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RESUME

Les infections nosocomiales constituent un probléme majeur de santé publique en
Algérie, notamment a Chlef, ou la contamination des surfaces hospitaliéres joue un rdle clé
dans leur propagation. L’objectif de cette étude était de caractériser la communauté
bactérienne présente dans les environnements hospitaliers L’étude de cette contamination a
¢été menée entre novembre 2016 et mars 2018 a I’EPH Sceur Badj (SB) et I’EPH Frere Khelif
(FKH) sur 384 échantillons prélevés sur des surfaces souvent négligées lors du nettoyage
quotidien (lits d’hospitalisation, téléphones de service, appareillage médical et poignées de
porte). L.’analyse microbiologique a conduit a 1’isolement de 281 souches bactériennes (108 a
SB et 173 a FKH), confirmées par le séquencage de I’ARN 16S. La contamination
bactérienne a atteint 33,92 % a SB et 52,90 % a FKH, avec une prévalence ¢€levée pour les
lits (47,22 % a SB et 43,93 % a FKH), suivie par ’appareillage médical (31,48 % a SB et
32,95 % a FKH). Les Enterobacteriaceaec dominaient (42,59 % a SB et 93,88 % a FKH), avec
E.coli comme espece la plus fréquente (10,40 % a SB et 11,11 % a FKH). Les Staphylococcus
représentaient 32,40 % des isolats a SB et 34,10 % a FKH, dont S.aureus (12,72 % a SB et
15,74 % a FKH). Les bactéries non fermentaires étaient également présentes en proportions
similaires dans les deux hopitaux (19,44 % a SB et 19,07 % a FKH). L’analyse statistique (2
= 12,000 ; p = 0,213) a révélé que la répartition bactérienne sur les différentes surfaces
¢chantillonnées n’était pas significativement différente. Les tests d’antibiogramme ont mis en
¢vidence une résistance ¢levée des Staphylococcus a la pénicilline G (78,72 %) et a
I’ampicilline (61,70 %). Les Enterobacteriaceae présentaient des taux de résistance alarmants
a la pipéracilline (80 % a SB et 100 % a FKH), bien qu’elles restent totalement sensibles a
I’imipenéme (100 %). Ces résultats soulignent 1’urgence de renforcer 1’hygi¢ne hospitaliére,
d’améliorer la désinfection des surfaces souvent négligées et d’instaurer une surveillance

microbiologique rigoureuse pour limiter la dissémination des bactéries multirésistantes.

Mots clés: Surfaces hospitalieres, communauté bactérienne, infections nosocomiales,

identification biochimique, séquencage d’ARN16S, antibiogramme.
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ABSTRACT

Nosocomial infections are a major public health concern in Algeria, particularly in
Chlef, where contaminated surfaces play a crucial role in their spread. This study aimed to
characterize the bacterial community present in hospital environments Between November
2016 and March 2018, a study was conducted in EPH Sceur Badj (SB) and EPH Frére Khelif
(FKH) to analyze 384 samples taken from surfaces often neglected during daily cleaning,
including hospital beds, service phones, medical equipment, and door handles.
Microbiological analysis led to the isolation of 281 bacterial strains (108 in SB and 173 in
FKH), whose identities were confirmed using 16S rRNA sequencing. The results showed a
high contamination rate of 33.92% in SB and 52.90% in FKH, with hospital beds being the
most contaminated surfaces (47.22% in SB and 43.93% in FKH), followed by medical
equipment (31.48% in SB and 32.95% in FKH). The most dominant bacterial family was
Enterobacteriaceae, representing 42.59% in SB and 93.88% in FKH, with E.coli being the
most frequently isolated species (10.40% in SB and 11.11% in FKH). Staphylococcus was
also highly prevalent (32.40% in SB and 34.10% in FKH), with S. aureus showing the highest
pathogenic potential (12.72% in SB and 15.74% in FKH). Non-fermenting bacteria were
present in similar proportions in both hospitals (19.44% in SB and 19.07% in FKH),
highlighting their significant presence on hospital surfaces. Statistical analysis using SPSS
indicated no significant differences in bacterial distribution across the sampled surfaces (¥2 =
12.000, p = 0.213), suggesting homogeneous contamination in both hospitals. Antibiotic
resistance testing revealed high resistance levels in Staphylococcus to penicillin G (78.72%)
and ampicillin (61.70%), while Enterobacteriaceae showed extreme resistance to piperacillin
(80% in SB and 100% in FKH) but remained fully sensitive to imipenem (100%). These
findings emphasize the urgent need to reinforce hospital hygiene protocols, improve the
disinfection of neglected surfaces, and establish strict microbiological monitoring to curb the

spread of multidrug-resistant bacteria and enhance patient safety.

Key words: Hospital surfaces, bacterial community, nosocomial infections, biochemical
identification, 16S rRNA sequencing, antibiotic resistance.
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Les infections nosocomiales, également connues sous le nom d'infections associées aux
soins de santé (IASS), représentent une préoccupation majeure dans le domaine de la santé
depuis de nombreuses années. Ces infections se manifestent généralement chez les patients
pendant ou aprés 48 heures de leur séjour dans un établissement de santé, tels que les
hopitaux, les cliniques, les maisons de retraite et autres structures médicales (Ducel et al.,
2002; Monegro et al., 2023). Elles sont particulicrement redoutées en raison de leur
potentiel a provoquer de graves complications, a prolonger la durée de séjour des patients

jusqu’a I’engagement du pronostic vital (Murni et al., 2013).

Les IASS, loin d'étre un probléme circonscrit a une région spécifique, transcendent les
frontiéres nationales, affectant de manicre universelle les systémes de soins de santé. Elles
représentent une menace persistante qui requiert une attention constante et des mesures de
prévention efficaces. Ces infections peuvent émerger de différentes origines, témoignant de
leur complexité et de leur insaisissabilit¢ en milieu hospitalier (Suleyman et al., 2018;
Otter et al., 2020). Elles englobent non seulement la contamination endogéne, c'est-a-dire
lorsque les propres micro-organismes du patient provoquent l'infection, mais également des
sources exogenes variées, parmi lesquelles figurent I’air, ’eau, les surfaces hospitaliéres, le
matériel des soins, les dispositifs médicaux, les visiteurs et le staff médical (Greenwood

et al., 2012; Afle et al., 2019; Jose et al., 2023) .

