace a des flagelles répartis
sur toute la surface (ciliature péritriche), tandis que d’autres sont immobiles. Les souches
pathogenes pour ’homme possedent généralement des structures d’adhésion, comme les fimbriae

ou pili communs (Boutal, 2017).

1.3.2 Caractéres culturaux

La plupart des entérobactéries peuvent se développer sur des milieux minimums, sans avoir
besoin de facteurs de croissance spécifiques. Ce sont des bactéries mesophiles et neutrophiles, se
développant a un pH compris entre 5,5 et 8 et a une température d’environ 37 °C. Nous distinguons

quatre types de colonies :

e Colonies S (smooth) : arrondies, lisses, humides, blanches ou translucides.

e Colonies Rugueuses (R) : séches, a contours irréguliers.

e Colonies Muqueuses (M) : souvent observées chez Klebsiella.

o Colonies envahissantes : caracteristiques des Proteus, qui envahissent la gélose pour former

un tapis uniforme (Myers, 1975).

1.3.3 Caractéres antigéniques

L’¢tude des antigenes permet de classer les souches d’une méme espeéce en différents

sérotypes. Les entérobactéries possedent généralement quatre types d’antigénes :

e Antigéne commun des entérobactéries (ECA) ou antigene de Kunin : présent chez la plupart
des especes (Rai, 2020).

e Antigéne O : situé dans la paroi, formé principalement de lipopolysaccharides (LPS),
thermostable a 100 °C, et résistant a ’alcool et aux acides.

e Antigene H : associé¢ aux flagelles des souches mobiles, sensible a la chaleur et a I’alcool.

e Antigeéne K : antigéne capsulaire composé d’une couche externe de polysaccharides. Parmi
eux, on retrouve les antigénes L, A, B d’Escherichia coli et Vi chez certaines Salmonella ou
Citrobacter (Nys, 2021).
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1.3.4 Caractéres biochimiques

En fonction de certaines caractéristiques métaboliques, telles que la fermentation du lactose
ou la production d’uréase, les entérobactéries peuvent étre classées en différents genres (Tableau
01). Ces critéres biochimiques permettent de distinguer les especes au sein de la famille des

Enterobacteriaceae.

Tableau 1: Profil biochimique comparatif de certaines entérobactéries (Fatnassi, 2020).

3 = 3 © ccs <
Tests 5 = s 5 = D 5 2 o =
.. s Q o @ - = 2 IS = &
biochimiques 2 o = o 5 £ = o > o
S = = v n = n o o >
L o L n o
Glu + + + + o+ + + + + +
Lac + + + + - - - - - -
ONPG + + + + + - +/- - - +
IND + - - +/- - - +/- +/-  + +/-
VP - - + + + - - - - +
CIT - + + + + +/- - +/- + -
Mob + o+ o+ - + + - + + +
Uree - - - + - - - + - +
H2S - +/- - - - + - +/- - -
+: positif —: negatif +/—: variable selon les souches ; Glu : Glucose ; Lac : Lactose ; ONPG :

Ortho-NitroPhenyl-B-D-Galactopyranoside ; IND : Indole ; VP : Voges-Proskauer ; CIT : Citrate ;
Mob : Motilité ; Urée : Uréase ; H2S : Sulfure d’hydrogéne.

1.4 Pouvoir pathogene des entérobactéries

Le pouvoir pathogene des entérobactéries chez 1’étre humain est d'une gravité trés variable.
En raison de leurs mécanismes pathogéniques distincts, ce pouvoir differe selon les especes
(Livermore, 1995). Un défaut d'hygiéne est souvent a l'origine de ces maladies, la contamination se

fait par contact direct ou via un vecteur (Bouzeraa et Berrihil, 2018).
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1.5 Principaux genres d’entérobactéries :

1.5.1 Escherichia coli

Les entérobactéries regroupent plusieurs genres, dont Escherichia coli, aussi appelé
colibacille, qui est un hote commensal aérobie-anaérobie facultatif, le plus fréquent dans le tube
digestif. Elle représente environ 80 % de la flore intestinale aérobie chez 1’adulte et se retrouve
également au niveau de différentes muqueuses (Vila et al. ,2016). Néanmoins, elle peut agir comme
un agent infectieux, provoquant des infections intestinales et extra-intestinales (Mueller et Tainter,
2023 ; Vila et al. ,2016).

Il existe cing sous-types intestinaux bien caractérisés d’E.coli : Escherichia coli
entérotoxinogene (ETEC), entérohémorragique ou producteur de shigatoxine (EHEC ou STEC),
entéro-invasif (EIEC), entéropathogene (EPEC) et entéro-agrégatif (EAEC). Ces souches
pathogenes sont classées selon leurs facteurs de virulence, tels que les adhésines (fimbriae de type |
et de type P), qui facilitent I’adhésion aux cellules uroépithéliales ou endothéliales (Legros et al.
,2019 ; Nasi et al. ,2023 ; Ribi¢ et al. ,2018), ainsi que selon leur profil antigénique O, H et K
(Nataro et Kaper, 1998). E. coli peut également étre responsable d’infections urinaires, de

pneumonies et de bactériémies (Jain et al. ,2015).

1.5.2 Klebsiella

Les bactéries du genre Klebsiella sont généralement des diplobacilles encapsules, caractérisés
par leur immobilité. Elles peuvent étre a la fois commensales et pathogenes (Wyres et Holt, 2018).
L'espéce la plus fréeguemment rencontrée en clinique humaine est Klebsiella pneumoniae, impliquée
dans diverses pathologies telles que les pneumopathies aigués, les otites, les cystites et les
infections rénales (Kassis-Chikhani, 2012). Elle constitue également une cause majeure d’infections
nosocomiales, notamment des infections urinaires et des plaies, pouvant évoluer vers une
bactériémie et une dissémination métastatique (Russoet Marr, 2019 ; Wyres et al. ,2020). Tout
comme E. coli, K. pneumoniae est capable d’adhérer aux surfaces inertes, de se multiplier et de

produire un biofilm (Jagnow et Clegg, 2003).

1.5.3 Enterobacter

Le genre Enterobacter comprend 22 espéces, principalement environnementales, mais
présentes également dans le tractus gastro-intestinal humain en tant que commensales. Toutefois,
certaines d'entre elles, notamment Enterobacter cloacae, peuvent devenir pathogénes opportunistes,

en particulier chez les sujets immunodéprimés. Ces bactéries présentent souvent plusieurs

6
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modifications du lipopolysaccharide, des altérationsdes porines ou encore des systémes d’efflux, ce
qui les rend fréquemment multirésistantes. Enterobacter cloacae peut provoquer des infections
graves et parfois mortelles, telles que des septicémies, des infections de plaies, des péritonites, des
infections des voies respiratoires inférieures ou des voies urinaires (Davin-Regli et al. ,2019 ;
Mezzatesta et al. ,2012 ; Choi et al. ,2024).

En raison de sa résistance naturelle et acquise a plusieurs classes d'antibiotiques, E. cloacae
est classée parmi les pathogénes multirésistants prioritaires du groupe ESKAPE, aux cOtés
d’Enterococcus, Staphylococcus, Klebsiella, Acinetobacter, et Pseudomonas (Davin-Regli et al.
,2019 ; Rice, 2008).

1.5.4 Serratia

Les bactéries du genre Serratia sont egalement des agents pathogenes opportunistes. Parmi
elles, Serratia marcescens est une bactérie ubiquitaire que I’on retrouve naturellement dans le sol et
I’eau. Elle est néanmoins reconnue comme un agent pathogeéne opportuniste chez 1’étre humain
(Cubas-Atienzar et al. ,2021). Sa capacité a utiliser une large gamme de nutriments lui confére une
forte résilience et une aptitude a proliférer dans des environnements extrémes, y compris en

présence de désinfectants et d'antiseptiques (Cooney et al. ,2014).

L’espéce Serratia marcescens peut étre a 1’origine de nombreuses infections telles que les
infections urinaires et respiratoires, I’endocardite, 1’ostéomy¢élite, la septicémie, les infections

cutanées, les affections oculaires et la méningite (Buckle, 2015).

1.6 Impact des infections a entérobactéries sur la santé publique

Les entérobactéries ont un impact majeur sur les maladies infectieuses, la microbiologie
médicale et clinique, ainsi que sur la santé publique, notamment en raison de leur dissémination au

sein de la communauté (Sanders et Sanders, 1997).

Une infection nosocomiale désigne tout événement infectieux associé a une démarche de
soins dans un établissement de santé. L’hdpital constitue un environnement particuliérement

propice a la transmission des entérobactéries (Crivaro et al. ,2015).

Les principales infections nosocomiales comprennent les infections urinaires, qui sont les plus

fréquentes, ainsi que les infections respiratoires, les infections du site opératoire, les infections de la
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peau et des tissus mous (Dhidah et al. ,1997). L’émergence de ces infections dans la communauté
peut également survenir par contact direct avec une personne porteuse ou avec des surfaces
contaminées, en particulier dans des lieux publics trés fréquentés, tels que les transports en

commun, ou de nombreuses personnes se croisent chaque jour (Rizzo et al. ,2019).

2 Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques produites par des microorganismes ou de
maniére synthétique, utilisées pour le traitement des infections bactériennes. lls peuvent avoir un
effet bactéricide, en provoquant la destruction de la paroi bactérienne, ou un effet bactériostatique,
en empéchant la croissance et la multiplication des bactéries par l'inhibition de la synthese protéique
(Decousser et al. ,2017).

2.1 Classification des antibotiques

Les antibiotiques sont classés selon plusieurs criteres : leur origine, leur nature chimique, leur

site d’action, leur spectre d'action et leur mode d’action.

2.1.1 Selon leur origine

Les antibiotiques peuvent étre naturels, synthétiques ou semi-synthétiques. Les antibiotiques
d'origine naturelle sont des substances produites naturellement par des microorganismes, dont
environ 70 % proviennent des actinomyceétes, 20 % des champignons, et 10 % des bactéries telles
que Bacillus et Pseudomonas (Newman et al. ,2003 ; Singh et Barett, 2006). Les antibiotiques
d'origine synthétique sont fabriqués a partir de substances chimiques artificielles, tandis que les
semi-synthétiques, bien qu’issus de microorganismes, subissent des modifications en laboratoire
(Guinoiseau et al. ,2010).

2.1.2 Selon leur nature chimique
La structure des molécules d'antibiotiques subit des modifications par hémisynthése,
aboutissant a la formation de familles spécifiques telles que les B-lactamines (Gogny et al. ,2001).

2.1.3 Selon leur site d’action

Les antibiotiques peuvent agir de différentes maniéres. Certains inhibent la construction de la
paroi bactérienne, comme les B-lactamines, les glycopeptides et la fosfomycine. D'autres bloquent
la synthése protéique, a I’instar des aminoglycosides, macrolides, cyclines, phénicolés, acide

fusidique, oxazolidinones, mupirocineet synergistines.
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quinolones, nitroimidazolés, rifamycines et sulfamides-triméthoprime. Enfin, d'autres agissent
directement sur les membranes bactériennes, comme les polymyxines et la daptomycine (Demoré et
al. ,2012).

2.1.4 Selon leur spectre d’action

Les antibiotiques peuvent étre a large spectre, ciblant un large éventail d’agents pathogénes,
qu'ils soient cocci ou bacilles, ce qui les rend particulierement utiles en cas d'infections causées par
des agents non identifiés ou multiples ; ou a spectre étroit, agissant spécifiguement contre un seul
type d’agent pathogeéne et une pathologie bien définie (Demoré et al. ,2012).

2.1.5 Selon leur mode d’action

Les antibiotiques peuvent exercer soit un effet bactériostatique, en inhibant de maniere
réversible la croissance de I'agent pathogeéne, soit un effet bactéricide, en provoquant sa destruction
(Paul et al. ,2008). Le tableau 02 présente une classification des principaux antibiotiques selon ces

deux modes d’action.

Tableau 2: Antibiotiques bactériostatiques et bactéricides (Paul et al. ,2008).

Effet Antibiotiques

. ) Macrolides, Sulfamides, Tétracyclines, Lincosamides, Nitrofuranes,
Bactériostatiques L . . .
Phénicolés, Ethambutol, Cyclosérine, Rifamycines

B-lactamines, Fluoroquinolones, Aminoglycosides, Nitroimidazoles,
Bactéricides Glycopeptides (bactéricidie lente), Polymyxines, Synergistines,

Ansamycines, Acide fusidique, Isoniazide, Pyrazinamide

3 La famille des p-lactamines

Les B-lactamines sont des antibiotiques possédant un noyau p-lactame, constituant une classe
thérapeutique majeure en médecine humaine en raison de leurs nombreuses qualités
pharmacologiques. Leur activité bactéricide confére une efficacité notable dans I’éradication des
infections bactériennes. Par ailleurs, leur profil de tolérance favorable, caractérisé par une toxicité

réduite et des effets indésirables limités, les rend appropriées pour la majorité des patients. Leur
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large spectre d’action permet de cibler une grande variété d’agents pathogénes. Enfin, leur codt
relativement modéré favorise leur accessibilité, contribuant ainsi & leur large diffusion (Decousser
et al. ,2017 (Figure 01).
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- N { / N R
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X R
/J;ILH _,;.L\a : N A AN /N
0 ' 0 Yo W 0 \ 0 My
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0 0”7 “OH 0
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Figure 1: Structure moléculaire des B-lactamines (Bush et Bradford, 2020).

3.1 Classification des p-lactamines :

La classe des B-lactamines regroupe principalement quatre sous-classes : les pénicillines, les

céphalosporines, les monobactames et les carbapénémes.

3.1.1 Les pénicillines

Les pénicillines sont des antibiotiques B-lactamines regroupant des formes naturelles, comme
la benzylpénicilline, et des dérives synthétiques et semi-synthétiques tels que la méthicilline. Elles
se divisent en plusieurs sous-classes : pénicillines résistantes aux [-lactamases (Oxacilline,
Cloxacilline et Nafcilline), aminopénicillines (Amoxicilline et Ampicilline), carboxypénicillines
(Ticarcilline) et uréidopénicillines (Pipéracilline) (Pandey et Cascella, 2023). Elles partagent un
noyau commun, I’acide 6-aminopénicillanique, constitué d’un anneau p-lactame fusionné a un cycle
thiazolidine, formant une structure bicyclige rigide (Tooke et al. ,2019). La diversité structurale et
pharmacologique des pénicillines provient principalement des variations de la chaine latérale liée a
I’atome de carbone du cycle thiazolidine, influencant ainsi leur spectre d’activité et leur stabilité

enzymatique (Caruso et al. ,2021).