Les surfaces hospitalieres, qui englobent un large éventail d’éléments correspondent a
toutes les surfaces fréquemment utilisées par contact cutané et sont représentées, entre autres,
par tous les objets de support entourant le patient tels que les étageres et barrieres latérales
des lits, les supports de perfusion, les accoudoirs et les chaises, mais aussi les interrupteurs
et panneaux, ordinateurs ou instruments médicaux, téléphones et poignées de portes (Boyce
et al., 2007; Weber et al., 2013; Cobrado et al., 2017; Bhatta et al., 2018 ). Ces surfaces
jouent un rdle crucial dans la transmission des micro-organismes infectieux, certains de ces
agents pathogenes peuvent persister pendant de longues périodes pouvant aller jusqu'a
plusieurs mois (Kramer et al., 2006 ;Garcia-Cruz et al., 2012 ; Sserwadda et al., 2018 ;
Afle et al., 2019).

En effet, ces surfaces colonisées agissent comme des réservoirs constants et des

vecteurs potentiels de maladies, posant un risque pour ceux qui entrent en contact avec elles,
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il s’agit d’un risque qui peut étre plus ou moins important, notamment selon la nature des

micro-organismes impliqués.

L'implication des surfaces environnementales dans la propagation des maladies a été
soulignée a plusieurs reprises, il a été démontré qu'un patient qui réside dans une chambre
d'hopital précédemment occupée par un patient infecté court un plus grand risque de
développer une infection associée a ces mémes micro-organismes (Otter et al., 2013;

Mitchell et al., 2015).

Les agents pathogenes responsables de ces infections comprennent particulierement des
especes bactériennes suivies par des especes fungiques et des virus (Sikora et Zahra, 2023).
Les bactéries pouvant avoir une source exogene ou endogéne, les infections opportunistes
sont trés courantes chez les patients immunodéprimés. Les bactéries multi-résistantes sont
fréquemment observées dans les IASS et sont associées a une mortalité¢ importante (Sievert

et al., 2013 ; Jernigan et al., 2020).

L'ampleur du probleme des IASS est significative a 1'échelle mondiale. Chaque année,
des millions de patients contractent des IASS dans les hopitaux du monde entier, ce qui
entraine des centaines de milliers de déces (Allegranzi et al., 2011). Selon I’OMS en 2023,
5 % a 15 % des patients admis dans des établissements de court séjour contractent une IASS
a un moment donné. Cette situation est particuliérement préoccupante dans les pays en voie
de développement, ou les infrastructures hospitaliéres peuvent étre sous-financées, les
normes d'hygiéne moins strictes et les ressources limitées (Murni et al., 2013; Rodriguez et

al., 2017).

La pandémie de Covid-19 a ajouté une complexité aux infections nosocomiales, La
pandémie éclatée a la fin de I’année 2019, a ajouté une dimension nouvelle et urgente a la
lutte contre les infections nosocomiales. Les hopitaux ont été soumis & une pression sans
précédent pour traiter les patients atteints de COVID-19, ce qui a accentué la nécessité de
maintenir des environnements hospitaliers propres et slrs. Les protocoles de nettoyage et de
désinfection des surfaces ont été renforcés dans le monde entier pour prévenir la propagation
du virus, soulignant ainsi l'importance cruciale des surfaces hospitalieres dans la

transmission des infections (Li et al., 2021 ; Richterman et al., 2021).

L'Algérie, en tant que pays en voie de développement, se trouve confrontée a des défis

considérables dans la lutte contre les IASS. Un probléme préoccupant réside dans le manque
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de recherches et de données disponibles concernant la prévalence et la caractérisation des
bactéries présentes sur les surfaces hospitaliéres du pays (Bouguenoun et al., 2016; Zenati
et al., 2016). Cette lacune de connaissances entrave grandement la capacité de I'Algérie a

mettre en place des mesures de prévention efficaces.

En effet, I'absence de données précises rend difficile I'identification des principales
menaces bactériennes et 1'évaluation des facteurs de risque spécifiques au contexte algérien.
Cela compromet la sécurité¢ des patients et le bien-étre du personnel médical, tout en

augmentant les colts de traitement et la durée des hospitalisations.

Des mesures de prévention telles que la désinfection des surfaces et une bonne hygiéne
des mains peuvent jouer un role majeur dans l'interruption de la transmission des pathogenes

liés aux soins de santé (Weber et al., 2010; Garcia-Cruz et al., 2012; Otter et al., 2020).

De plus, il est important de contrdler la présence de ces micro-organismes dans
différentes zones des unités de soins afin d'évaluer l'efficacité des processus de désinfection

(Mehta et al., 2014; Ong et al., 2020).

Indéniablement, la caractérisation moléculaire des pathogénes responsables des
infections nosocomiales fournit des informations précieuses pour le contrdle de la
contamination de l'environnement hospitalier (Russotto et al., 2015 ; Bhatta et al., 2018).
Cependant, le degré de contribution de la contamination continue des surfaces au
développement des infections associées aux soins de santé n'est pas clair et les approches de

controle restent incertaines (Doll et al., 2018).

Il existe peu d'informations sur la prévalence des bactéries circulant dans les hopitaux
algériens, et trés peu d'études ont exploré ce domaine (Bouguenoun et al., 2016 ; Zenati et
al., 2016). De plus, il n'existe pas de données publiées sur la contamination des surfaces
hospitaliéres négligées lors des procédures de nettoyage et de désinfection. A notre
connaissance, cette étude pourrait étre considérée comme le premier rapport traitant ce sujet

dans les hopitaux publics algériens.
Les principaux objectifs de notre travail visent a:

v Combler les lacunes de connaissances actuelles concernant les infections

nosocomiales en Algérie,
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v’ Déterminer la diversité bactérienne présente sur les surfaces hospitaliéres, d'identifier
de maniere phénotypique basée sur la caractérisation biochimique et la caractérisation de
I’antibiorésistance des souches isolées,

v Confirmer I’identification par le séquengage du géne codant pour I’ARN ribosomale
16S.

v’ Evaluer l'efficacité des protocoles de nettoyage et de désinfection en place.

La démarche adoptée pour atteindre les objectifs de la thése a nécessité 1’organisation

de notre manuscrit en trois chapitres :

Le premier chapitre du document comprend une revue bibliographique sur les infections
nosocomiales et les techniques appliquées pour identifier les germes responsables. Ce
chapitre est subdivisé en trois parties distinctes : La premiére partie est consacrée aux
surfaces hospitalicres et a leur impact sur la transmission des infections. La deuxiéme partie
aborde les infections nosocomiales et les agents pathogenes responsables. La troisiéme
partie expose les méthodes utilisées pour I’identification des agents nosocomiaux impliqués

dans les infections.

Le deuxiéme chapitre concerne les spécificités du matériel et de la méthodologie
adoptée pour la caractérisation de la communauté bactérienne présente sur les surfaces des
hopitaux de Chlef. Ce chapitre comprend un protocole expérimental détaillant les différentes
étapes d’échantillonnage ainsi que les analyses biochimiques et moléculaires réalisées, leurs

principes et démarches.

Le troisiéme chapitre expose les résultats obtenus et développe une discussion générale
ou une signification est donnée a nos résultats tout en les comparant avec ceux d’études

similaires.

Enfin, une conclusion générale récapitule brievement le cheminement de la recherche et

propose des perspectives pour des recherches futures.
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I. Environnement hospitalier:

L’environnement hospitalier représente un danger pour les patients admis a 1’hopital.
Selon Cholley et al. (2013), ce risque est associé¢ d’une part a la diversité, a la richesse et a la
nature des agents bactériens, fungiques et/ou viraux présents dans cet environnement, et
d’autre part a la vulnérabilité des patients face a l'infection en raison de la rupture de
l'intégrité cutanéo-muqueuse, de 1'immunodéficience secondaire a la thérapeutique ou a la
maladie qui justifie 'hospitalisation, ainsi qu'a l'invasive nature des méthodes thérapeutiques

et/ou diagnostiques utilisées.

1. Définition:

Les milieux hospitaliers sont des établissements de soins ou un personnel soignant peut
prendre en charge des personnes malades ou victimes de traumatismes trop complexes, pour
étre traiter a domicile ou dans le cabinet médical (Chiaradia, 2019), mais en méme temps
I’hopital est également un lieu ou 1’on peut contracter des maladies infecticuses (Bounab et

al., 2011).

L’environnement hospitalier regroupe I’eau (de réseau, et de dialyse), I’air (médical ou
atmosphérique), les aliments, et toutes les surfaces inertes et vivantes qui entrent en contact
avec les patients, les visiteurs ou le personnel médical dans une structure hospitali¢re (les
mains du personnel, le linge, les déchets, les dispositifs médicaux) (Le Heurt et al., 1995 ;

Bosi, 2000 ; Cavallo et al., 2002).

2. Contamination de l'environnement par les microorganismes :

Lister (1867) a démontré l'importance de la contamination de I'environnement dans le
risque d'infection au bloc opératoire. En effet, il soupgonnait la présence des microbes dans les
plaies chirurgicales et il a suggéré une stérilisation de l'air par dispersion le brouillard d'eau
carbolique sur et autour les tables d'opération, cette stérilisation avait un effet préventif aussi

bien curatif sur les infections des plaies chirurgicales (Pitt et Aubin, 2012).
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D’apres Barbut et Neyme (2006), la colonisation des contaminants dans le milieu
hospitalier est trés répandue et pour la réduire et la contrdler, des mesures contraignantes,
complexes et coliteuses sont nécessaires. Cette colonisation varie qualitativement et
quantitativement dans le temps et d’un établissement hospitalier a un autre et parfois au sein
d'un méme établissement, et aussi selon les services, les patients, les soins, le nettoyage, et les
techniques pratiquées dans la structure hospitaliére. De ce fait, le milieu hospitalier est décrit
donc comme un réservoir d'organismes a partir duquel des infections nosocomiales peuvent se

développer et étre une source des phénomenes épidémiologiques (Talon, 1999).

L'environnement hospitalier est régulierement colonisé par divers microorganismes
responsables des infections nosocomiales et qui constituent de véritables niches écologiques
d’origine humaine qui peuvent étre issus de patients, du personnel soignant et des visiteurs
(flore digestive, respiratoire, et cutanée) ou d’origine environnementale (air, eau, surface)
(Astragneau et Lucet, 1998 ; Bertrou et al, 2000). Les bactéries, les virus et autres
microorganismes sont présents un peu partout dans 1’air, les sols, I’eau, la peau (Kahlouche,

2018).
2.1 Air:

L’hopital est considéré comme un lieu ou les malades et les soignants se rencontrent
avec les microorganismes qu’ils portent. Il existe un risque potentiel de contamination de 1’air
par les microorganismes pathogenes, dans les conditions normales; 1’air intervient comme
vecteur de nombreux micro-organismes (bactéries, virus, moisissures et levures) et pas comme
source de pathogénicité. Les germes véhiculés par 1’air sont d’origine environnementale (flore

saprophyte) et humaine (flore commensale humaine) (Desenclos, 2008).

La transmission de ces microorganismes se fait a l'aide des supports de différentes
tailles : les poussiéres, les squames cutanées (dans les cas des brilures de 3°™ degré), les
petites particules de salive libérées pendant la toux et les éternuements. Aprés quelques
minutes,_les grosses particules sédimentent tandis que les plus petites peuvent rester en

suspension plusieurs minutes jusqu'a des heures, ou elles peuvent diffuser et pénétrer dans les
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alvéoles pulmonaires des patients et de personnel médical par inhalation (Barbut et Neyme,

2006).

Selon la turbulence aérienne, les germes sédimentent spontanément en plusieurs heures,
mais lorsque 1’air de la piéce est agité (ouverture de porte et des fenétres, aération
conditionnée, mouvements des personnes), les germes sont remis en suspension (Aliabadi et

al., 2011).

2.2 Eau:

La consommation d’eau dans les établissements sanitaires est particulierement trés
importante, que ce soit pour boire, laver les patients, laver les mains ou rincer les équipements

médicaux et le nettoyage (Herault, 1999).

Les risques majeurs liés a la consommation de 1’eau sont infectieux, selon
I’organisation *Infection Control Today* (Hanlin et Myers, 2018), les microorganismes
présents dans I'eau ou colonisant les systémes d’installation hydrique et véhiculés par les
canalisations de distribution peuvent causer un effet pathologique principalement au niveau
digestif et provoquent une contamination intra hospitalier, donc l'eau joue le role d’un
réservoir émetteur et un vecteur des infections nosocomiales. Les bactéries en cause peuvent
étre: les bacilles a Gram négatif, Entérocoques, E. coli, Salmonella, Shigella, Listeria,
Yersinia enterocolitica ainsi que des bactéries plus spécifiques de I'environnement hospitalier
telles que Clostridium difficile, Serratia marcescens, et Legionella qui s'installe surtout dans
les réservoirs d'eau chaude ainsi que la présence quasi permanente de Pseudomonas

aeruginosa dans les siphons d'installation sanitaire (Gavalada et al., 2019 ;Brahimi .2020).