3.1.2 Les céphalosporines

Les céphalosporines dérivent de 1’acide 7-aminocéphalosporanique, comprenant un cycle
dihydrothiazine a six chainons et deux chaines latérales (R1 et R2), qui déterminent leurs propriétés

spécifiques (Bui et Preuss, 2023 ; Caruso et al. ,2021). Classées en cing générations selon leur
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chronologie et leur spectre d’activité, les premiéres genérations (ex. : céphalexine) ont un spectre

étroit, tandis que les générations suivantes présentent une activité élargie (Diamantis et al. ,2022).
e Céphalosporines de premiére génération (C1G)

Les C1G, telles que la céfazoline, la céphalexine ou le céfadroxil, présentent une bonne
activité contre les cocci a Gram positif, avec une efficacité limitée sur les bacilles a Gram négatif,
notamment Proteus mirabilis, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae (Hsieh et Ho, 1975 ; Bui
et Preuss, 2023).Elles sont indiquées dans le traitement des infections cutanées non compliquées,
ostéoarticulaires, respiratoires, génito-urinaires, biliaires, otites moyennes, septicémies, ainsi qu’en

prophylaxie chirurgicale (Bui et Preuss, 2023).
e Céphalosporines de deuxieme génération (C2G)

Les C2G se divisent en deux sous-groupes : les céphalosporines classiques (céfuroxime,
cefprozil) et les céphamycines (cefoxitine, cefotétan, cefmétazole) (Bui et Preuss, 2023).
Elles présentent une activité réduite contre les cocci a Gram positif par rapport aux C1G, mais
une efficacité accrue contre les bacilles a Gram négatif, incluant Haemophilus influenzae,
Enterobacter aerogenes, Neisseria spp et Serratia marcescens (Tartaglione et Polk, 1985).
Elles sont principalement utilisées dans le traitement des infections respiratoires telles que

bronchiolites et pneumonies (Bui et Preuss, 2023).

. Ceéphalosporines de troisieme géneration (C3G)

Les C3G comprennent la céfotaxime, la ceftriaxone, la ceftazidime et le cefixime. Elles ont
une large activité, notamment contre les bacilles a Gram négatif, y compris des souches résistantes
aux C1G, C2G et autres B-lactamines (Bui et Preuss, 2023 ; Klein et Cunha, 1995).

Elles sont couramment utilisées dans les pneumonies communautaires, meningites, infections
urinaires (cystite, pyélonéphrite), endocardites streptococciques, gonorrhées et formes séveres de la

maladie de Lyme (Pandey et Cascella, 2023).
e Céphalosporines de quatrieme génération (C4G)

Les C4G, telles que le céfépime et le cefpirome, ont été développées pour lutter contre la
résistance croissante aux C3G (Arumugham et al. ,2024). Le céfépime, grace a la présence d’un
groupe ammonium quaternaire, pénetre efficacement les membranes des bacilles a Gram négatif et

est actif sur des souches multirésistantes, notamment Enterobacter et Klebsiella., tout en induisant
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faiblement les B-lactamases (Ali et al. ,2017 ; Pais et al. ,2022).

Ils sont principalement utilisés dans les infections nosocomiales graves, notamment en soins
intensifs, souvent en association avec des aminoglycosides ou fluoroquinolones (Bui et Preuss,
2023 ; Okamoto et al. ,1994).

e Céphalosporines de cinquieme génération (C5G)

Les C5G, comme la ceftaroline, le ceftobiprole et la combinaison ceftolozane/tazobactam, ont
une activité étendue contre les bactéries multirésistantes, notamment les cocci & Gram positif (ex. S.
aureus résistant a la méthicilline) et certains bacilles a Gram négatif (Rusu et Lungu, 2020). Elles
sont utilisées dans les infections cutanées aigués, les pneumonies communautaires, avec une activité
antipseudomonale. Leur faible propension a induire des résistances en fait des agents prometteurs,
bien que leur usage doive étre encadré (Bezerra et al. ,2022 ; Selvan et Ganapathy, 2016).

3.1.3 Les carbapénémes

Les carbapénémes, tels que I'imipéneme, le méropéneme, I’ertapéneme et le doripénéme,
different  principalement par leur chaine latérale (Caruso et al. , 2021).
Ils ont un large spectre d’activité contre des bactéries aérobies et anaérobies, a Gram positif et
négatif, et sont stables face a la plupart des B-lactamases, ce qui en fait des antibiotiques de dernier
recours pour les infections severes (Armstrong et al. , 2021 ; El Nekidy et al. , 2021).
Cependant, certains, notamment I’ertapénéme et I’imipénéme, peuvent induire une neurotoxicité
avec un risque accru de convulsions chez les patients a terrain neurologique ou insuffisants rénaux
(Norrby, 2000 ; Shahar et al. , 2022).

3.1.4 Les monobactames

Les monobactames sont des f-lactamines caractérisées par un noyau monocyclique de type
azetidine, sans structure annelée adjacente, ce qui les distingue des penicillines et céphalosporines
(Pandey et Cascella, 2023). L’aztréonam est le seul représentant utilisé en clinique. Il est actif
contre les bacilles aérobies a Gram négatif, inactif sur les Gram positifs et anaérobies, et peut étre
hydrolysé par certaines B-lactamases a sérine (Biedenbach et al. ,2015 ; Ramsey et MacGowan,
2016).

3.1.5 [Inbhibiteurs de p-lactamase

Ces inhibiteurs neutralisent les enzymes a sérine responsables de ’hydrolyse de I’anneau -
lactame, préservant ainsi I’activité des antibiotiques (Pandey et Cascella, 2023). lIs se répartissent
en deux générations : la premiére (acide clavulanique, sulbactam, tazobactam) et la seconde, plus

12



Synthése bibliographique

récente, incluant I’avibactam et le vaborbactam, actifs notamment contre les carbapénemases de

type KPC (Pandey et Cascella, 2023).

4 La résistance aux antibiotiques

4.1 Définition

La résistance bactérienne désigne la capacité d’une bactérie a croitre et se multiplier en
présence d’un antibiotique. Elle résulte de I’acquisition d’une information génétique permettant a la
bactéric de développer des mécanismes pour échapper a I’action de I’antibiotique (Leclerc et al.
,1995 ; Briand, 2012). La capacité de certaines souches bactériennes a développer une
multirésistance constitue un défi majeur pour la santé humaine. En particulier, les espéces
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae suscitent une vive inquiétude en raison de cette

caractéristique (Bouyahya et al. ,2017).

4.2 Types de résistance bactérienne

La résistance aux antimicrobiens peut étre classée en deux grandes catégories selon son
origine : la résistance naturelle (intrinseque) et la résistance acquise (extrinseque) (Belay et al.
,2024).

4.2.1 Résistance naturelle (ou intrinseque)

La résistance naturelle est une caractéristique innée partagée par toutes les souches d'une
méme espece Vis-a-vis d’un antibiotique particulier. Elle résulte souvent de particularités
structurales, telles que I’absence ou la faible affinité des cibles, ou la présence d’une barriere
naturelle empéchant I’antibiotique d’accéder a sa cible. Ce type de résistance est héréditaire,
d’origine chromosomique, stable, et se transmet verticalement a la descendance lors de la division
cellulaire. Elle ne se propage pas entre espéces differentes (Muylaert et Mainil, 2013). Par exemple,
Klebsiella pneumoniae est naturellement résistante a certaines pénicillines (comme 1’amoxicilline

ou la ticarcilline) gréace a la production de pénicillinases (Sekhri, 2011).

4.2.2 Résistance acquise (ou extrinseque)

La résistance acquise correspond a l'apparition d'une résistance chez une souche auparavant
sensible. Ce phénomeéne concerne uniquement certaines souches d'une espece donnée. Cette
résistance est moins stable mais peut se propager rapidement au sein du monde bactérien. Elle
permet a la bactérie de tolérer des concentrations d’antibiotiques normalement létales pour les

souches sensibles (Galgano, 2025).
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Elle résulte soit de mutations chromosomiques, soit de ’acquisition de geénes transmis par

d'autres micro-organismes (Lagha, 2015).

4.2.2.1 Résistance chromosomique

Elle apparait suite a une mutation spontanée, rare, stable et héréditaire de 1I’ADN
chromosomique, se transmettant exclusivement de maniere verticale (de la cellule mére aux
descendantes). Ces mutations ne sont pas induites par I’antibiotique, mais ce dernier sélectionne les
mutants résistants en éliminant les souches sensibles (Pebret, 2003). La mutation peut altérer le site
d’action de l’antibiotique, le rendant inefficace (Guinoiseau, 2010). Ce type de résistance est

généralement spécifique a un seul antibiotique ou a une seule famille d’antibiotiques (Carle, 2009).

4.2.2.2 Résistance extra-chromosomique

Elle est due a I’acquisition de génes de résistance provenant d’autres bactéries, souvent
vehiculés par des éléments genetiques mobiles (plasmides, transposons, intégrons) pouvant étre
transférés d’une bactérie a une autre (Galimand et al. ,2005). Ce phénomene repose sur le transfert
horizontal de genes, un processus par lequel une bactérie acquiert des genes de résistance a partir
d’autres micro-organismes. Il peut se produire par conjugaison, qui consiste en un transfert direct de
plasmides entre bactéries, méme entre espéces différentes ; par transduction, via un bacteriophage
qui véhicule de ’ADN d’une cellule a une autre ; ou encore par transformation, lorsqu’une bactérie
intégre de ’ADN libre présent dans son environnement (Peyrou, 2001). Ces trois mécanismes

(conjugaison, transformation et transduction) (figure02).
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Figure 2: Voies de transfert horizontal des génes de résistance aux antibiotiques (Alekshun et Levy,
2007).

4.3 Mécanismes de résistance des entérobactéries aux antibiotiques

Les entérobactéries posseédent divers mécanismes leur permettant d’échapper a 1’action des

antibiotiques, classés en deux grandes catégories : non enzymatiques et enzymatiques (Boutal,

2017) (Figure 03).

Perte des porines de la
membrane externe

-’

e

)
Q

Expression de pompes
" d’efflux transmembranaires
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Q

p-lactamases dans
I’espace périplasmique

Figure 3: Principaux mécanismes de résistance chez les entérobactéries (Tang et al. ,2014).
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4.3.1 Meécanismes non enzymatiques

Les mécanismes non enzymatiques incluent principalement I’efflux actif, la diminution de la
perméabilité membranaire, la modification de lacible et I’acquisition de génes de résistance

exogenes.

Les systemes d’efflux sont constitués de protéines transmembranaires qui expulsent
activement les antibiotiques hors de la cellule, réduisant ainsi leur concentration intracellulaire.
Leur surexpression, souvent liée a des mutations, est fréquemment associée a une perte de porines,
ce qui favorise la multirésistance (Carle, 2009). Par ailleurs, certaines bactéries modifient la cible de
I’antibiotique, comme c’est le cas pour la résistance au triméthoprime, ou des mutations altérent

I’enzyme dihydrofolate réductase (Luthra et al. ,2018).

La perméabilité de la membrane peut egalement étre réduite, en particulier chez les
entérobactéries a Gram négatif, par la perte ou I’altération des porines, limitant ainsi ’entrée des
antibiotiques (Courvalin et al. ,2006). Enfin, les entérobactéries peuvent acquérir des génes de
résistance par transfert horizontal, via des intégrons intégrant des cassettes génétiques codant pour

la résistance (Munita et Arias, 2016).

4.3.2 Mécanisme enzymatique

La résistance aux antibiotiques B-lactamines chez les entérobactéries repose principalement
sur la production de P-lactamases, enzymes capables d’hydrolyser I’anneau B-lactame des
pénicillines, céphalosporines, monobactames et carbapénemes, ce qui inactive ces antibiotiques
(Baba Ahmed et Arlet, 2014). Ces enzymes sont reparties en quatre classes selon Ambler
(Ambler, 1980 ; Lepe et Martinez-Martinez, 2022).

v' Classe A : regroupe notamment les B-lactamases a spectre étendu (BLSE), telles que CTX-
M, TEM et SHV, qui hydrolysent les pénicillines, les céphalosporines (jusqu’a la 3¢ génération) et
les monobactames, mais pas les carbapénemes. Elles sont fréqguemment retrouvées chez Escherichia
coli et Klebsiella pneumoniae (Bush et Bradford, 2020 ; Canton et Coque, 2006).

v' Classe C : inclut les céphalosporinases AmpC, responsables de résistances aux pénicillines,
céphamycines et céphalosporines de 17 a 3¢ génération. Leur expression peut étre chromosomique

ou plasmidique (Guérin et al. ,2015 ; Bush et al. ,1995).
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v Classes A, B et D : regroupent les carbapénémases, enzymes capables d’hydrolyser les
carbapénemes. Les principales sont les KPC (classe A), les métallo-p-lactamases (MBL) VIM, IMP
et NDM (classe B), et les oxacillinases OXA-48 (classe D) (Garcia-Fernandez et al. ,2010 ; Meletis,
2016).

D’autres enzymes peuvent inactiver d’autres familles d’antibiotiques, comme le
chloramphénicol acétyltransférase (CAT) pour le chloramphénicol, ou encore des enzymes ciblant
les aminosides et la fosfomycine (Elshobary et al. ,2025).

4.4 Notion de la multirésistance

Les bactéries sont qualifiées multirésistantes lorsqu’elles présentent une résistance a au moins
un antibiotique appartenant a trois classes différentes d’agents antimicrobiens (Magiorakos et al.
,2012).

Cette multirésistance refléte la capacité d’une souche bactérienne a résister simultanément a
plusieurs familles d’antibiotiques, en raison de I’accumulation progressive de mécanismes de
résistance. Ce phénomeéne complique considérablement la prise en charge des infections, limite les
options thérapeutiques disponibles et représente un défi majeur en matiere de santé publique
(Hygis, 1998).

5 Les facteurs favorisant I'acquisition et la dissémination de 1'antibiorésistance

Divers facteurs contribuent a I’acquisition et a la dissémination de la réesistance aux

antibiotiques chez les entérobactéries, notamment :
v L’usage excessif et inapproprié des antibiotiques

L’usage massif des antibiotiques en santé humaine et animale favorise 1I’émergence de
bactéries multirésistantes (BMR), rendant les traitements moins efficaces, en particulier chez les
entérobactéries (Saleem et al. ,2019). L’utilisation intensive des p-lactamines a conduit a
I’apparition de B-lactamases capables d’inactiver ces antibiotiques, entrainant un recours accru a
d’autres classes comme les carbapénémes, favorisant a leur tour I’émergence de carbapénémases
(Grall et Decré, 2011). La colistine, réintroduite comme traitement de dernier recours, voit son
efficacité menacée par une utilisation intensive en élevage, favorisant ’émergence de souches

résistantes (Poirel et al. ,2017).
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v La contamination des surfaces et des mains

La contamination des mains et des surfaces joue un réle central dans la transmission des
bactéries multirésistantes (BMR), notamment des entérobactéries, en milieu hospitalier. Une
hygi¢ne insuffisante et ’absence de protocoles de désinfection rigoureux favorisent leur persistance
sur les surfaces inertes, facilitant ainsi la transmission croisée entre les patients et leur

environnement (Otter et al. ,2013).

Par ailleurs, la dissémination de ces bactéries ne se limite plus aux établissements de soins,
elles sont désormais détectées dans la communauté, notamment dans les transports en commun et

les espaces publics (Madec et al. ,2017).