Les principales causes de contamination microbiologique de l'eau en général sont liées :
a la contamination initiale du réseau de distribution public, ou du réseau de distribution interne
de I'hopital ; stagnation de 1'eau dans les bras morts du réseau ou il y aura formation de biofilm,
dans les réservoirs, et méme dans certains équipements; ainsi que les travaux de maintenance

effectués sur le réseau et le non-respect des regles d'hygiene (Brahimi .2020).
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2.3 Surface:

Les surfaces hospitaliéres par définition sont toutes surfaces inertes présentes au niveau
des ¢établissements de soin pouvant €tre touchées par les patients, le personnel médical et les
visiteurs, mobilier comme les lits hospitaliers, bureaux, chaises, les accessoires inclus les
portes, les poignets, les interrupteurs, les téléphones des services, les robinets, les chariots, et
le matériel médical. Plusieurs études scientifiques montrent que la colonisation des
microorganismes dans les surfaces hospitalieres existe et joue un rdle trés important dans la
transmission de nombreux pathogenes liés a 1’infection nosocomiale telle que les SARMs, les
Entérocoques, Clostridium difficile, les Acinetobacters et les norovirus (Weber et Rutala,
2013). La contamination de ces surfaces inertes se fait soit par contact direct par les
microorganismes ou bien par sédimentation des particules en suspension dans 1'air (Lucet et
Astragneau, 1998). Il a été estimé que 40 a 60% des agents pathogénes qui causent des
infections nosocomiales provenaient de la propre flore endogene du patient, et 20 a 25% sont
dus a des modifications de la flore causées par l'utilisation d'antibiotiques et 20% proviennent

d'autres sources environnementales (Barbut et Neyme, 2006 ; Weber et al., 2013).

La contamination de l'environnement est une source potentielle d'agents pathogénes
pouvant étre transmis par contact. Une étude a révélé que les robinets d'eau, les poignées de
porte et les surfaces de travail des hopitaux contenaient le plus grand nombre de microbes
(Tagoe et Desbordes, 2012). L'équipement et l'environnement du patient sont des sources

potentielles et doivent étre maintenus propres.

La répartition de la contamination des surfaces est souvent hétérogéne et dépend aux

nombreux facteurs:

a) La nature des surfaces : I’adhérence est en fonction de la nature du support
(métal, polymeére, plastique, cuivre), a la texture (lisse ou rugueuse), et 1’état de
la surface (usure, corrosion). Des preuves scientifiques démontrent que les
surfaces contenant au moins 60% de cuivre permettent la diminution de 90% de
la charge microbienne et du risque de transmission des infections nosocomiales

(Sharpe et Schmidt, 2011).
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Par exemple, le norovirus, qui provoque un grand nombre de décés due a la gastro-
entérite, est rapidement détruit sur les surfaces en cuivre, alors qu'il existe encore sur les
surfaces en plastique ou en acier inoxydable et continue de se diviser pendant plusieurs

semaines (Warnes et Keevil, 2013).

Concernant la texture, Mann et al., (2014) ont prouvé que par rapport a la surface lisse,
les surfaces a micro-pattern (MP) peuvent réduire la colonisation des Staphylococcus aureus

sensibles a la méthicilline (MSSA) et Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline

(MRSA).

b) Le degré de salissure de la surface, en particulier leur contenu en maticres
organiques et la qualité des désinfections et de nettoyage (Bertrou et al., 2000).

¢) La nature et la durée de vie des différents germes sur une surface inerte, leur
capacité d’adhérence (sécession de l'adhésine) et la formation d'un biofilm,
ainsi que leur capacité a résister aux conditions défavorables par le phénomeéne
de sporulation (Warnes et Keevil, 2013).

d) La structure de microorganismes dont la présence éventuelle d’appendices :
flagelles, pilis, curlis (appendices composés de fibres flexibles), aidant a la
motilité et le déplacement des bactéries sur les surfaces inanimées pendant
plusieurs mois. Par exemple, les curlis ont un role dans 1’adhésion de E. coli sur
des surfaces inertes de toute nature et expliquent partiellement la grande

capacité colonisatrice de cette bactérie (Vidal et al., 1998).

3. L'environnement hospitalier, un réservoir potentiel des microorganismes

impliqués dans les IN:

Les microorganismes qui colonisent le milieu hospitalier sont treés divers d'origine
humaine ou spécifiquement environnementaux (Weber et Rutala, 1997), on trouve les
bactéries, les levures, les champignons filamenteux, les virus et les parasites, et peuvent
appartenir a des espeéces opportunistes qui ne manifestent leur toxicité et leur virulence que
pour les personnes immunodéprimées dont les défenses immunitaires sont affaiblies, ou a des

especes pathogenes strictes pour I'homme (Bosi. 2002).

10
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La capacité de provoquer une infection hospitaliére dépend de la virulence du germe, de
sa quantité, ou sa concentration, et les modes de transmission et de contamination (hydrique,
aérienne, par contact des surfaces), et surtout la réceptivité de 1’hdte (son €état immunitaire
comme les immuno-suppresseurs, les comorbidités actives; par exemple l'dge, et la

dénutrition) (Weber et al., 2010).

I1. Les infections nosocomiales:

Les infections nosocomiales (IN) plus précisément appelées infections liées aux
procédures de soins, représentent aujourd’hui une préoccupation centrale des professionnels
de santé, elles représentent un probléme réel de la santé publique dans le monde entier
(Lemiech-Mirowsk et al, 2023). Selon_I'OMS (2022), chaque année, des centaines de
millions de patients sont affectés par des infections nosocomiales, ce qui entraine la mort d’un
patient sur 10 parmi les patients infectés, et que dans les hopitaux de soins aigus, sept patients
sur 100 dans les pays a revenu €élevé et 15 patients sur 100 dans les pays a revenu faible ou
intermédiaire contractent au moins une infection nosocomiale pendant leur s¢jour a 1’hopital.
De plus, jusqu’a 30% des patients en soins intensifs sont touchés par des infections
nosocomiales, avec une incidence de deux a 20 fois plus ¢élevée dans les pays a revenu faible

ou intermédiaire que dans les pays a revenu ¢€levé.

D’aprés OMS (2020), en 2019, un quart des établissements de santé n'étaient pas
équipés de services d’approvisionnement en eau de base, ce qui a entrainé un risque accru
d'infections pour 1.8 milliard de personnes, y compris les professionnels de santé et les

patients.

1. Définition:

Les infections nosocomiales (IN), aussi appelées infections hospitalieres est définie
selon les recommandations du Comité du Conseil de 1I’Europe en 1984 et ’OMS (2002)
comme toute infection acquise a I’hopital, et qui n'était ni en incubation, ni présente a
I'admission du malade, due a des micro-organismes, cliniquement et bactériologiquement
identifiable, qui affecte soit le malade au cours d' une hospitalisation ou consultation externe

ou en traitement ambulatoire (RAISIN, 2013), soit le personnel médical et auxiliaire et les
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visiteurs (Astagneau et Lepoutre, 2002), du fait de son activité, que les symptomes de la

maladie apparaissent ou non, pendant que 1’intéressé se trouve a 1’hopital.

Pour qu’une infection soit considérée comme nosocomiale, une période de 48 heures

minimum post admission a I'hdpital est nécessaire (Epelboin et Macey, 2009).

En effet, la premic¢re définition a été remise en question par Silvestri et d'autres, qui
pensaient que l'infection ne peut étre appelée infection nosocomiale que lorsque le germe
responsable de l'infection était absent dans sa flore au moment de 1'admission du patient. Selon
eux, cette définition conduirait a une surestimation du nombre réel d'infections hospitali¢res

(Silvestri et al., 2005).

Les infections de plaies opératoires et chirurgicales (si des prothéses ont été posées),
survenues dans les 30 jours ou un an suivant ’intervention sont considérées comme des
infections nosocomiales. Cependant, il est conseillé de vérifier dans chaque situation

douteuse, la probabilité¢ d'un lien causal entre 1'hospitalisation et I'infection (OMS, 2015).

2. Modes de contamination:

Peu importe son mode de propagation, la situation médicale du patient favorise

l'apparition d'une infection nosocomiale (Kahlouche, 2018).

Les origines principales des agents pathogénes nosocomiaux peuvent étre deux :

A. Une origine endogéne:

C’est a dire que le patient s’infecte avec ses propres germes (la flore commensale), soit
in situ, soit a partir de l'environnement immédiat (Figure 1). Les germes responsables
peuvent étre ceux du tractus digestif, de la peau, des muqueuses. Dans ce type d’origine, les
bactéries multi-résistantes sont de plus en plus retrouvées (Rossolini et al, 2008 ;

Libertucci et Young, 2019).
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Figure 1: Infections nosocomiales d’origine endogéne (Lemsanni, 2016).

B. Une origine exogéne:

Le germe responsable de I’infection nosocomiale provient de la flore transitoire ou
résidente du personnel soignant, visiteurs, I’environnement, les dispositifs médicaux, locaux

(Horan et al., 2008).

La transmission est le plus souvent manuportée (par contact direct), dont le role des
mains du personnel soignant, des visiteurs et des patients est de permettre le transfert passif
des microorganismes d'un patient a un autre (infection «croisée»), ou via 1’environnement,
objets ou équipements médicaux (par contact indirect) (Figure 2). Dans ce type de contact, la
transmission peut s’effectuer par voie aérienne, par voie hydrique, ou par I’intermédiaire d’un

support contaminé (Saidoun, 2021).
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Patient contaminé par une flore

hospitaliére

Figure 2: Infections nosocomiales d’origine exogeéne (Lemsanni, 2016).

3. Facteurs favorisants les infections associées aux soins:

Les infections associées aux soins sont favorisées par des facteurs intrinséques qui sont

propres au malade et des facteurs extrinseéques (Angoue, 2020).

A. Facteurs intrinséques:
Ces facteurs sont représentés par 1’age avancé ou prématurité, la gravité des pathologies

motivant [’hospitalisation, la malnutrition, le déficit immunitaire et le score de gravité
(Angoue, 2020).
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B. Facteurs extrinseques:

I1 s’agit de la concentration importante des germes en milieu hospitalier, I’importance
des procédures invasives diagnostiques ou thérapeutique, le nombre élevé de personnels
donnant les soins aux malades (transmission croisée), le défaut d’application des regles
d’hygieéne et d’asepsie, ainsi que le manque de ressources humaines et les techniques dans les

pays en voie de développement (Monnet, 2011).

Dans les soins de sant¢ modernes, les procédures et interventions chirurgicales
invasives, les dispositifs médicaux a demeure et les prothéses sont associés a ces infections.
L'é¢tiologie des IAS dépend de la source ou du type d'infection et de l'agent pathogeéne

responsable, qui peut étre bactérien, viral ou fongique (Sikora, 2023).

4. Types d’infections nosocomiales:

Selon le Centre du Controle des maladies (CDC), les infections nosocomiales sont
généralement classées en 13 types en fonction de leur site d'infection. Infections du site
opératoire, des voies respiratoires, du sang, infections fongiques, infections des voies
urinaires, du systéme nerveux central, pneumonie nosocomiale, y compris les infections
bactériennes et la pneumonie virale, Mycobacterium tuberculosis, 1'aspergillose pulmonaire du
légionnaire, sont quelques types des infections nosocomiales qui peuvent étre rencontrées
( Letica-Kriegel et al., 2019). D'apres une enquéte menée en ¢établissements de santé
en France en 2017 sur la prévalence des infections nosocomiales et des traitements anti-
infectieux, les quatre principales localisations d’infections nosocomiales sont
en ordre décroissant : les infections urinaires (28.47%), les infections du site opératoire

(15.92%), les pneumonies (15.63%) puis les bactériémies (11.43%) (Daniau et al., 2018).

Selon Zeroual (2010), la fréquence et l'origine des IN varient considérablement en
fonction de la région étudiée aussi bien que selon le type de service hospitalier et de patients

concernés, ainsi, chaque service a ses propres spécificités et son « écologie microbienne ».
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4.1 Infections urinaires:

Les infections urinaires nosocomiales sont courantes dans I'univers médical et font
partie des infections bactériennes fréquentes, mais surtout celles qui sont associées au cathéter
est l'infection nosocomiale la plus courante, dont le risque d'infection urinaire augmente avec

I'augmentation de la durée du cathétérisme (Ducla, 2023).

4.2 Infections des voies urinaires associées au cathéter (CAUTI):

Le facteur de risque le plus critique de CAUTI est la durée du cathétérisme. Le protocole
opératoire ou d'insertion, tel que le non-respect des techniques aseptiques, est un autre facteur
de risque modifiable. Les caractéristiques des patients qui prédisposent & un risque accru sont
le sexe féminin, la paraplégie, les maladies cérébrovasculaires, 'dge avancé, le diabéte, les
antécédents d'infection urinaire au cours de l'année précédente et I'utilisation récente

d'antibiotiques dans les 90 jours (Letica-Kriegel et al., 2019 ;Ducla, 2023).

Toutefois, la simple présence d’hémocultures positives chez un patient portant un
cathéter, sans porte d’entrée évidente sera considéré comme bactériémie primaire et non liée a

la présence du cathéter (Letica-Kriegel et al., 2019).

4.3 Infections du site opératoire:

Les infections de la plaie opératoire (qui sont généralement superficielles a 1'origine) et les
infections profondes qui affectent les organes sont distincts dans cette catégorie.Selon Ducel
(2002), les interventions chirurgicales pour implanter une prothése ou pour une transplantation
peuvent entrainer des infections nosocomialestres tardives, allant jusqu'a un an apres

l'opération.