6 Role des transports publics dans la dissémination

Les transports publics, notamment les bus, représentent des environnements a risque en raison
de la promiscuité entre les passagers, des contacts fréquents avec des surfaces partagées telles que
les barres, poignées et siéges, ainsi que d’un entretien souvent insuffisant (Zhang et al. ,2021). Par
ailleurs, les aérosols, particules respiratoires en suspension dans I’air, peuvent contenir des agents
pathogenes et se propager dans 1’habitacle. Les systémes de ventilation des bus participent a leur
dispersion, augmentant ainsi le risque d’inhalation par les usagers (Zhang et al. ,2021 ; Scungio et
al. ,2024).
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Matériel et Méthodes

1 Matériel

Le matériel utilisé au cours de cette étude est mentionné dans le tableau n°3.

Tableau 3: Le matériel utilisé au cours de cette étude

-Boites de pétri
-Pipettes pasteur
-Lames et lamelles
-Portoir

-Les écouvillons
-Embouts stériles
-Micropipette
Consommables
-Pied de coulisse.
-Micro tubes
-Eppendorf
-Seringues stériles
-Pince stérile
-Tétines

-La souche ATCC 29922 ; la souche 924 ; la souche 324.

-Flacons stériles

-Tubes a vis stériles
Verrerie
-Bécher

-Pipette graduée
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Milieux de culture et
réactifs

-Gélose nutritive pour la conservation des souches.

-Gélose MacConkey pour I’isolement des entérobactéries.

-Gélose de chromagar orientation pour la purification et 1’identification.
-Hektoen pour la purification.

-Gélose Muller Hinton pour I’antibiogramme.

-Bouillon bhi (cceur cervelle) pour les prélévements et 1’enrichissement.
-Bouillon nutritif pour les prélévements et I’enrichissement.

-Colorants : violet de gentiane ; Lugol ; alcool ; fuchsine pour la coloration
de gram.

-Huile a immersion pour I’observation microscopique.

-Api 20 E pour I’identification.

-Réactif de I’Api : TDA ; KOVACS ; VP1 et VP2 ; huile de paraffine.
-Disques d’oxydase pour le test d’oxydase.

-Disques d’antibiotiques pour 1’antibiogramme.

- Eau de javel ; gel hydroalcoolique ; savon liquide pour le test des
désinfectants.

-Tampon Tris-borate-EDTA (TBE) pour I’extraction d’ ADN.
-Eau sans nucléase pour la réaction de polymérisation en chaine
-Agarose pour 1’électrophoreése.

-Master mix (Termo Fisher Scientific) pour la réaction de polymérisation en
chaine.

-Eau distillé stérile et eau physiologique stérile.

-Les antibiotiques en poudre (Ertapenem ; Cefotaxime ; Vancomycin) pour
I’isolement.
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Equipements

-Autoclave pour la stérilisation.
-Etuve pour I’incubation.

-Plaque chauffante avec Agitateur magnétique pour la préparation des milieux
de culture.

-Microscope optique pour I’identification microscopique.

-Réfrigérateur pour la conservation des souches et des milieux de culture et
les réactifs.

-Bain marie pour la lyse cellulaire (extraction d’ADN).
-Balance de précision pour la préparation des solutions stock d’antibiotiques.

-Spectrophotométre Nano Drop 8000 pour la vérification de la qualité de
I’ADN extrait.

-Centrifugeuse pour I’extraction d’ADN.

-Thermocycleur pour la réaction de polymérisation en chaine.

-Trans illuminateur UV pour 1’¢électrophorése (la détection des bandes).
-Source de courant continue pour 1’électrophorése.

-Congélateur pour la conservation de I’ADN extrait.

-Cuve pour 1’électrophorése.
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2 Site d’étude

Cette étude a été menée dans la wilaya de Skikda, en ciblant les moyens de transport en
commun, principalement les bus des secteurs public et privé, ainsi que dans une moindre mesure,
les taxis. Les véhicules sélectionnés desservaient a la fois des lignes urbaines, circulant a I’intérieur
de la ville de Skikda, et des lignes interurbaines reliant différentes localités rurales ou périurbaines
de la région, telles qu’Ain Kachera, Collo ou Felfla. La collecte des échantillons s’est déroulée entre

le 24 février et le 15 avril 2025.

Parmi les lignes échantillonnées, deux principales desservaient les hopitaux de la ville : la
ligne Saad Guermech — Bouabazet la ligne Place des Martyrs — Messiouen 1 et Messiouen 600
logements, représentant a elles seules 75,34 % des prélevements (42,67 % et 32,67 %,
respectivement). Ces deux lignes marquent un arrét a proximité immédiate des deux principaux
hopitaux de Skikda. Les autres lignes, qui assurent principalement des trajets vers des zones
périphériques ou d'autres localités, ne desservaient pas directement d’établissements hospitaliers et
ont contribué a un nombre plus limité d’échantillons. Le tableau 04 présente la répartition détaillée

des prélévements effectués selon les différentes lignes de transport.
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Tableau 4: Nombre d’échantillons collectés par ligne de transport a Skikda

Ligne de transport Nombre d’échantillons (n %0)

Place des Martyrs — Messiouen 1 49 (32,67%)
Place des Martyrs - Messiouen 2 2 (2,67%)
SaadGuermech — Bouabaz 64 (42,67%)
Place des Martyrs - Hammadi Krouma 4 (2,67%)
Place des Martyrs - 20 AoUt 6 (4%)
Place des Martyrs — MerjEdib 2 ((1,33%)
Place des Martyrs - Oued EIl Wahch 3 (2%)
Place des Martyrs — Bouyala 1 (0,67%)
Place des Martyrs — ADL 1 (0,67%)
Place des Martyrs - El Hadaiek 2 (1,33%)
Place des Martyrs —Bouzaroura (Nouvelle ville) 3 (2%)
Place des Martyrs — Bouhamra 1 (0,67%)
Gare routiére Skikda - KhenakMayoune (Collo) 1 (0,67%)
Gare routiére Skikda — Annaba 1 (0,67%)
Gare routiére Skikda — Constantine 1 (0,67%)
Gare routiére Skikda — Azzeba 1 (0,67%)
Gare routiére Skikda — Tamalous 1 (0,67%)
Gare routiére Skikda — Guelma 1 (0,67%)
Gare routiére Skikda - Ain Kachera 1 (0,67%)
Gare routiére Skikda — Collo 2 (1,33%)
Gare routiére Skikda - Om Toub 2 (1,33%)
Gare routiére Skikda - EIl Harrouch 1 (0,67%)
Total 150 (100%)

n % : pourcentage de chaque échantillon

3 Echantillonnage
3.1 Collecte des échantillons

Un total de 150 échantillons a été recueilli sur les mains des passagers ainsi que sur des

surfaces fréquemment touchées des véhicules, principalement des bus. Les surfaces ciblées
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comprenaient les poignées de portes, siéges, barres d’appui, rideaux, volants, sieges, strapontins et
tableaux de bord (Annexes 02). Pour le prélévement, des écouvillons stériles, humidifiés avec du
bouillon nutritif ou du bouillon cceur-cervelle, ont été utilisés afin d’essuyer les mains des passagers

ainsi que les différentes surfaces de contact ciblées.

L’écouvillonnage a été réalisé selon une technique de frottement en stries paralléles, avec une
rotation lente de I’écouvillon sur une surface d’environ 10 a 20 cm? Aprés prélévement, les
¢couvillons ont été replacés dans leurs emballages d’origine, scellés et étiquetés de manicre
appropriée pour garantir la tracabilité et éviter toute contamination croisée, conformément a la
méthode décrite par (Lele et al. ,2023) (Figure 04).

Figure 4: Prélévements par écouvillonnage réalisés dans les véhicules de transport public.

(A) Ecouvillonnage de la main d’un passager ; (B) Ecouvillonnage de la surface du si¢ge

3.2 Transport des échantillons

Les échantillons ont été transportés immédiatement dans des sacs isothermes aux laboratoires
de microbiologie des établissements suivants : le laboratoire d’hygiéne de la Wilaya de Skikda,
I’établissement public hospitalier (EPH) des fréres Saad Guermech ainsi que celui de Abderrezak
Bouhara (EH), pour la réalisation des examens microbiologiques. L’étude moléculaire a été

effectuéeau Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBT) de Constantine.

3.3 Enrichissement par incubation

Les écouvillons ont été incubés a 37 °C pendant 24 heures dans une étuve, afin de favoriser la
croissance et I’enrichissement des bactéries présentes dans les prélevements. La présence de
turbidité dans les milieux aprés incubation a été interprétée comme un indicateur de croissance

bactérienne, reflétant ainsi un enrichissement positif des échantillons analysés.
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4 Recherche des souches d’entérobactéries productrices de p-lactamases
Les souches collectées au cours de la période d’étude ont été en premier lieu testées pour leur

capacité de produire des -lactamases par la gélose MacConkey additionnée d’antibiotiques.
4.1 Préparation des solutions méres (stock) des antibiotiques

Afin de détecter les souches d’entérobactéries résistantes aux béta-lactamines, des milieux de
culture supplémentés en antibiotiques ont été préparés. Les solutions meéres de céfotaxime,

d’ertapenem et de vancomycine ont été préparées selon les protocoles détaillés ci-dessous.

4.1.1 Preéparation de la solution mere de céfotaxime

Une quantité de 10 mg (0,01 g) de céfotaxime (Ayataxim®) en poudre a été pesée avec
précision a I’aide d’une balance analytique sur un papier aluminium stérile. La poudre a été ensuite
transférée dans un tube stérile contenant 10 mL d’eau distillée stérile. La solution obtenue a été
homogénéisée par agitation douce jusqu’a dissolution complete, puis filtrée a 1’aide d’un filtre
sterile de porosité 0,22 um. Elle a ensuite été répartie en aliquotes de 1000 pL dans des microtubes

(Eppendorf) stériles, étiquetés, puis conservée a —20 °C jusqu’a utilisation (Bendjama et al. ,2020).

4.1.2 Préparation de la solution mére d’ertapenem

Une quantité de 5 mg (0,005 g) d’ertapenem a été pesée avec précision a I’aide d’une balance
analytique sur un papier aluminium stérile. La poudre a été transferée dans un tube stérile contenant
10 mL d’eau distillée stérile. La solution a été homogénéisée par agitation douce jusqu’a dissolution
compléte, puis stérilisée par filtration a ’aide d’un filtre de porosité¢ 0,22 um afin d’éliminer tout
contaminant éventuel. Elle a été répartie en aliquotes de 1000 puL dans des microtubes stériles
¢tiquetés (nom de I’antibiotique, concentration, date de préparation), puis conservée a —20 °C

jusqu’a utilisation (SOW et al. ,2024).

4.1.3 Préparation de la solution mere de vancomycine

Une quantité de 100 mg (0,1 g) de vancomycine a été pesée avec précision sur un papier
aluminium stérile, puis dissoute dans 10 mL d’eau distillée stérile. La solution a été homogénéisée
par agitation douce, filtrée a I’aide d’un filtre stérile de porosité 0,22 um, puis répartie en aliquotes
de 1000 pL dans des microtubes stériles étiquetés. Les aliquotes ont été conservées a (—20 °C)

jusqu’a utilisation (Bendjama et al. ,2020).
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4.2 Préparation du milieu MacConkey additionné d’antibiotiques

Pour selectionner les entérobactéries résistantes a certains antibiotiques le milieu MacConkey
a été additionné de ces antibiotiques :la cefotaxime (une céphalosporine de troisiéme génération et

I’ertapeneme (un carbapéneme).

Suite aux recommandations du fabricant, 50 g de milieu déshydraté MacConkey ont été
suspendus dans 1L d’eau distillée stérile, mélangés a froid puis chauffés sous agitation modérée
jusqu’a dissolution compléte, suivie d’une ébullition. La solution homogeéne a été répartic en
flacons stériles de 100 mL, autoclavée a 121 °C, puis refroidie a 50-55 °C pour permettre 1’ajout
des antibiotiques (Biokar, 2009) (Figure 05).

Dans chaque flacon contenant 100 mL de gélose fondue et tiedie, 640 pL de solution mere de
vancomycine ont été ajoutes seuls ou associés soit a 100 pL de solution mere de cefotaxime
(Bendjama et al. ,2020), soit a 100 puL de solution mére d’ertapenem (SOW et al. ,2024). La
vancomycine inhibe la croissance des cocci Gram positifs, facilitant I’isolement des entérobactéries
résistantes aux p-lactamines (Bendjama et al. ,2020). Apres homogenéisation douce, les milieux ont
été verses dans des boites de Pétri stériles, laissés a solidifier a température ambiante, puis

conservés a 4 °C jusqu’a utilisation.

Figure 5: Etapes de préparation du milieu MacConkey additionné d’antibiotiques.
A) Homogénéisation, B) Chauffage, C) Répartition dans les flacons, D) Ajout des

santibiotiques.

Afin de valider I’efficacité des milieux sélectifs préparés, trois souches de référence ont été
utilisées. Une souche standard de Escherichia coli ATCC 29922, sensible aux antibiotiques testés

(fournie par le Centre de Recherche en Biotechnologie — CRBT), est utilisée comme témoin de
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croissance. L’absence de développement sur les milieux supplémentés permet de vérifier 1’activité

inhibitrice des antibiotiques.

Deux souches productrices de p-lactamases, fournies par Dr Bougouizi Amina, sont utilisées
pour évaluer la sélectivité des milieux. La souche n°324, productrice de BLSE et résistante au
céfotaxime, doit croitre sur la gélose MacConkey sans antibiotiques ainsi que sur celle
supplémentée en céfotaxime et vancomycine, ce qui permet de valider la capacité du milieu a
sélectionner les entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3e génération. La souche n°924,
productrice de carbapénémase et résistante a I’ertapenem, doit également croitre sur la gélose
MacConkey sans antibiotiques et sur celle contenant de I’ertapenem et de la vancomycine,

confirmant la spécificité du milieu pour les entérobactéries résistantes aux carbapénemes.

5 Purification des souches bactériennes

Aprés enrichissement, les isolats ont été cultivés sur gelose MacConkey additionne,
d’antibiotiques pour une premiere distinction selon la fermentation du lactose : les souches lactose
positives apparaissent en rose a rouge, tandis que les lactoses negatifs restent incolores. Une colonie
de chaque isolat a ensuite été prélevée et ensemencée sur gélose chromogeéne, permettant une
identification plus précise (E. coli : colonies rose foncé a rougeatres ; Klebsiella, Enterobacter,

Serratia : colonies bleu métallique) apres incubation a 37 °C pendant 18 a 24 h.

La pureté a été veérifiée par ensemencement sur CHROMagar Orientation et Hektoen suivie
d’une incubation a 37 °C pendant 24 a 48 h. Des repiquages successifs ont été effectués si

nécessaire jusqu’a obtention d’une culture pure.

6 Identification des souches bactériennes
Les souches bactériennes purifiées ont étés identifiées par observation macroscopique des
colonies apres incubation, microscopique par coloration de Gram et détermination de leurs

caracteres biochimiques par API 20E.
6.1 Observation macroscopique

Cette étape permet une premiére orientation diagnostique basée sur des criteres visuels tels
que la taille, la forme du relief (plate, bombée, semi-bombée), la couleur, 1’aspect (collant ou
filamenteux), la transparence (opaque ou translucide), I’odeur, I’aspect des contours (régulier ou
dentelé), la pigmentation éventuelle (notamment sur milieux chromogenes) ainsi que I’aspect de la

surface (lisse ou rugueuse) (Delarras, 2007).
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6.2 Observation microscopique aprés coloration de Gram

e Principe

La coloration de Gram est une méthode différentielle permettant de classer les bactéries en
deux grands groupes selon la composition de leur paroi cellulaire : les bactéries a Gram positif
retiennent le violet de gentiane, tandis que celles & Gram négatif prennent la couleur rouge de la
fuchsine apres décoloration (Ansar Ahmad Paray et al. ,2023).

e Mode opératoire

Un frottis a été préparé en déposant une goutte d’eau physiologique sur une lame propre, dans
laquelle une colonie isolée a été émulsionnée a ’aide d’une pipette Pasteur stérile. Apres séchage a
I’air libre, la lame a été fixée en la passant trois a quatre fois a travers la flamme d’un bec Bunsen.
La coloration a ensuite été effectuée en appliquant successivement du cristal violet pendant une
minute, puis du Lugol pendant une minute. La lame a ensuite été rincée, puis décolorée avec de
1’éthanol pendant dix secondes avant un nouveau ringage. Une contre-coloration a la fuchsine a été
appliquée durant moins d’une minute. Enfin, la lame a été rincée, séchée, puis observée au

microscope optique avec une immersion a 1’objectif x100 (Ansar Ahmad Paray et al. ,2023).

6.3 Identification biochimique

6.3.1 Galerie biochimique API 20 E

e Principe

La galerie APl 20 E (BioMérieux) est un systéme miniaturisé et standardisé destiné a
I’identification biochimique des entérobactéries. Elle repose sur I'interprétation de 20 tests
biochimiques contenus dans des microtubes, qui permettent de révéler ’activité enzymatique et la
capacité de fermentation des souches testées. Les réactions biochimiques entrainent des
modifications de couleur spontanées ou revelées par addition de réactifs. Les résultats sont
interprétés a 'aide d’un code numérique puis analysés a 1’aide d’un logiciel d’identification

(Murray et al. ,1999).

e Mode opératoire

La galerie a d’abord été préparée en ajoutant environ 5 ml d’eau distillée dans le fond de la
boite d’incubation pour maintenir une atmosphere humide. Une suspension bactérienne a ensuite été

préparée a partir d’une culture pure agée de 18 a 24 heures, en la diluant dans 10 ml d’eau
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I’aide d’une pipette Pasteur stérile, en évitant les bulles d’air (Figure 06). Selon les indications du
fabricant, les tests soulignés (ADH, LDC, ODC, HaS, URE) ont été recouverts d’huile de vaseline
apres ensemencement ; les tests encadrés (VP, CIT, GEL) ont été ensemencés a la fois dans le tube
et la cupule ; et les autres tests ont été ensemencés uniquement dans le tube. La galerie a ensuite été
incubée a 37 °C pendant 18 a 24 heures (Murray et al. ,1999).

Figure 6: Ensemencement de la galerie API 20 E.

e Lecture et interprétation des résultats

Les tests présentant un changement spontané de couleur ont été directement notés comme
positifs ou négatifs conformément au tableau d’interprétation de la galerie API 20 E (Annexe 01).

Pour certains tests nécessitant I’ajout d’un réactif, les étapes suivantes ont été suivies :

v Une goutte de réactif TDA a été ajoutée pour le test TDA (tryptophane désaminase).
v Une goutte de réactif Kovacs a été ajoutée pour le test IND (indole).

v Une goutte de chaque réactif VP1 et VP2 a été ajoutée pour le test VP (Voges-Proskauer).

Ces révélations permettent de confirmer ou d’infirmer la présence de certaines activités
enzymatiques spécifiques. Une fois toutes les réactions observées, les résultats ont été codés en un
code numérique propre a la galerie APl 20 E. Ce code a ensuite été saisi dans le logiciel
d’identification API Web™, qui compare le profil biochimique obtenu a une base de données et

fournit une identification précise de la souche bactérienne.
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6.3.2 Test d’oxydase

e Principe

Ce test permet de mettre en évidence la production de I’enzyme oxydase, une composante
essentielle de la chaine respiratoire bactérienne. L’enzyme agit en catalysant I’oxydation du
tétraméthyl-p-phénylénediamine, un substrat incolore qui devient violet lorsqu’il est oxydé,
indiquant ainsi la présence de cytochrome oxydase, caractéristique des bactéries aérobies
strictes ou facultatives (El Bouamri, 2017).

e Mode opératoire

A I’aide d’une pince stérilisée a la flamme, un disque imprégné de solution d’oxydase a été
déposeé sur une lame de verre propre. Une colonie issue d’une culture pure a ensuite été prélevée a
I’aide d’une pipette Pasteur stérile et déposée directement sur le disque. Le résultat est lu apres

quelgues secondes.

e Interprétation

Le test estpositifsi une coloration violette apparait rapidement, ce qui traduit la présence de
I’enzyme oxydase et donc une respiration aérobie. I est négatif si aucune coloration ne se

manifeste, indiquant I’absence de cette enzyme (Lecour, 2017).

7 Conservation des souches bactériennes

e Principe

La conservation des souches bactériennes est une méthode permettant de maintenir la viabilité

et la pureté des cultures afin de pouvoir effectuer des analyses complémentaires (John et al. ,2018).
e Mode opératoire

La conservation a court terme des souches bactériennes a été réalisée en ensemencement par
piglres centrales ou par stries sur gélose nutritive en position inclinée ou verticale. Le milieu,
préparé selon les instructions du fabricant, a été coulé dans des tubes. Deux a trois colonies issues
de cultures pures ont été prélevées a I’aide d’une pipette Pasteur stérile pour ensemencer les tubes
(Figure 07). Aprés incubation a 37 °C pendant 18 a 24 heures, les tubes ont été conservés a une

température supérieure a 4 °C pour maintien a court terme (John et al. ,2018).
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Figure 7: La conservation des souches dans des tubes stériles.

8 Test de sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme)

La sensibilité des souches bactériennes aux antibiotiques a été testée par la méthode de

diffusion des disques
e Principe

Le test de sensibilité aux antibiotiques par diffusion en milieu gélosé, également appelé
antibiogramme, permet d’évaluer la réponse d’une souche bactérienne a différentes molécules
antibiotiques. Cette méthode repose sur la diffusion d’antibiotiques a partir de disques en papier
buvard déposés sur la surface d’une gélose Mueller-Hinton, ensemencée avec la souche a tester.
Apres incubation, la sensibilité de la bactérie se manifeste par la formation de zones d’inhibition

autour des disques (Ya Bi Foua, 2006 ; Hadjadj et al. ,2022).

e Mode opératoire

L’antibiogramme a été réalisé conformément aux recommandations du Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2023).

- La gélose Mueller-Hinton a été préparée selon les instructions du fabricant, stérilisee a 121
°C, puis versée dans des boites de Pétri stériles et laissée a solidifier.

- La suspension bactérienne a été préparée a partir de colonies fraiches agées de 18 a 24 heures,
cultivées sur un milieu d’isolement approprié. Deux a trois colonies ont été prelevées et mises

en suspension dans une solution stérile de chlorure de sodium, puis la densité de la suspension
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a été ajustée a 0,5 selon I’échelle de McFarland, correspondant approximativement a 1,5 x 108
UFC/ml.

- L’ensemencement a ét¢ effectué¢ dans les 15 minutes suivant la préparation de I’'inoculum. Le
coton d’un écouvillon a été immergé dans la suspension bactérienne, puis essoré contre la
paroi interne de 1’écouvillon afin d’éliminer 1’exces de liquide.

- L’ensemencement s’est réalisé en appliquant I’écouvillon sur la surface de la gélose Mueller-
Hinton séche, par des stries verticales serrées. Cette opération a été répétée deux fois
supplémentaires en tournant la boite de 60° a chaque fois, tout en faisant pivoter I’écouvillon
sur lui-méme afin d’assurer une répartition homogéne de I’inoculum. Un passage final a été
effectué sur la périphérie de la gélose.

- Douze disques d’antibiotiques (Tableau 05) ont été déposés a I’aide d’une pince stérile
(Figure 08). Les boites ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures. Les disques
antibiotiques utilisés sont presentés dans le tableau 04.

Tableau 5: Liste des antibiotiques testés

Famille Classe Antibiotiques Zone
d’inhibition
(mm)
Pénicilline Amoxicilline acide clavulanique (AMC) R<13; S>18
Céphalosporines Cefotaxime (CTX) R<22 ; S>26
Ceftazidime (CAZ) R<17 5 S>21
Cefoxitine (FOX) R<14 ; S>18
P-lactamines Céfazoline (CZ) R<19 ; S>23
Cefepime (FEP) R<18 ; S>25
Monobactam Aztréonam (ATM) R<17 5 S>21
Carbapénémes Ertapénéme (ETP) R<18; S>22
Aminosides Amikacine (AK) R<16 ; S>20
Gentamicine (CN) R<14 ; S>18
Fluoroquinolones Ciprofloxacine (CIP) R<21; S>26
Sulfamides Triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT) R<10; S>16
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Figure 8: Application des disques d’antibiotiques sur gélose Mueller-Hinton.

e Interprétation des résultats

Apres incubation, les diametres des zones d’inhibition autour des disques d’antibiotiques ont
été mesurés. Les valeurs obtenues ont ensuite été comparées aux seuils critiques définis par le CLSI
(2023), permettant de classer chaque souche bactérienne comme sensible (S), intermédiaire (I) ou

résistante (R) a chaque antibiotique testé.

9 Recherche de la production de B-lactamase a spectre étendu (BLSE)

9.1 Détection phénotypique de la production de BLSE via le test de synergie

e Principe

Ce test permet de mettre en évidence une interaction synergique, également qualifiée d’effet
bouchon de champagne, entre deux groupes d’antibiotiques. Le premier groupe comprend des béta-
lactamines telles que les céphalosporines de troisiéme génération (céfotaxime, ceftazidime), de
quatriéme génération (céfépime), ainsi que le monobactame (aztréonam). Le second groupe est
constitué  d’antibiotiques associés a un inhibiteur de f-lactamase, en [’occurrence

I’amoxicilline/acide clavulanique (Robin et al. ,2012).

e Mode opératoire

Une geélose Mueller-Hinton est ensemencée avec 1’isolat a tester, puis des disques de
céfotaxime (CTX), ceftazidime (CAZ), céfépime (FEP) et aztréonam (ATM) sont disposés a
équidistance autour d’un disque central d’amoxicilline-acide clavulanique (AMC), placé a 20 mm
de distance (centre a centre) (Figure 09). Aprés incubation a 37 °C pendant 18 a 24 heures, la

synergie est évaluée (Robin et al. ,2012).
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Figure 9: Emplacement des disques d’antibiotiques dans le test de synergie (Bougouizi, 2024).

e Interprétation
L’apparition d’un effet de synergie, ou « bouchon de champagne », entre le disque
AMC et I'un des autres disques (CTX, CAZ, FEP ou ATM) est interprétée comme un
résultat positif, indiquant que la souche est productrice de béta-lactamases a spectre étendu
(BLSE) (Bougouizi, 2024).

9.2 Détection moléculaire de la production de BLSE de type CTX-M
9.2.1 Extraction d’ADN bactérien

e Principe

Cette méthode repose sur la lyse thermique des cellules bactériennes par ébullition (boiling
lysis method), provoquant la rupture des membranes cellulaires et la libération de I’ADN dans la

solution (Feria et al. ,2002).

e Mode opératoire

Deux colonies isolées ont été suspendues dans 200 puL d’eau sans nucléase. La suspension a été
chauffée a 95 °C pendant 10 minutes pour lyser les cellules. Aprés incubation, le mélange a été
centrifugé a 12 000 rpm pendant 2 minutes afin de séparer les débris cellulaires. Le surnageant
contenant I’ADN a été récupéré et conservé a (—20 °C) jusqu’a utilisation (Feria et al. ,2002). La
pureté et la concentration de ’ADN extrait ont été évaluées a I’aide d’un spectrophotomeétre

NanoDrop 8000.
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9.2.2 Amplification du gene CTX-M

e Principe

La réaction de polymérase en chaine (PCR) est une méthode d’amplification exponentielle in
vitro, permettant de multiplier de maniére ciblée une séquence spécifique d’acide nucléique, tel que
le géne CTX-M (Godbey, 2022 ; Tantray et al. ,2023). Cette méthode repose sur I’utilisation d’une
paire d’amorces complémentaires encadrant la région d’intérét. Le processus inclut une série de
cycles comportant trois ¢€tapes : la dénaturation de I’ADN, I’hybridation des amorces, puis

I’élongation par I’enzyme Taq polymérase (Lalzampuia et al. ,2013).

e Mode opératoire

La réaction PCR a été réalisee dans un volume final de 16 uL, contenant les composants listés

dans le tableau 07. Les amorces utilisées étaient les suivantes (Tableau 06) :

Tableau 6: Les amorces utilisées

Géne Séquences d’amorce 5°- 3’ Taille Th (C°) | Référence
d’amplicon
(pb)
Bla CTX- | F-TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 500 50 (Kiiru etal.,2012)
M
R-CGATATCGTTGGTGGTGCCATA

F: Forward; R: Revese; PB: Paires de Base; TH: Temperature d’hybridation

Le contrble positif correspondait a une souche E. coli 324 confirmée porteuse du gene
blaCTX, fournie par Dr Bougouizi Amina (Bougouizi et al. ,2025), tandis que le contrble négatif
¢tait constitué d’eau sans nucléase.

Tableau 7: Composition de la réaction PCR

Composant Volume (uL)
Master Mix (Thermo Fisher) 7,5

Amorce directe 0,2

Amorce inverse 0,2

Eau sans nucléase 6,1

ADN matrice 2

Total 16
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Le programme thermique utilisé pour la réaction PCR comprenait une dénaturation initiale a
95 °C pendant 15 minutes, suivie de 30 cycles successifs comprenant une dénaturation a 94 °C
pendant 30 secondes, une hybridation a 50 °C pendant 30 secondes, et une élongation a 72 °C
pendant 2 minutes. Une étape finale d’élongation a 72 °C pendant 10 minutes a permis de compléter
I’amplification (Bougouizi et al. ,2025). La figure 10 montre le programme thermique utilisé dans le

thermocycleur.

Dénaturation

& Hybridation

1 Cycle 30 Cycles 1 Cycle Elongation
95°C 94°C
15min 308 R e
* 2min 10min
50°C
308 4°C
o0

Figure 10: Profil thermique appliqué dans le thermocycleur.