4.4 Infections pulmonaires nosocomiales:

Selon le haut conseil de la santé¢ publique (2010). les infections pulmonaires sont
parmi les plus fréquentes des infections acquises a 1’hopital, avant ou aprés les infections

urinaires selon les études (Tiv et al., 2010). Elles sont classées en deux catégories :
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- La pneumonie acquise sous ventilation mécanique (PAVM): ce type d’infection est en
majorité associé a la mise en ceuvre d’une ventilation mécanique, soit de maniére invasive par
I’intermédiaire d’un tube endotrachéal ou d’une trachéotomie, ou de maniére non invasive par
I’intermédiaire d’un masque facial ou d’un autre procédé¢, dans les 48 heures précédant la
survenue de I’infection, ce qui représente un véritable probléme dans les unités de soins

intensifs (USI) (Letica-Kriegel et al., 2019; Monnet 2011; Saidoun, 2021).

- La pneumonie qui se produit en I’absence de ventilation mécanique, pour lesquelles
il peut étre difficile et parfois impossible de réaliser un diagnostic microbiologique, voire radio

logique (Caneiras et al., 2019).

Les principaux agents pathogenes responsables de PAVM sont S. aureus, P. aeruginosa
et les Entérobactérales. La présence de S.aureus ou de S. pneumoniae est principalement
responsable de PAVM dites précoces (survenant dans les 5 premiers jours post-intubation).
En revanche, P.aeruginosa ou A.baumannii, sont responsables de PAVM tardives

(qui se produit apres 5 jours) (Filali, 2022).

4.5 Septicémies:

La majorité des cas de septicémies nosocomiales sont liés a l'utilisation de DM, que ce
soit a travers des dispositifs intra-vasculaires ou des cathéters centraux ou périphériques

(Ducel et al., 2002).

Selon Markwart et al. (2020), chaque année, plus de 24.4% des patients atteints d’une
septicémie liée aux soins de santé d’origine nosocomiale et 52.3% des patients traités dans une
unité¢ de soins intensifs perdent la vie. Les décés sont multipliés par deux ou trois chez les
patients atteints d’infections résistantes aux antimicrobiens, chez les nouveau-nés et dans les

pays a revenu faible ou intermédiaire.

Parmi les autres IN moins fréquentes et/ou de moindre gravité, il y’a les infections de la
peau et des tissus mous, les gastro-entérites (principalement touchant les enfants), les
infections de la sphére oto-rhino-laryngée (ORL), telles que les sinusites ou les conjonctivites,

ainsi que les infections post-partum de la sphere génitale (Ducel, 2002).
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5. Les pathogénes responsables des infections nosocomiales:

Les infections nosocomiales sont la premicre cause de morbidité et de mortalité¢ (Daniau
et al., 2018). Elles sont généralement causées par divers agents pathogenes acquises au sein
d’un établissement de soins: des bactéries, des champignons, des virus et des parasites

( Nimer, 2022).

Ces agents infectieux varient selon les populations de patients, les types

d’établissements de santé, et le pays (Koumedjina, 2019).

5.1 Bactéries:

La plupart des pathogénes responsables d'IN sont des bactéries (Figure 3) (Allegranzi
et al., 2011; OMS, 2020). Elles jouent un role potentiel dans les infections hospitaliéres et
représentent la moiti€ des germes isolés dans le cadre d’infections nosocomiales dans le
monde en contrairement aux autres microorganismes. Assez de données précises sont
disponibles sur I’implication des bactéries dans l'infection liée aux soins (Figure 3), ces
microorganismes sont les plus remarquables dans les infections hospitaliéres parce qu'ils sont
trés souvent résistants aux antibiotiques. Les phénomeénes de I'antibiorésistance sont trés
nombreux, ou sont capables d'échanger entre eux des informations de résistance par la

transformation plasmidique (Koumedjina, 2019).
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Figure 3: Prévalence des pathogenes responsables d’infections nosocomiales (Monnet, 2011).

De plus, les bactéries suite a leurs morphologies inclus les pili et les fimbria aussi leur
capacit¢ de formation des biofilms (Figure 4) peuvent subsister sur des surfaces pendant
plusieurs jours voire des semaines et des mois comme les bactéries a Gram positif, telles que

Enterococcus spp., S.aureus ou S.pyogenes (Kramer et al., 2006).
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Figure 4: Processus d’adhésion et de croissance des bactéries en biofilm sur une surface

hospitaliére (llustration réalisée par BioRender, d’aprés Kramer et al., 2006).

5.1.1 Classification des bactéries en milieu hospitalier :

Deux types de bactéries sont distingués, pouvant étre présents dans 1I’environnement des

patients et dans les établissements hospitaliers:
A. Des bactéries d’origine humaine (la flore commensale) :

La flore bactérienne commensale est un ensemble des bactéries qui vivent a I'intérieur
ou sur un organisme, principalement les muqueuses : peau, tube digestif, arbre respiratoire, et
appareils génitaux chez les personnes saines. Elle est présente des la naissance et se régénere
rapidement, dont chez un étre humain en bonne santé adulte héberge 10'* cellules
bactériennes en permanence sans provoquer de troubles. Elle joue plusieurs roles : contribuent
a la protection de la peau, protecteur significatif en empéchant la colonisation par des micro-

organismes pathogénes. Amélioration du systéme immunitaire, entrent dans le processus de
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digestion et les équilibres des épithélia (pH, biofilm, synthése de vitamine, digestion de la

cellulose) (Walter et Ley, 2011; Zhang et al., 2015).

Une infection peut étre causée par certaines bactéries commensales si les défenses
immunitaires de 1’hote sont affaiblies. Par exemple, les staphylocoques cutanés coagulase-
négatifs provoquent des infections sur cathéter vasculaire et Escherichia coli présentes dans

I’intestin sont la cause la plus courante d’infections urinaires (Ducel et al., 2002).

B. Des bactéries d’origine environnementale (flore saprophyte):

Les bactéries saprotrophes sont des bactéries environnementales qui vivent généralement
dans le sol et elles se nourrissent de matiére organique, elles agissent comme des

décomposeurs importants (Anderson et al., 1985).

Certaines bactéries saprotrophes comme les entérobactéries peuvent étre des vecteurs de
maladies d'origine alimentaire. Ce sont des agents pathogénes courants en médecine et en
agriculture, car ils se déplacent facilement entre les individus via la consommation ou d'autres
modes d'exposition, tels que le contact avec les excréments (Kupriyanov et al., 2010).

5.1.2 Les différents types des bactéries :
A. Bacilles Gram négatif fermentants:
s Les Entérobactéries:
Les entérobactéries peuvent coloniser certains sites lorsque les défenses immunitaires de

I’hote sont affaiblies (site d’insertion d’un cathéter, d’une canule, sonde urinaire) et provoquer

des infections graves (Bouillard et al., 2005).