9.2.3 Analyse des produits de PCRpar électrophorése
e Principe

L’¢lectrophorese sur gel d’agarose sépare les fragments d’ADN en fonction de leur taille. Les
molécules d’ADN, chargées négativement, migrent vers ’anode sous 1’effet d’un champ ¢électrique,
les fragments les plus petits se déplacant plus rapidement a travers les pores du gel (Lee et al.
,2012).

e Mode opératoire

Un gel a 1,5 % d’agarose a été préparé en dissolvant 0, 375 g d’agarose dans 25 mL de
tampon Tris-Borate-EDTA (TBE), puis coloré avec le gel SYBR Safe (Thermo Fisher Scientific).
Apres refroidissement, le gel a été coulé dans une cuve d’électrophorése pour former les puits, une
fois solidifié, les échantillons d’ADN et un marqueur moléculaire (100 pb ou 1 Kb) ont été déposés
dans les puits. L’¢lectrophorese a été effectuée a 100 V pendant 40 minutes, puis les bandes ont été
visualisées sous transillumination UV (Bougouizi, 2024).

36



Matériel et Méthodes

e Interprétation
La détection d’une bande a 500 pb correspond a la taille attendue de I’amplicon du géne

blaCTX-M.

10 Evaluation de Pefficacité des désinfectants sur les souches BLSE
e Principe

Ce test consiste a évaluer la capacité de différents désinfectants a éliminer les souches
productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE). Le principe repose sur I’exposition des
bactéries a ces désinfectants pendant différents temps de contact, suivie de la mise en culture pour

détecter la survie bactérienne (Lele et al. ,2023).
e Mode opératoire

La méthode de (Lele et al. ,2023) a été suivie. Les souches productrices de B-lactamases a
spectre étendu (BLSE) ont été repiquées sur gélose nutritive et incubées a 37 °C pendant 24 heures
afin d’obtenir des cultures jeunes. Deux colonies distinctes de chaque souche ont été prélevées,

diluées dans 4 mL d’eau physiologique stérile, puis homogénéisées délicatement.

Un volume de 1 mL de suspension bactérienne a été ajouté a 4 mL du désinfectant approprié :
eau de javel (désinfectant A), savon liquide antibactérien (désinfectant B) ou gel hydroalcoolique
antiseptique (désinfectant C) a I’aide d’une seringue stérile. Le mélange a été ensemencé sur milieu
Hektoen dans des boites de Pétri compartimentées, selon des temps de contact de 30 secondes, 1

minute et 5 minutes, puis incubé a 37 °C pendant 24 heures. (Figure 11).

Les désinfectants A et B ont été testés sur ’ensemble des souches BLSE, tandis que le gel
hydroalcoolique antiseptique (désinfectant C) a été utilisé uniquement pour les souches BLSE

isolées des mains.
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Figure 11: Etapes du test des désinfectants.

(A : Préparation des désinfectants (savon antibactérien, eau de javel et gel hydroalcoolique -B :
Ajout de la suspension bactérienne (1 mL) a chaque tube contenant 4 mL de désinfectant- C :
Ensemencement du mélange sur gélose Hektoen)

e Interprétation

L’absence de croissance bactérienne apres incubation indique une efficacité du désinfectant
pour le temps de contact testé. En revanche, la présence de colonies traduit une survie bactérienne et
donc une efficacité insuffisante du produit.
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Résultats

I
1 Isolement des entérobactéries sur milieux sélectifs

A partir des 150 prélevements de surface réalisés dans les moyens de transport publics de la
wilaya de Skikda, 25 isolats ont présenté une croissance bactérienne sur gélose MacConkey
additionnée de vancomycine. Les colonies isolées étaient lactose positives. Parmi ces 25 isolats, 10
(40 %) ont également poussé sur gélose MacConkey supplémentée en céfotaxime et vancomycine.
Cependant, aucune croissance bactérienne n’a été observée sur les milieux contenant de I’ertapénem

(Figure 12).

m Croissance sur Macconkey

Croissance sur Macconkey + CTX

Figure 12: Répartition des souches selon leur croissance sur les milieux sélectifs.

2 Identification des souches isolées

L’analyse préliminaire des cultures sur le milieu CHROMagar Orientation a permis
d’identifier deux profils colorimétriques dominants. La majorité des isolats (76 % ; n = 19) a produit
des colonies de couleur bleue, caractéristiques des bactéries appartenant aux genres Klebsiella,
Enterobacter ou Serratia. En revanche, (24 % ;n = 6) des isolats ont formé des colonies roses,

typiquement associées a Escherichia coli (Figure 13).
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Figure 13: La croissance bactérienne sur milieu CHROMagar Orientation.

A : observation macroscopique d’Enterobacter cloacae ; B : observation macroscopique

d’Escherichia coli

L’analyse macroscopique sur milieu MacConkey, microscopique par coloration de Gram et
biochmique par API 20E des souches isolées a permis de répartir les 25 isolats en plusieurs espéces
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae (Tableaux 08 et 09).

Enterobacter cloacae a été I'espéce la plus fréquemment isolée, représentant 40 % des souches
identifiées (n = 10), suivie par Escherichia coli avec (24 % ; n = 6), puis Klebsiella oxytoca avec
(12% ; n = 3). Dautres especes ont été retrouvees a des fréquences plus faibles, chacune
représentant 4% (n = 1) des isolats. Il s’agissait notamment de Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter amnigenus, Enterobacter sakazakii, Kluyvera spp, Serratia ficaria et Serratia

plymuthyca. Les resultats detaillés sont présentés dans la figure 14.
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Tableau 8: Caractéres macroscopiques et microscopiques des souches d’entérobactéries isolées sur

milieu MacConkey
Caracteres macroscopiques Observation
Genre microscopiques
Forme Couleur | Texture Opacité
Enterobacter cloacae
Opaque Bacilles a
Enterobacter amnigenus | Rondes | Rose Lisse légerement | Gram -
translucide
Enterobacter sakazakii
Opaque
Rondes | Rose Crémeuse légerement | Cocobacilles a
Escherichia coli translucide | Gram -
Opaque Bacilles a
Klebsiella oxytoca Rondes | Rose Muqueuse | légerement | Gram -
translucide
Klebsiella pneumoniae
Opaque Bacilles a
Serratia plymuthyca Rondes | Incolore | Visqueuse | légérement | Gram -
translucide
Serratia ficaria
. Olp?que Bacilles a
Rondes | Incolore | Lisse légerement gram -
translucide
Kluyvera spp
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Tableau 9: Caracteres biochimiques des souches d’Entérobactéries isolées sur milieu MacConkey

£ colt DOl d®Olo]eor ®|0]loléed(v|lo]o| e
£ cloacae @A HOIOIOO]0]0]0O O OO0 6 O 6| 66|
Eammigenus | iy | |lo|®lojlolo|loleoeololalolo|la/eolole]e|o
Esakazalit | sy o lololelolololeoololalo|eole|lv|la|lo]o|e
0 R @O HIOIOO0O 0O O 06O 6O 66O 66| 66|
K pneumonize |y | ol |o|lem|o|le|ololeolola|elo|lea|eo|eole|e|e
Spymuthyee Lo lololelololololelolale | eolelolvle]o|e
e @lolojlol®wolololole|e e e ele eolelelelo
fuperaser 1 @y o o e |o|olo|lolo|eolola| e lo|lo|e|lole| oo

ONPG (Ortho-Nitrophényl-p-D-Galactopyranoside) ; ADH (Arginine Dihydrolase) ; LDC (Lysine Decarboxylase) ; ODC (Ornithine Decarboxylase) ;
CIT (Citrate) ; H2S (Hydrogen Sulfide) ; URE(Urease) ; TDA (Tryptophan Deaminase) ; IND (indole) ; VP(Voges-Proskauer) ; GEL(Gelatinase) ;
GLU (glucose) ; MAN (mannitol) ; INO (inositol) ; SOR (sorbitol) ; RHA (rhamnose) ; SAC (saccharose) ; MEL (mélibiose) ; AMY (amygdaline) ;
ARA (arabinose), (+) : positif ; (-) : négatif
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400 4% 12%

m Klebsiella oxytoca
Escherichia coli
Kluyvera spp

m Entérobacter cloacae

m Entérobacter amnigenus
Entérobacter sakazakii

Klebsiella pneumoniae

m Serratia plymuthyca

m Serratia ficaria

Figure 14: Répartition des especes d’entérobactéries isolées des moyens de transport de la wilaya

de Skikda.

3 Répartition des souches selon I’origine de prélévement

La plupart des souches d’entérobactéries provenait des mains (n = 9 ; 36%) dontsept souches
(n =7 ; 28%) d’Enterobacter cloacae, et une souche (n = 1; 4%) pour chacune des deux especes
Enterobacter sakazakii et Escherichia coli. Les barres d’appui constituaient la deuxiéme source de
contamination (n = 7 ; 28%), avec la présence d’Enterobacter cloacaeet d’Escherichia coli (n=2;
8% pour chacune), ainsi que Serratia plymuthyca, Serratia ficaria et Klebsiella oxytoca (n =1 ; 4%
pour chacune) ; puis les siéges (n = 3, 12%) avec deux souches (n = 2 ; 8%) pour Escherichia coli

et une souche (n = 1 ; 4%) pour Klebsiella oxytoca. Un pourcentage similaire a été observé pour les

1; 4%) pour Klebsiella pneumoniae,
2; 8%) dont Klebsiella oxytoca et

poignées de portes (n = 3; 12%) avec une souche (n

Escherichia coli et Kluyvera spp. Deux souches (n
Enterobacter cloacae ont été isolées des fenétres. Les sieges constituaient la source la moins

fréquente, avec une seule souche (n = 1 ; 4%) d’Enterobacter amnigenus (Figures 15 et 16).
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Figure 15: Répartition des souches isolées selon 'origine des prélevements.
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Figure 16: Répartition des especes isolées selon 1'origine des prélévements.

4 Répartition des souches isolées selon les lignes de transport

La répartition des souches isolées révele une fréquence plus élevée sur deux lignes principales
: Place des Martyrs — Messiouen 01, avec 32% des isolats (n = 8), tous appartenant a Enterobacter
cloacae. Elle est suivie par la ligne Saad Guermech — Bouabaz, qui représente 12% des isolats (n =
3), comprenant 2 souches (n = 2 ; 8%) d’Escherichia coli et 1 souche (n = 1 ; 4%) d’Enterobacter
cloacae.
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e
D'autres lignes présentent des fréquences plus faibles, notamment Gare routiére de Skikda —
Collo (n =2 ; 8%), avec 1 souche (n = 1; 4 %) pour chacune des deux espéces Escherichia coli et
Serratia ficaria. De méme, la ligne Place des Martyrs— Merdjeddib, regroupe deux souches (n=2 ;

8%) dont Escherichia coli et Kluyvera spp.

Enfin, les lignes Place des Martyrs — 20 Aolt, Bouyala, El Hadaiek, Bouhamra et AADL,
ainsi que celles reliant la Gare routiere de Skikda a diverses destinations (Khenak Mayoune,
Annaba, Ain Kechera, Oum Toub, El Harrouch), affichent les fréquences les plus faibles, ne
dépassant pas 4% (n = 1) pour chacune, avec comme espéces : Klebsiella oxytoca, Enterobacter
amnigenus, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Serratia plymuthyca et Escherichia coli
(Figures 17 et 18).

35%
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25%
20%
15%
10% I n=2 n=2
504 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1
l ssnsg 588
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pourcentage des souches
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Les lignes de transport

Figure 17: Répartition des souches isolées selon la ligne de transport.

PM : Place des martyrs, MO1 : Messiouen 01, SG : Saad Guermech, Bo : Bouabaz, GR : Gare routiere, Co :
Collo, Mr : merdjdib, 20 A : 20 Aout, By : Bouyala, Ha : El Hadaiek, Kh : Khenak mayoune, An : Annaba,
Ain : Ain kachera, Om : Om toub, Hr : El harouch, Bh : Bouhamra ADL : AADL
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Figure 18: Répartition des especes isolées selon la ligne de transport.

PM : Place des martyrs, M01 : Messiouen 01, SG : Saad Guermech, Bo : Bouabaz, GR : Gare routiére, Co :
Collo, Mr : merdjdib, 20 A : 20 Aout, By : Bouyala, Ha : El Hadaiek, Kh : Khenak mayoune, An : Annaba,
Ain : Ain kachera, Om : Om toub, Hr : El harouch, Bh : Bouhamra

5 Evaluation de la résistance des entérobactéries aux antibiotiques

Les résultats de I’antibiogramme ont confirmé que parmi les 25 isolats d’entérobactéries
analyses, plus de la moitié (56%, n = 14), dont Enterobacter cloacae (36% ; n = 9), Klebsiella
oxytoca (8% ; n= 2), Klebsiella pneumoniae (4% ; n = 1), Enterobacter sakazakii (4% ; n=1) et
Kluyvera spp. (4% ; n = 1), étaient résistants a la céfazoline (C2).

De plus, 48% des souches (n = 12), dont Enterobacter cloacae (36% ; n = 9), Escherichia coli
(8% ; n = 2) et Enterobacter sakazakii (4% ; n = 1), ont présenté une résistance a la céfoxitine
(FOX), tandis que 44% des souches (n = 11) étaient résistantes a I’amoxicilline/acide clavulanique
(AMC), notamment Enterobacter cloacae (28% ; n = 7), Klebsiella oxytoca (8%, n=2),
Enterobacter sakazakii (4% ; n = 1) et Klebsiella pneumoniae (4%, ; n = 1), ainsi qu’au ceftazidime
(CAZ) pour Enterobacter cloacae (32% ; n = 8), Enterobacter sakazakii, Klebsiella oxytoca et
Klebsiella pneumoniae (4% ; n = 1 pour chacune).

La résistance au céfotaxime (CTX), a été confirmée chez 40 % des isolats (n = 10), qui ont
montré une croissance sur un milieu additionné de CTX. Ces isolats correspondaient aux especes
suivantes : Enterobacter cloacae (32% ; n = 8) isolées des mains et des barres d’appui notamment

de la ligne (Place des Martyrs-Messiouen 01), Klebsiella oxytoca (4% ; n = 1) isolée d’une barre
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0 0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000_______|
d’appui de la ligne Place des Martyrs-Bouhamra et Klebsiella pneumoniae (4% ; n = 1) isolée d’un
poignet de porte de la ligne Place des Martyrs-El Hadeik.

Par ailleurs, 36% des isolats (n = 9) étaient résistants au céfépime (FEP), a I’aztréonam (ATM)
et au triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT), dont Enterobacter cloacae (32% ; n = 8) et
Klebsiella pneumoniae (4% ; n = 1) (pour chacun de ces antibiotiques). Une résistance a la
ciprofloxacine (CIP) a été détectée chez 12 % des souches (n = 3) notamment Entérobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae et Serratia ficaria (4%, n = 1 pour chacune). Aucun isolat n’a
présenté de résistance a I’ertapenem (ETP), a I’amikacine (AK) ni a la gentamicine (CN) (Figures
19 et 20).
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Figure 19: Profil de résistance des entérobactéries aux antibiotiques.

CZ : Céfazoline ; FOX : céfoxitine ; AMC : Amoxicilline/Acide clavulanique ; CAZ : Ceftazidime ; CTX :
Céfotaxime ; FEP : Céfépime; ATM : Aztreonam; SXT : Triméthoprime-Sulfaméthoxazole; CIP :

Ciprofloxacine ; ETP : Ertapenem ; AK : Amikacine ; CN : Gentamicine.
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Figure 20: Profil de résistance des espeéces d’entérobactéries aux antibiotiques.

CZ : Céfazoline ; FOX : céfoxitine ; AMC : Amoxicilline/Acide clavulanique ; CAZ : Ceftazidime ; CTX :
Céfotaxime ; FEP : Céfépime; ATM : Aztreonam; SXT : Triméthoprime-Sulfaméthoxazole ; CIP :
Ciprofloxacine ; ETP : Ertapenem ; AK : Amikacine ; CN : Gentamicine.

6 Recherche de la production de B-lactamases a spectre étendu (BLSE)

6.1 Test phénotypique

Les dix souches présentant une résistance au céfotaxime (40 % des isolats) se sont révélées
productrices de PB-lactamases a spectre étendu (BLSE). Elles ont montré une image de synergie
entre 1’acide clavulanique et 1'une des céphalosporines testées (céfotaxime, ceftazidime ou
céfépime) ou avec le monobactame (aztréonam) (Figure 21). Parmi ces souches, 60% (n = 6
Enterobacter cloacae) ont été isolées a partir des mains des passagers empruntant les bus de la ligne
Place des martyrs-Messiouen 01.

Toutes ces souches étaient résistantes a la ceftazidime (CAZ). En outre, environ 90 % d’entre
elles ont présenté une résistance a I’amoxicilline/acide clavulanique (AMC) au céfépime (FEP) et
au triméthoprimesulfamethoxazol (SXT). Par ailleurs, 80% des souches étaient également

résistantes a la céfoxitine (FOX) et a ’aztréonam (ATM) (Tableau 10).
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e

De plus, deux souches parmi les 10 souches BLSE+, dont Enterobacter cloacae isolée des mains
de la ligne Place des Martyrs-Messiouen 01 et Klebsiella pneumoniae isolée d’un poignet de porte
de la ligne Place des Martyrs-El Hadeik, se sont révélées multirésistantes, présentant une resistance
a la ciprofloxacine (fluoroquinolone) et au triméthoprime-sulfaméthoxazole (sulfamide), en plus de

leur résistance a plusieurs antibiotiques de la famille des B-lactamines (Tableau 10).

Figure 21: Test de synergie positif de Klebsiella pneumoniae.
AMC : Amoxicilline/Acide clavulanique ; CAZ : Ceftazidime ; CTX : Céfotaxime ; FEP : Céfépime ; ATM :

Aztreonam.
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Tableau 10: Profil de résistance des souches productrices de BLSE

S > el | Q| = N &
= \ N -
5 Espéce 3 o | 5| B E = S 2| =
m Enterobacter + -
cloacae
m Enterobacter + -
cloacae
m Enterobacter + -
cloacae
m Enterobacter + -
cloacae
m Enterobacter + +
cloacae
m Enterobacter + -
cloacae
ba | Klebsiella + -
oxytoca
pp | Klebsiella 4 +
pneumoniae
ba | Enterobacter + -
cloacae
ba | Enterobacter + -
cloacae
100% | 100% | 0% | 90% | 90% | 80% | 100% | 80% | 20% | 90% | 0% | 0%

CTX = Céfotaxime ; CZ = Céfazoline ; ETP = Ertapénem ; FEP = Céfépime ; AMC =
Amoxicilline/Acide clavulanique ; ATM = Aztréonam ; CAZ = Ceftazidime ; FOX = Céfoxitine ;
CIP = Ciprofloxacine ; SXT = Triméthoprime-Sulfaméthoxazole ; AK = Amikacine ; CN =
Gentamicine ; + = test de synergie positif (BLSE positif) ; — = test de synergie négatif ; MR + =
souche multirésistante ; MR — = souche non multirésistante ; m = Mains des passagers ; ba = Barre

d’appui ; pp = Poignée de porte ; Case verte = souche résistante ; Case rouge = souche sensible.
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6.2 Test moléculaire

Cing souches parmi les dix productrices de béta-lactamases a spectre étendu (03 souches
d’Enterobacter cloacae, une souche de Klebsiella pneumoniae et une souche de Klebsiella oxytoca)
ont été sélectionnées pour la recherche du gene blaCTX-M, considéré comme 1’un des principaux
genes codant cette enzyme. La qualité et la pureté de I’ADN extrait ont été confirmées a I’aide du
NanoDrop, avec des valeurs conformes aux critéres attendus pour une amplification par PCR
(Annexe 03).

Le gene blaCTX-M a été détecté chez trois des cinq souches analysées. Deux d’entre elles ont
été isolées dans les bus : Klebsiella pneumoniae a partir d’une poignée de porte de la ligne place des
Martyrs-El Hadaik et Enterobacter cloacae a partir d’une barre d’appui de la ligne gare routiére
Skikda-Annaba. La troisieme, également une souche d’Enterobacter cloacae, provenait des mains
d’un passager de la ligne place des Martyrs-Messioun. Les résultats d’électrophorése confirmant

I’amplification du géne sont présentés dans la figure 22.

RS L s Uen. T T1.

Figure 22: Profil d’amplification du géne blaCTX-M par électrophorése sur gel d’agarose.

M : Marqueur de taille de 100 pb ; T+ : Témoin positif ; 56 : la souche Enterobacter cloacae ; 60 :
la souche Enterobacter cloacae; 70 : la souche Klebsiella oxytoca ; 71: la souche Klebsiella

pneumoniae ; 76 : la souche Enterobacter cloacae.
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7 Test d’évaluation de P’efficacité des désinfectants

L’analyse des résultats du test des desinfectants révele que 1’eau de Javel est le désinfectant le
plus efficace sur les cing souches BLSE+ (précédemment sélectionnées pour la recherche du géne
blaCTX-M), entrainant une inhibition compléte (100%) de la croissance de toutes les souches
testées, indépendamment du temps de contact (1 seconde, 30 secondes ou 5 minutes). En revanche,
le savon liquide antibactérien a montré une efficacité limitée, avec seulement 40% (n = 2) des
souches inhibées, la souche de Klebsiella pneumoniae et une souche d’Enterobacter cloacae et ce
quel que soit le temps d’exposition.

Concernant le gel hydroalcoolique, testé uniquement sur deux souches d’Enterobacter cloacae
isolées des mains, une efficacité variable a été observée : 1'une des souches a été completement
inhibée des les premiers instants, tandis que la deuxiéme souche n’a présenté une inhibition totale

qu’aprés 5 minutes de contact (Tableau 11).

Tableau 11: Résultat du test d’évaluation de I’efficacité des désinfectants sur les souches

BLSE+

Désinfectant Eau de javel Savon liquide Gel hydroalcoolique

Code
A v 30s | Imin | 5min | 30s Imin | 5min | 30s | Imin | 5min

Espece
56 Enterobacter cloacae - - - + + + + + -
60 Enterobacter cloacae - - - - - - - - -
70 Klebsiella oxytoca - - - + + + / / /
71 Klebsiella pneumoniae - - - - - - / / /
76 Enterobacter cloacae - - - + + + / / /

(+) = croissance bactérienne observée, (-) = absence de la croissance bactérienne, (/) = désinfectant
non tester sur cette souche. T : Temps d’exposition aux désinfectants : seconde, min : minute.
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Discussion

Les moyens de transport publics représentent un environnement a forte densité humaine, ou
les surfaces fréqguemment touchées peuvent servir de reservoirs et de vecteurs potentiels pour la
transmission de bactéries pathogenes. Ces milieux favorisent la dissémination d’agents infectieux, y
compris les entérobactéries résistantes aux antibiotiques, en particulier aux B-lactamines. Parmi
celles-ci, les souches résistantes aux céphalosporines de troisieme génération (C3G) et aux
carbapénemes suscitent une inquiétude croissante en santé publique (Cao et al. ,2020 ; Ly et al.
2024).

En 2024, I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) a actualis¢é sa liste des agents
pathogenes prioritaires, classant les entérobactéries résistantes aux C3G et aux carbapénémes
comme des menaces critiques (priorité 1) nécessitant des mesures urgentes de surveillance et de
controle (OMS, 2024). Cette classification souligne I’importance de leur détection dans les
environnements communautaires, notamment les transports en commun. Ces entérobacteries ont éte
principalement detectées dans les milieux hospitaliers, mais leur présence a également été rapportée
en milieu communautaire, chez les patients hospitalisés et non hospitalises dans la ville de Skikda
(Bougouizi, 2024). Ceci souligne I’importance de leur détection dans des environnements

accessibles au public, tels que les transports en commun.

Dans ce contexte, la présente étude vise a isoler les entérobactéries présentes dans les moyens
de transport a Skikda durant la période allant de février a Mai 2025, a évaluer leur profil de
résistance aux antibiotiques, en ciblant plus spécifiquement les souches résistantes au céfotaxime et
a I’ertapenem, et a analyser leur importance sur les plans épidémiologique et sanitaire.

Dans notre étude, 40 % des entérobactéries isolées a partir des echantillons collectés dans les
moyens de transport publics a Skikda présentaient une résistance potentielle au céfotaxime. Des
résultats comparables ont été rapportés par Lele et al. (2023), qui ont identifié des entérobactéries
résistantes aux C3G dans les systéemes de transport de la gare de Kalyan Junction, a Mumbai, avec
une prévalence de 42,85 %. En revanche, aucune croissance n’a été observée sur les milieux
contenant de lertapénem, suggérant une absence apparente de souches productrices de
carbapénémases dans les transports publics a Skikda. Pourtant, plusieurs études menées en Algérie,
y compris a Skikda, ont rapporté la présence de souches productrices de carbapénémases chez des
patients non hospitalisés, ce qui témoigne d’une circulation communautaire de ces entérobactéries
multirésistantes (Bourafa et al. , 2018 ; Abderrahim et al. , 2022 ; Bougouizi et al. , 2024).Ce

contraste pourrait s’expliquer par des différences liées aux milieux d’échantillonnage (cliniques
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versus environnementaux), aux méthodes de détection utilisées ou a la pression antibiotique
variable selon les contextes. Des études récentes ont toutefois mis en évidence la présence de
souches resistantes aux carbapénemes dans des environnements publics, notamment dans les
systemes de transport urbain a Beijing, en Chine (Cao et al. ,2020), ce qui souligne I’importance de

maintenir une surveillance continue dans ces milieux.

L’identification des souches isolées a révélé une prédominance d’Enterobacter cloacae,
suivie d’Escherichia coli et de Klebsiella oxytoca. Ces résultats rejoignent partiellement ceux
rapportés dans d'autres contextes, tout en présentant certaines spécificités. Par exemple, des études
menées en Tanzanie (Haule et al. ,2024) et a Pékin, en Chine (Cao et al. ,2020), ont montré une
prédominance des Klebsiella spp., ce qui contraste avec notre observation. Ces divergences peuvent
s’expliquer par des différences dans les conditions écologiques, la nature des surfaces
échantillonnées ou encore les pratiques d’hygiéne et de nettoyage appliquées dans les transports

publics.

En Inde, a Kalyan Junction (Mumbai), Lele et al. (2023), ainsi qu’a Chittagong, au Bangladesh
(Chowdhury et al. ,2016), plusieurs souches d’E.coli ont été isolées a partir de surfaces tres
fréquentees, ce qui corrobore nos résultats et souligne la capacité de cette bactérie a persister dans
les environnements publics. La détection d’E.coli dans les moyens de transport alerte sur le risque
potentiel de transmission fécale-orale et renforce I’importance d’une surveillance microbiologique

continue dans ces espaces.

De plus, une étude réalisée dans les terminaux de bus d’Uyo, au Nigeria (John et Adegoke,
2018), a identifi¢ les mémes genres bactériens que ceux retrouvés dans notre étude, a 1’exception
d’Enterobacter cloacae, absente dans leur série. Cette observation indique que les entérobactéries,
notamment E. coli et Klebsiella spp., sont fréquemment retrouvées sur les surfaces publiques, quel

que soit le contexte géographigue.

Dans la métropole d’Umuahia, toujours au Nigeria, Nwankwo et al. (2023) ont rapporté une
prédominance de Proteus spp. Suivie d’E. coli, Klebsiella spp Et Enterobacter spp. Notre étude
partage une composition bactérienne similaire, bien que la fréquence des espéces differe, E. cloacae

étant la plus représentée dans notre serie.

Enfin, les données issues de recherches menées a Guangzhou et Pékin (Chine) et au Brésil

(Ribeiro et al. ,2020) ainsi qu’a Nairobi (Kenya) (Chebon et Sonoiya, 2019) ont toutes mis en
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¢évidence une présence significative d’E.coli et de Klebsiella spp.sur les surfaces des transports en
commun. Cette convergence avec nos résultats confirme une large dissémination environnementale

de ces bactéries potentiecllement pathogeénes a 1’échelle mondiale.

Dans notre étude, les mains des passagers et les surfaces fréquemment touchées, telles que les
barres d’appui, les siéges et les poignées de porte, ont été identifiées comme les principales sources
de contamination par des entérobactéries. Ces résultats sont en accord avec plusieurs études
internationales qui ont mis en évidence la présence de bactéries sur des surfaces similaires dans les
transports publics. Au Portugal, des souches ont été isolées des barres d’appui, des poignées, ainsi
que des mains de 575 passagers (Ly et al. ,2024). De maniére similaire, & Boston (Etats-Unis), les
poignées et les siéges figuraient parmi les surfaces les plus contaminées (Ly et al. ,2024). Au
Mexique, les barres d’appui présentaient également une charge bactérienne élevée (Ly et al. ,2024).
A Nairobi (Kenya), les mains des passagers et les barres d’appui des bus ont été identifiées comme
les principales sources de contamination (Chebon et Sonoiya, 2019). A Pékin (Chine), les souches
ont été isolées des poignées de porte dans les transports publics (Cao et al. ,2020). Enfin, au
Nigeria et au Bangladesh, des études ont rapporté la contamination de poignées de porte de bus, de

si¢ges et d’accoudoirs (Nwankwo et al. ,2023 ; Chowdhury et al. ,2016).

Ces constats montrent que les espaces internes des moyens de transport constituent des
vecteurs potentiels de transmission indirecte de d’enterobactéries. Cette contamination est favorisée
par plusieurs facteurs, notamment la promiscuité entre les passagers, la ventilation limitée et un
nettoyage souvent insuffisant (Zhang et al. ,2021). Le r6le central des mains dans la propagation des
bactéries pathogenes souligne I’importance de mesures d’hygiéne strictes, tant individuelles (lavage
fréquent des mains) qu’environnementales (désinfection réguliére des surfaces), afin de limiter la

transmission communautaire, y compris celle de souches résistantes aux antibiotiques (Mary, 2018).

L’analyse de la répartition des souches selon les lignes de transport a mis en évidence une
concentration importante sur deux trajets spécifiques : [Place des Martyrs —Messiouen 01] (32 %) et
[Saad Guermech — Bouabaz] (12 %). Ces deux lignes traversent ou desservent des zones abritant
des établissements hospitaliers, ce qui pourrait expliquer la fréquence accrue des souches isolées sur
ces trajets.