> Enterobacter:

Plusieurs espeéces de ce genre sont responsables des infections nosocomiales
E.sakazakii, E.cloacae, E. aerogenes. Les especes de ce genre sont souvent présentes dans les

unités de soins intensifs et sont a l'origine de 8.6% des infections nosocomiales selon les
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Centres pour le Contrdle et prévention des maladies (CDC) des Etats-Unis (Boyce et al.,

2004).

> Klebsiella pneumoniae:

K .pneumoniae est une bactérie commensale de ’intestin et des voies respiratoires. C’est
un agent pathogeéne responsable d'infections nosocomiales responsable d'infections broncho-
pulmonaires, urinaires, bactériémies, infections méningées post-traumatiques ou post-

chirurgicale) (Lau et al., 2008).

D’aprés Aracil-Garcia et al. (2017), K pneumoniae posséde une multirésistance,

notamment les aminosides, les céphalosporines de troisiéme génération, et les carbapénémes.

> Escherichia Coli:

Ces bacilles a Gram négatif aérobies peuvent se retrouver €galement au niveau des
muqueuses de I’homme et de I’animal (Saidoun, 2021). C’est le pathogene le plus isolé dans

les infections urinaires nosocomiales (Ducel et al., 2002 ; Monnet, 2011).

B. Bacilles Gram négatifs non fermentants:

> Pseudomonas aeruginosa:

C’est un pathogéne opportuniste, commensal et environnemental, mais peut
occasionnellement passer a un état pathogeéne, provoquant des infections difficiles a traiter

(Palmer et Whiteley, 2015).

P.aeruginosa est une bactérie ubiquitaire, est adaptable a différents environnements,
couvrant une grande variét¢ d'habitats, y compris le corps humain, le sol, l'eau, les
canalisations, l'environnement hospitalier, dont la propagation de nouvelles infections
provenant de ce milieu nécessite une attention particuliere afin de minimiser le risque

d'infection nosocomiale par cet agent pathogene (De sousa et al., 2021).

Ce pathogene est caractérisé par son pouvoir d’adaptation et sa capacité de former un

biofilm. En 2017, I'OMS I'a classée parmi les trois bactéries les plus dangereuses pour la santé
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humaine. Selon Filali (2022), elle peut aussi causer a I’hopital des infections respiratoires de
type pneumonies nosocomiales ou pneumopathies acquises sous ventilation mécanique, de
bactériémies, d’infections de plaies (surtout chez le grand briil¢, aprés une chirurgie ou sur
escarres), d’infections urinaires (le plus souvent sur sonde) ou encore de méningites post

chirurgicale.

> Acinetobacter baumannii:

Parmi les principales bactéries responsables d’infections chez [1’humain est
Acinetobacter baumannii, elle colonise la flore cutanée, pouvant étre présente surtout dans les
unités de soins intensifs. Elle est largement distribuée dans le sol, I'eau et déchets. Elle est
retrouvée également dans la peau, oropharynx, tractus gastro-intestinal (GIT) et respiratoire,
tractus d'individus normaux, I'affirmant comme une flore normale des voies respiratoires et de

la peau humaine (Sohail et al., 2016).

A.baumannii provoque un certain nombre d'infections potentiellement mortelles chez les

patients hospitalisés (Kyriakidis et al., 2021).

Au cours des dernic¢res années, cet agent pathogene a présenté une multi résistance aux
médicaments (MDR), principalement en raison d’un abus massif d’antibiotiques et d’une
mauvaise gestion, ce qui rend trés difficile a sélectionner un médicament approprié pour traiter

les infections causées par ce pathogéne (Fishbain et Peleg, 2010).

> Legionella:

Les diverses especes de Legionella représentent un risque spécifiquement hospitalier,
pouvant provoquer des pneumopathies (endémiques ou sporadiques) par inhalation d’aérosols
impliquant de 1’eau contaminée (climatisation, douches, aérosols a visée thérapeutique)

(Gleason et Cohn, 2022).

23


javascript:void(0)

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

C. Cocci Gram positif:
> Les staphylocoques:

L’espece la plus fréquente dans les infections du site opératoire est le Staphylococcus

aureus (Staphylocoque doré) ( Pal et al., 2019).

S. aureus se trouve sur la peau et les muqueuses (le plus souvent la zone nasale) de la
plupart des individus sains (y compris les souches résistantes aux médicaments telles que le
SARM) (Boucher et Corey, 2008). Cependant, certaines populations ont tendance a avoir des
taux plus élevés de colonisation par S. aureus (jusqu'a 80%), comme les travailleurs de la
santé, les personnes qui utilisent régulierement des aiguilles, les patients hospitalisés et les

personnes immunodéprimées (Rasigade et Vandenesch, 2014 ).

S. aureus peut provoquer diverses infections potentiellement graves si elle pénétre dans
la circulation sanguine ou dans les tissus internes, dont la transmission se fait généralement
par contact direct, impliquant d'autres méthodes de transmission dans d’autres infections tels
que les vecteurs passifs. Ces germes sont les plus isolés dans les septicémies en néonatologie,
pouvant étre responsables d’infections cutanées et muqueuses, ainsi que de septicémies

(Taylor et Unakal, 2023).

> Les entérocoques:

Les Espéces Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium sont généralement

responsables de certaines infections nosocomiales.

Ils sont résistants & un grand nombre d’antibiotiques, dont des résistances aux
glycopeptides (Vancomycine), de plus ils posseédent de nombreuses résistances naturelles

(Saidoun, 2021).

D. Bacilles Gram positif:
> Clostridium difficile:

C’est un bacille anaérobie a Gram positif dont les souches pathogeénes ont la capacité de

produire deux toxines (tdcA et tdcB) (Olsen et al., 2019 ; Murray et al., 2020).
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Ce pathogéne est la principale cause de diarrhées nosocomiales associées aux
antibiotiques chez 1’adulte de preés de 10%, dans les pays industrialisés .1l existe entre 1 et 3%

de porteurs sains dans le monde (Barbut et al., 2007 ;Barbut et al., 2015).

5.2 Parasites:

De nombreux parasites jouent un rdle opportuniste et entrainent des infections

nosocomiales (Ducel, 2002).

Il existe trois types de parasites: microorganismes unicellulaires (protozoaires,
microsporidies), helminthes multicellulaires (vers), ectoparasites tels que la gale et les poux

(Chelsea et Petri, 2023).

Les infections parasitaires causées par des protozoaires et des helminthes sont
responsables d'une morbidité¢ et d'une mortalité €levées dans le monde. Ces parasites se
transmettent facilement chez 1’adulte et ’enfant, comme ’espéce de protozoaires flagellés

Giardia lamblia qui est responsable d'une parasitose intestinale (Chelsea et Petri, 2023).