Enterobacter cloacae est I'espece dominante dans les mains des passagers surtout de la ligne

[Place des Martyrs-Messiouen 01]. Il est principalement responsable d’infections nosocomiales
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(Wutor et al., 2024). Cependant sa présence dans les milieux communautaires a également été
signalée (Tang et al. ,2016).

Ces resultats suggerent que les entérobactéries, souvent acquises en milieu hospitalier,
peuvent étre disséminées dans la communauté par le biais de porteurs asymptomatiques — patients
sortants, visiteurs ou personnels soignants — qui empruntent les transports en commun. En touchant
des surfaces fréquemment sollicitées (barres d’appui, sieges, poignées), ces individus peuvent
contribuer a une contamination indirecte de I’environnement, favorisant ainsi la transmission

bactérienne a d’autres usagers (Sultan et al. ,2025).

Les transports publics apparaissent donc comme un vecteur silencieux de diffusion
communautaire des entérobactéries, notamment des souches multirésistantes telles que les BLSE,
rendant leur contréle particulierement difficile (Cave et al. ,2021). Cette hypothése est renforcée par
les résultats de I’étude menée par Chebon et Sonoiya. (2019), qui ont mis en évidence la présence
de bactéries pathogenes dans les bus desservant 1’hopital national Kenyatta a Nairobi, confirmant
que les véhicules reliant des structures de soins peuvent constituer des réservoirs bacteriens

mobiles.

Par conséquent, les lignes de transport urbain passant a proximité ou desservant des hdpitaux,
comme celles identifiées dans notre étude, pourraient jouer un role majeur dans la transmission
environnementale de souches multirésistantes et méritent une attention particuliére en matiere de

prévention et d’hygiene.

Dans la présente étude, une proportion importante des isolats s’est révélée résistante a plusieurs
antibiotiques de la famille des p-lactamines, notamment a la céfazoline, a la cefoxitine, a
I’amoxicilline/acide clavulanique, au ceftazidime et au céfotaxime. Ces taux élevés rejoignent ceux
rapportés en Inde (Lele et al. ,2023) et au Nigéria (John et al. ,2018), ou une forte résistance aux
antibiotiques B-lactamines, notamment a I’amoxicilline/acide clavulanique, a la céfazoline et au
cefotaxime, a également été observée. Cette situation traduit une perte progressive d’efficacité de
plusieurs molécules largement utilisées dans le traitement des infections a entérobactéries, ce qui

souléve de sérieuses préoccupations en matiére de santé publique (OMS, 2023).

A I’inverse, la résistance est restée plus faible pour le céfépime, I’aztréonam et le triméthoprime-
sulfaméthoxazole, contrairement aux résultats obtenus dans les études menées en Tanzanie, au

Nigeria et en Inde, ou des fréquences plus élevées ont été rapportées (Nwankwo et al. ,2023 ; Haule
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et al. ,2024 ; Lele et al. ,2023). Ces différences pourraient s’expliquer par la nature des espéces
dominantes, des variations temporelles ou encore des pratiques locales de prescription (Paterson et
al. ,2005).

Par ailleurs, une faible résistance a la ciprofloxacine a également été notée, ce qui est en accord
avec les observations de Chowdhury et al. (2016) a Chittagong, au Bangladesh, ou une résistance
limitée a cette molécule a été rapportée. Cette faible prévalence pourrait s’expliquer par une
utilisation plus contrdlée de la ciprofloxacine, réduisant ainsi la pression de sélection et I’émergence

de souches résistantes (OMS, 2015).

Enfin, aucune résistance a ’ertapénem, a la gentamicine ni a I’amikacine n’a été détectée. Ces
résultats concordent avec ceux rapportés au Bangladesh (Chowdhury et al. ,2016) et au Kenya
(Chebon et al. ,2019), ou ces antibiotiques conservent également une efficacité intacte.

Il est important de souligner que la majorité des souches resistantes identifiées dans notre étude
ont eté isolées a partir de surfaces internes de moyens de transport en commun traversant les deux
principaux hopitaux de la ville avec prédominance de I’espéce Enterobacter cloacae. Cette situation
pourrait suggérer une dissémination passive de ces bactéries resistantes associées aux infections
nosocomiales, potentiellement transmise par les mains des usagers ou par contact avec des surfaces
contaminées, en I’absence de mesures d’hygiéne rigoureuses. Ce constat met en lumicre le role
potentiel des environnements de transport dans la propagation communautaire de souches

résistantes.

Dans la présente étude, toutes les souches résistantes au céfotaxime se sont révélées
productrices de BLSE. Ces souches appartiennent principalement aux espéces Enterobacter
cloacae, Klebsiella oxytoca et Klebsiella pneumoniae, ce qui contraste avec les données de Lele et

al. (2023) en Inde, ou Escherichia coli prédominait parmi les souches productrices de BLSE.

Cette observation confirme que la résistance au céfotaxime constitue un indicateur pertinent de
la production de BLSE, comme le suggeérent également Hamprecht et al. (2016), Benammar et al.
(2017), Nachimuthu et al. (2020) et Wang et al. (2015).

Ces souches ont également montré une résistance marquée a d’autres béta-lactamines,
notamment a la ceftazidime, au céfépime, a ’amoxicilline associée a I’acide clavulanique, ainsi

qu’a l’aztréonam. Ces résultats concordent avec ceux rapportés au Nigéria par John et al. (2018),
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qui indiquent une efficacité réduite de I’amoxicilline/acide clavulanique, et avec les données de
Lele et al. (2023) en Inde, ou une résistance élevee a toutes les béta-lactamines testées a été
observée. Ces profils de co-résistance peuvent étre attribués a des mécanismes enzymatiques
supplémentaires ou a des altérations membranaires, comme cela a été décrit par Paterson et al.
(2005).

Il convient de souligner que 60 % des souches productrices de BLSE sont des Enterobacer
cloacae qui ont été isolées a partir des mains de passagers dans les transports en commun (Place des
martyrs-Messiouen 01). La résistance intrinséque d’E.cloacae aux B-lactamines et aux
céphalosporines de 3°génération (C3G), par hyperproduction de la céphalosporinase (AmpC)
chromosomique et/ou par acquisition de génes codant pour des B-lactamases a spectre étendu
(BLSE), se complique depuis quelques années (Guérin, 2015), ce qui souléve des préoccupations en

matiere de transmission environnementale de cette bactérie.

Deux souches d’enterobacteries BLSE+ : Entérobacter cloacae isolée des mains et Klebsiella
pneumoniae isolée d’un poignet de porte, se sont revelées multiresistantes (BMR). Les bactéries
productrices de BLSE peuvent acquérir des résistances supplémentaires a d’autres classes
d’antibiotiques les rendant ainsi multirésistantes (Leflon-Guibout et al. ,2004, Fam et al. ,2011;
Johnson et al. ,2009). D’ailleurs, la présence de BLSE est fréquemment associéee a la résistance aux
fluoroquinolones (Paterson et Bonomo, 2005). En effet, les entérobactéries productrices de BLSE
(E-BLSE) sont parmi les BMR les plus incidentes dans la pratique clinique (Garnier, 2020).

La dissémination des BMR ne se produit pas seulement dans les milieux hospitaliers mais
également dans les lieux a haute fréquentation humaine comme les moyens de transport public (Ly
et al. ,2024). Des travaux antérieurs, tels que ceux de Shen et al. (2018) et Cao et al. (2020), ont
également montré que les surfaces fréquemment touchées peuvent jouer un réle dans la
dissémination des bactéries multirésistantes, ce qui appuie nos observations. Un nettoyage régulier
des moyens de transport en particulier les surfaces fréquemment touchées est donc nécessaire pour

prévenir la propagation de ces bactéries.

Le gene CTX-M est ’'un des principaux génes de résistance identifiés comme responsable de
la résistance aux C3G (Livermore, 2012 ; Nachimuthu et al. ,2020 ; Rossolini et al. ,2008). Dans la
présente étude, il a été détecté chez trois des cing souches productrices de BLSE, deux souches
d’Enterobacter cloacae et une souche de Klebsiella pneumoniae toutes isolées a partir de surfaces

(Poignee de porte, barre d’appui) ou de mains en contact avec les moyens de transport. Ce résultat
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constitue, a notre connaissance, la premiere identification du géne CTX-M dans ce type

d’environnement en Algérie.

Des résultats similaires ont été rapportés par Cao et al. (2020) en Chine, ou le géne blaCTX-M
a été détecté dans 9/11 isolats de Klebsiella pneumoniae prélevés sur les siéges et les poignées de

porte de transports publics.

En Algérie, plusieurs études ont mis en évidence une prévalence élevée de ce gene en milieu
hospitalier. Nabti et al. (2019) ont montré que blaCTX-M était le géne de BLSE le plus fréquent
chez des souches d’Escherichia coli isolées a I’Hopital Universitaire de Sétif. De méme, Bougouizi
et al. (2025) ont observeé la présence du géne blaCTX-M chez la quasi-totalité des souches d’E. coli
productrices de BLSE isolées aussi bien en milieu hospitalier que communautaire dans la wilaya de
Skikda. Dans une autre étude, Bougouizi (2024) a détecté ce gene chez 85% des souches
d’entérobactéries résistantes aux C3G, notamment chez E. coli et Klebsiella pneumoniae, provenant

de patients hospitalisés et non hospitalisés a Skikda.

Ces résultats convergents soulignent la large diffusion du géne blaCTX-M en Algérie et plus
particulierement a Skikda, et sa détection dans les moyens de transport suggeére une propagation
potentielle de la résistance hors du cadre hospitalier, renforcant la nécessité de surveiller ces

environnements publics.

Dans notre étude, ’eau de Javel s’est révélée étre le desinfectant le plus efficace, inhibant la
croissance des cinq souches BLSE testées dés 30 secondes d’exposition. Ce résultat est cohérent
avec les données de Lele et al. (2023), qui ont montré une forte activité bactéricide de
I’hypochlorite de sodium contre des entérobactéries multirésistantes. Cette efficacité peut étre
attribuée aux mécanismes d’action connus du NaOCIl, notamment 1’0xydation des composants
membranaires, tels que les groupements sulfhydryles des protéines, entrainant une altération
structurale, une perturbation du transport ionique et une perte d’intégrité cellulaire (Schraufstatter et
al. ,1990). Le NaOCI cible également certains acides aminés, comme la méthionine et le
tryptophane, générant des produits oxydés qui nuisent a la fonction des protéines (Hawkins et al.
,2003 ; Small et al. ,2007). De plus, ’exposition au NaOCI induit un stress oxydatif, avec une
réduction de 1’expression des geénes impliqués dans la phosphorylation oxydative (Small et al.

,2007). Toutefois, certaines bactéries peuvent développer des réponses adaptatives, telles que la
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formation de biofilms ou I’activation de génes de stress, ce qui pourrait limiter son efficacité dans
certains cas (Nizer et al. ,2020).

En comparaison, le gel hydroalcoolique a montré une efficacité modérée, variant selon les
souches. Cette variabilité peut étre liée a la composition du produit ou a la nature des micro-
organismes, comme ’ont également souligné Lele et al. (2023). Enfin, le savon liquide
antibactérien s’est révélé peu efficace, n’inhibant que deux souches (2/5), un résultat cohérent avec
les observations de Lele et al. (2023), qui rapportent une faible efficacité de certains savons a

formulation limitée.
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Conclusion et perspectives

Cette étude, menée dans la wilaya de Skikda, a mis en évidence la présence d'entérobactéries, y
compris des souches multirésistantes et productrices de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE),
dans les transports publics, soulignant leur réle potentiel dans la dissémination communautaire de
I'antibiorésistance, un phénoméne considéré comme une menace critique pour la santé publique par
I’Organisation mondiale de la santé.

A partir de 150 échantillons collectés, 25 isolats ont révélé une croissance d’entérobactéries
dont 40 % étaient résistantes aux céphalosporines de 3¢ génération (céfotaxime), tandis qu’aucune
souche n’était résistante aux carbapénemes. Les isolats provenaient principalement des mains des
passagers (36 %) et des barres d’appui (28 %), avec une fréquence plus élevée sur les lignes
desservant des hépitaux, suggérant un lien possible entre les milieux hospitalier et communautaire
dans la propagation des souches (32 % des isolats sur la ligne « Place des Martyrs — Messiouen 01 »
et 12 % sur « Saad Guermech — Bouabaz »). Les espéces les plus fréquentes sont Enterobacter
cloacae (40 %), Escherichia coli (24 %) et Klebsiella oxytoca (12 %). Une forte réesistance a éte
observée aux B-lactamines, notamment a la céfazoline (56 %), tandis qu’aucune résistance n’a été
détectée a I’ertapénem, a I’amikacine et a la gentamicine. Dix souches (40%) étaient productrices de
BLSE, dont deux souches (8 %) ont été identifiées comme multirésistantes, présentant une
résistance a la ciprofloxacine et au trimethoprime-sulfaméthoxazole. Les analyses moléculaires
montraient que trois souches BLSE+portaient le gene blaCTX-M, identifié pour la premiére fois
dans un tel environnement en Algérie, soulignant I'urgence d’une surveillance microbiologique
renforcée. L’eau de Javel a démontré une inhibition compléte contre toutes les souches testées,
contrairement au savon antibactérien et au gel hydroalcoolique dont I'efficacité s'est avérée variable
ou limitée. L’usage de désinfectants efficaces, comme 1’eau de Javel, doit étre priorisé, accompagné
de protocoles de nettoyage adaptés pour les mains et les surfaces, ainsi que de la formation du
personnel. 11 est également nécessaire de mettre en place une surveillance microbiologique continue
et des campagnes de sensibilisation a I’antibiorésistance. La coordination entre les milieux
hospitaliers et communautaires apparait essentielle pour freiner la propagation de ces souches
résistantes et protéger durablement la santé publique.

Dans la continuité de cette recherche, il serait pertinent d’¢largir I’étude a d’autres wilayas avec
un plus grand nombre d’échantillons, afin de mieux évaluer I’ampleur du phénomene a 1’échelle
nationale. Des analyses génomiques approfondies, incluant le séquencage complet des souches,
permettraient de détecter d’autres geénes de résistance aux f-lactamines tels que le gene blaSHV,

blaTEM et de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués. Le typage par
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Multiloccus sequencing typing (MLST) aiderait également a établir les liens épidémiologiques entre

les souches issues des milieux hospitalieres et celles retrouvées en communauté.
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Annexe 01 : Interprétation des résultats de ’identification biochimique

Tableau : Résultats colorimétriques des tests biochimiques de la galerie API 20 E

Test complet

Réaction positive

Réaction négative

B-galactosidase (ONPG) Jaune Incolore
Arginine dihydrolase (ADH) Violet foncé Incolore ou pale
Lysine decarboxylase (LDC) Rouge Jaune
Ornithine decarboxylase (ODC) Rouge Jaune

Bleu Vert ou incolore

Citrate utilization (CIT)

Production d’hydrogéne sulfuré (H2S)

Précipité noir

Aucun précipité

Urease (URE)

Rose

Incolore

Tryptophan deaminase (TDA)

Rouge

Incolore ou autre

Indole production (IND)

Rouge (anneau)

Absence de

coloration rouge

Voges-Proskauer (VP)

Rouge

Incolore

Gelatinase (GEL)

Eclaircissement

Opacité

Glucose fermentation (GLU) Jaune Vert ou incolore
Mannitol fermentation (MAN) Jaune Vert ou incolore
Inositol fermentation (INO) Jaune Vert ou incolore
Sorbitol fermentation (SOR) Jaune Vert ou incolore
Rhamnose fermentation (RHA) Jaune Vert ou incolore
Sucrose fermentation (SAC) Jaune Vert ou incolore
Melibiose fermentation (MLT) Jaune Vert ou incolore
Amygdalin fermentation (AMY) Jaune Vert ou incolore

Jaune Vert ou incolore

Arabinose fermentation (ARA)
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Figure : Interprétation des réactions biochimiques de la galerie API
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Annexe 02 : tableau des résultats

Tableau : Résultats des prélevements

Mac
Code du . . TE Milieu Test de
- +
e e Source Région siﬁ; (- | milieu+ETP +CTX API20E BLSE
Poignet Place des martyrs- N N o
1pp de porte messiouen Negatif Negatif Negatif / /
2ba Barre | Place des martyrs- | oo e | Negatif | Negatif / /
d'appui messiouen
3ba Barre | Place des martyrs- | oo e | Negatif | Negatif / /
d'appui messiouen
apf Fendtre | Liace des martyrs- | oo e | Negatif | Negatif / /
messiouen
. Saad guermech- L. N N
s Siége bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
Saad guermech- NN NN N
p Porte bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
\ Saad guermech- L. NN N
f Fenétre bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- L. NN N
s Siége bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
\ Saad guermech- NN NN L
f Fenétre bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- NN NN L
m Mains bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- NN NN NN
m Mains bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- NN NN L
m Mains bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- N N N
s Siége bouabaz Neégatif Neégatif Neégatif / /
5m Mains Place des martyrs- | nooair | Negatif | Negatif / /
messiouen
6m Mains Place des martyrs- | nooair | Negatif | Negatif / /
messiouen
Tm Mains Place des martyrs- | oo o 6r | Negatif | Negatif / /
messiouen
8m Mains Place des martyrs- | oo o 6r | Negatif | Negatif / /
messiouen
9ba Barre | Place des martyrs- | oo e | Nogatif | Negatif / /
d'appui bouzaroura
10m Mains Place des martyrs- | \ooof | Negatift | Negatif / /
messiouen
11m Mains Place des martyrs- | oo 6r | Negatif | Negatif / /
messiouen
12m Mains Place des martyrs- | \ooof | Negatif | Negatif / /
messiouen
Barre Place des martyrs- N N L.
13ba d"appui hammadi krouma Neégatif Neégatif Negatif / /
\ Place des martyrs- . L N
14f Fenétre hammadi krouma Negatif Negatif Negatif / /
m Mains Saad guermech- Neégatif | Neégatif | Negatif / /
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bouabaz
s Siege Saad guermech- Négatif | Negatif | Negatif / /
g bouabaz g g g
Barre Saad guermech- < s <.
ba d'appui bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- N N N
m Mains bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- N N N
m Mains bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- L. N N
mam Mains bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. . Saad guermech- . .. ..
siam Siége bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
Barre Saad guermech- < < <.
bam d'appui bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
\ Saad guermech- NN N N
af Fenétre bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- L. NN N
flm Mains bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- NN NN N
f2m Mains bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- L. NN N
s2am Siége bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
15f Fenétre | Liacedes martyrs- | oo ir | Negatif | Negatif / /
messiouen
16ba Barre | Place des martyrs- | \o, e | Negatif | Negatif / /
d'appui messiouen
17ba Barre | Place des martyrs- | oo e | Negatif | Negatif / /
d'appui messiouen
Barre Place des martyrs- <. <. <.
18ba d'appui 20Aout Negatif Negatif Negatif / /
. Place des martyrs- ... NN s Klebsiella
19s Siége 20Aout Positif Neégatif Neégatif oxytoca BLSE
Place des martyrs- NN NN s
20p Porte 20Aout Neégatif Neégatif Neégatif / /
Barre Place des martyrs- NN NN s
21ba d'appui 20Aout Neégatif Neégatif Neégatif / /
22m Mains H | Flace des martyrs- | oo e | Nogatif | Negatif / /
messiouen
23m Mains Place des martyrs- | oo o 6r | Negatif | Negatif / /
messiouen
24m Mains ch | F1ace des martyrs- | oo e | Nogatif | Negatif / /
messiouen
25m Mains 11 | Flace des martyrs- | oo e | Nogatif | Negatif / /
messiouen
26m Mains Place des martyrs- | oo 6r | Negatif | Negatif / /
messiouen
Poignet Place des martyrs- . N . .. | Escherichia )
27pp de porte merj edib Positif Negatif Negatif coli BLSE
\ Saad guermech- o N L
fl Fenétre bouabaz Négatif Neégatif Negatif / /
fas Sioge Saad guermech- Positif | Negatif | Negatif | Locherichia | gy qp.
bouabaz coli
ba Barre Saad guermech- Neégatif | Neégatif | Negatif / /
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d'appui bouabaz
mtch Mains Saad guermech- Negatif Negatif Negatif / /
bouabaz
. Saad guermech- N N N
mtch Mains bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
Barre Place des martyrs- < s <.
28ba d'appui hammadi krouma Negatif Negatif Negatif / /
Place des martyrs- < s <.
29p Porte hammadi krouma Negatif Negatif Negatif / /
30ba Barre | Place des martyrs- | \oo e | Negatif | Negatif / /
d'appui messiouen
31r Rideau | lacedes martyrs- | oo if | Negatif | Negatif / /
messiouen
32m Mains Place des martyrs- | oo o | Nogatif | Negatif / /
messiouen
33m Mains Place des martyrs- | oo r | Negatif | Negatif / /
messiouen
34m Mains Place des martyrs- | oo o¢ | Negatif | Negatif / /
messiouen
35m Mains Place des martyrs- | oo o Gr | Negatif | Negatif / /
messiouen
36m Mains Place des martyrs- | oo o | Negatif | Negatif / /
messiouen
Poignet Place des martyrs - . NN N
37pp de porte merj edib Positif Negatif Negatif | Kluyvera spp | BLSE
. Saad guermech- NN NN L
fls1 Siége bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- NN NN L
f1s2 Siége bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- NN NN NN
fas3 Siége bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- N N N
f4s4 Siége bouabaz Neégatif Neégatif Neégatif / /
Barre Saad guermech- N N N
ba d'appui bouabaz Neégatif Neégatif Neégatif / /
. Saad guermech- N N N
agm Mains bouabaz Neégatif Neégatif Neégatif / /
. Saad guermech- NN N N
adm Mains bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
f Fenotre | >add guermech- Positif | Negatif | Negatif | L"érobacter | gy oy
bouabaz cloacae
Saad guermech- NN N s .
v Volant bouabaz Neégatif Neégatif Neégatif / /
. Saad guermech- N N L.
md Mains bouabaz Neégatif Neégatif Negatif / /
Saad guermech- N N L
p Porte bouabaz Neégatif Neégatif Negatif / /
Barre Saad guermech- N N L.
ba d'appui bouabaz Neégatif Negatif Negatif / /
o Saad guermech- N N L
s1fl Sieége bouabaz Neégatif Neégatif Negatif / /
fos Fenétre | >aad guermech- Négatif | Neégatif | Negatif / /
bouabaz
s1f1 Siege Saad guermech- Négatif | Negatif | Negatif / /
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bouabaz
s2 Siege Saad guermech- Négatif | Negatif | Negatif / /
g bouabaz g g g
. Saad guermech- N N N
fs Siége bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
Barre Saad guermech- < s <.
ba d'appui bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- N N N
s3 Siége bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- L. N N
mw Mains bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. . Saad guermech- NN N N
mip Mains bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
Barre Saad guermech- < < <.
ba d'appui bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
Saad guermech- NN N N
p Porte bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- L. NN N
mh Mains bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
\ Saad guermech- NN NN N
f1 Fenétre bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
\ Saad guermech- L. NN N
2 Fenétre bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
Barre Saad guermech- < <. <.
MB1 d'appui bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
Barre Saad guermech- <. L. <.
MB2 d'appui bouabaz Negatif Negatif Negatif / /
Barre Place des martyrs- < <. <.
38ba d'appui 20Aout Negatif Negatif Negatif / /
. Place des martyrs- <. <. <.
39c Coussin 20Aout Negatif Negatif Negatif / /
. Place des martyrs- NN NN s
40s Siége oued el wahch Neégatif Neégatif Neégatif / /
41ba Barre | Place des martyrs- | oo e | Nogatif | Negatif / /
d'appui messiouen
42p Porte Place des martyrs- | nooair | Negatif | Negatif / /
messiouen
43mr Mains Place des martyrs- | oo o 6r | Negatif | Negatif / /
messiouen
44c Coussin | Placedesmartyrs- | oo | Negatif | Negatif | Eérobacter | oy op.
bouyala amnigenus
\ Place des martyrs- NN N s .
45f Fenétre oued el wahch Neégatif Neégatif Neégatif / /
46m Mains Place des martyrs- | oo o 6r | Negatif | Negatif / /
messiouen
47m Mains Place des martyrs- | oo 6r | Negatif | Negatif / /
messiouen
48m Mains Place des martyrs- | oo 6r | Negatif | Negatif / /
messiouen
49m Mains Place des martyrs- | poGie | Negatif | Positif | LErobacter | gy op
messiouen cloacae
50m Mains Place des martyrs- | oo 6e | Negatif | Negatif / /
messiouen
51m Mains Place des martyrs- | Positif Neégatif | Neégatif | Entérobacter | BLSE-
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messiouen sakazakii
52m Mains Place des martyrs- | oo | Nogatif | Negatif / /
messiouen
53m Mains Place des martyrs- | o e | Negatif | Negatif / /
messiouen
54m Mains Place des martyrs- | oo | Negatif | Negatif / /
messiouen
55m Mains Place des martyrs- | o e | Negatif | Negatif / /
messiouen
56m Mains Place des martyrs- | poGie | Negatif | Positif | EErObacter | gy op
messiouen cloacae
57m Mains Place des martyrs- | o e | Negatif | Négatif / /
messiouen
58m Mains Place des martyrs- | poGie | Negatif | Positif | LErObacter | gy op
messiouen cloacae
50m Mains Place des martyrs- | o e | Negatif | Négatif / /
messiouen
60m Mains Place des martyrs- | poGie | Negatif | Positif | LErObacter | gy op
messiouen cloacae
61m Mains Place des martyrs- | p it | Negatif | Negatif | Cierobacter | gy qp.
messiouen cloacae
62m Mains Place des martyrs- | oo | Negatif | Négatif / /
messiouen
63m Mains Place des martyrs- | poGiie | Negatit | Positif | Lerobacter | gy op
messiouen cloacae
64m Mains Place des martyrs- | \ooo6¢ | Negatif | Negatif / /
messiouen
.| Saad guermech- L NN N
sp Strapontin bouabaz Négatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- L NN N
s4 Siége bouabaz Négatif Negatif Negatif / /
gh Mains Saad guermech- Positif | Nogatif | Negatif | E5herichia | gy op
bouabaz coli
. Saad guermech- o N N
sl Siége bouabaz Négatif Neégatif Neégatif / /
. Saad guermech- o N N
s2 Siége bouabaz Négatif Neégatif Neégatif / /
. Saad guermech- L. N N
s3 Siege bouabaz Négatif Negatif Negatif / /
. Saad guermech- L. N N
hf Mains bouabaz Négatif Neégatif Neégatif / /
. Saad guermech- L. N s .
m Mains bouabaz Négatif Negatif Negatif / /
Barre Saad guermech- L N L.
ba d'appui bouabaz Négatif Neégatif Negatif / /
.| Saad guermech- o N L
st Strapontin bouabaz Négatif Neégatif Negatif / /
Poignet Place des martyrs- . N N Klebsiella )
65pf de fenctre | adl Positif Negatif Negatif oxytoca BLSE
Tableau Place des martyrs- L N L.
66tb de bord el hadaiek Négatif Neégatif Negatif / /
67ba Barre | Placedes martyrs- | nuoo6r | Nogatif | Negatif / /
d'appui messiouen2
68m Mains Place des martyrs- | Positif Neégatif Positif | Entérobacter | BLSE+
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messiouen cloacae
69ba Barre | Place des martyrs- | oo 6r | Nogatif | Negatif / /
d'appui bouzaroura
70ba B'arre . Place des martyrs- Positif Negatif Positif Klebsiella BLSE+
d'appui bouhamra oxytoca
Poionet Place des martyrs- Klebsiella
71pp g el hadaiek Positif Negatif Positif | pneumoniae | BLSE+
de porte
ssp
. Place des martyrs- <. s <
72s Siége Negatif Negatif Negatif / /
bouzaroura
. Place des martyrs- < < <.
73¢ Coussin oued el wahch Negatif Negatif Négatif / /
74ba Barre | Place des martyrs- | \oo e | Negatif | Negatif / /
d'appui messiouen2
Barr Gare routiére Entérobacter
75ba arre | Skikda-khenak Positif | Neégatif | Positif | o o04ctel | gy SE+
d'appui cloacae
mayoune collo
Barre Gare routiére o NN ... | Entérobacter
76ba d'appui Skikda-Annaba Positif Neégatif Positif cloacae BLSE+
Barre Gare routiére NN NN N
ba d'appui Skikda-constantine Negatif Negatif Negatif / /
. Gare routiére NN NN N
s Siége Skikda-Azzeba Negatif Negatif Negatif / /
Mini Gare routiére
mba barre Skikda-Tamalous Negatif Negatif Negatif / /
d'appui
\ Gare routiére NN NN L
pf Fenétre Skikda-Guelma Negatif Negatif Negatif / /
Barre Gare routiére o NN L. Serratia
L2 d'appui Skikda-Ain kachera Positif Negatif Negatif plymuthyca BLSE-
. Gare routiére . NN . .. | Escherichia
sc Siége Skikda-Collo Positif Neégatif Neégatif coli BLSE-
Barre Gare routiére . NN s Serratia
be d'appui Skikda-Collo Positif Neégatif Neégatif ficaria BLSE-
. Gare routiére L NN N
SO Siége Skikda-Om toub Négatif Neégatif Neégatif / /
Barre Gare routiére . NN . ... | Escherichia
bh d'appui Skikda-El harrouch Positif Neégatif Neégatif coli BLSE-
Barre Gare routiére .- L . ... | Escherichia
bo d"appui Skikda-Om toub Positif Negatif Negatif coli BLSE-




Annexes

Annexe 03 : Résultats d’analyse spectrophotométrique Nanodrop de ’ADN extrait a partir
des cultures bac