L’espece Sarcoptes scabiei var. hominis considéré comme agent de la gale est un
ectoparasite qui constitue un probléme de santé publique dans tous les pays, quel que soit leur

statut socio-économique (Thomas et al., 2020).

5.3 Champignons:

Plus aux bactéries, les levures et surtout les champignons filamenteux s’adaptent aussi

trés bien a la survie et la multiplication dans I'environnement hospitalier (ANAES, 2000).

Les infections fongiques se classent au quatriéme rang des infections hospitalieres. Ce
type d’infection est liée aux insuffisances encore évidentes observées lors du traitement des
maladies fongiques, parmi elles, il y’a les mycotoxicoses causées par Aspergillus et les
mycotoxicoses superficielles ou profondes causées par la levure Candida (Arnould et Le
Floch, 2015). Ces agents pathogénes fongiques sont généralement associés a des infections
opportunistes chez les patients immunodéprimés et ceux porteurs de dispositifs a demeure, tels

que des cathéters centraux ou des cathéters urinaires (Magill et al., 2018).
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Au total, les espéces de Candida constituent le quatriéme agent pathogéne le plus
courant parmi tous les types d'IAS (Weiner et al., 2016). Cependant, la contamination de
I’environnement par Aspergillus spp. comme germes aéroportés présent dans les poussiéres et
le sol est également préoccupante et en particulier lors de la construction d’hopitaux (Sabino

et al., 2019).

De plus, Candida est aussi le deuxiéme agent pathogene isolé des hémocultures aux
Etats- Unis, ainsi, une augmentation des infections liées a C.albicans et C. parapsilosis est
enregistrée chez 1’enfant, une candidose sur deux est diagnostiquée. Cette augmentation est
liée a la diffusion de Candida parapsilosis en hématologie et néonatalogic (Festekjian et

Neely, 2011).

Ainsi C.auris pose un probléme sérieux en tant qu'organisme multirésistant émergent
a l'échelle mondiale avec une morbidité et une mortalité élevées en raison de difficultés de

diagnostic et de taux élevés d'échec thérapeutique (Weiner et al., 2016).

La contamination fongique se fait essentiellement par inhalation de spores, mais aussi
elle peut atteindre directement une zone vulnérable comme les plaies ou brilures cutanées, les

zones opérées et les prothéses (Arnould et Le Floch, 2015).
5.4 Virus:

Une transmission des infections virales en milieu hospitalier se fait par transfusions,
dialyse, injections, et endoscopie pour de nombreux virus, notamment ceux des hépatites B et
C, par contre, le virus respiratoire syncytial, les rotavirus et les entérovirus sont transmis par
contact main bouche et par voie fécoorale. D'autres virus incluent la grippe, le VIH, le
rotavirus et le virus de 1'herpes simplex (Ducel. 2002). Les hépatites B et C sont généralement

transmises par des pratiques d'injection dangereuses (OMS, 2016).

Certains virus survivent de fagon plus ou moins prolongée dans l'environnement, comme
le virus respiratoire syncytial ou les rotavirus. Ainsi, les rotavirus qui sont capables de

survivre plusieurs jours sur les mains et a 10 jours ou plus sur les surfaces séches et non
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poreuses dans un environnement faiblement humide (< 50%), contre 6 heures pour le virus

respiratoire syncytial (Wilde et al., 1992).

Les infections virales de I'environnement hospitalier sont le plus souvent a cause du
réservoir humain (patients ou le personnel hospitalier), pouvant prendre la forme d’une
épidémie, dont la fréquence des ces infections virales nosocomiales est trés sous-estimée car
leur recherche est techniquement difficile a réaliser. Certains groupes a risque par ces
infections sont les jeunes enfants, les vieillards, les immunodéprimés, les transplantés
d'organes, les polytransfusés, les hémophiles et les hémodialysés (Pozzetto et Berthelot,

1997).

La prédominance des infections virales chez les nourrissons, qu'elles soient épidémiques
ou non, est une des particularités du monde pédiatrique (Burgard et al., 2013).Le tableau 1

représente les pathogenes les plus fréquemment isolés en fonction du type d’IN et la région.
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Tableau 1: Les pathogénes les plus fréquemment isolés dans les infections nosocomiales, selon le type d'infection et la région

(Monnet, 2011).

Pays industrialisés

Pays en voie de développement

Infections DM-associées

Europe USA (UsA)
N (isolats) Pathogénes % N (isolats) Pathogénes % N (isolats) Pathogénes % N (isolats) Pathogénes %
i t t
Blas Rl R e Enterobacteriaceae 30.7% Staphylococclus spp 29.8% Staphylococc‘us spp 32.0% »
AT 42247  Staphylococcus sppt 23.1% 33848 Enterobacteriaceae 21.3% 1269  Enterobacteriaceae 27.0% Non renseigne
Pseudomonas spp 11.5% Enterococcus spp 12.1% Pseudomonas spp 17.0%
Enterobacteriaceae 29.3% Enterobacteriaceae 27.0%
Infections nosocomiales au Staphylococcus sppt 28.8% Staphylococcus sppt 22.0%
) 13954 i i ; Non renseigné 1382 'p V P ’ Non renseigné
sein des US| Acinetobacter spp 19.0%
Pseudomonas spp 17.2%
Pseudomonas spp 17.0%
Enterobacteriaceae 63.3% Enterobacteriaceae 68.0% Enterobacteriaceae 85.0% Enterobacteriaceae 34.1%
Infections urinaires 1710  Enterococcus spp 13.3% 1466*  Enterococcus spp 16.0% 531%*  pseudomonas spp 6.0% 9377 Candida spp 21.0%
Pseudomonas spp 9.0% Pseudomonas spp 1.0% Enterococcus spp 4.0% Enterococcus spp 14.9%
Staphylococcus sppt 43.7% Enterobacteriaceae 44.2%
Infections du site opératoire Non renseigné 7025 Enterobacteriaceae 35.6% 1078  Staphylococcus sppt 26.5% Non renseigné
Enterococcus spp 11.2% Pseudomonas spp 16.7%
Enterobacteriaceae 31.8% Pseudomonas spp 29.0% Staphylococcus sppt 25.7%
Infections pulmoniares 10538  Staphylococcus sppt 18.7% Non renseigné 459 Acinetobacter spp 24.0% 5960 Enterobacteriaceae 21.7%
Pseudomonas spp¥ 18.2% Enterobacteriaceae 21.0% Pseudomonas spp¥ 16.3%
Staphylococcus sppt 39.4% Staphylococcus sppt 44.0% Staphylococcus sppt 36.0%
i 0/ il 0,
Septicémies 4315* Enterobacteriaceae 23.4% 11428" Enterococcusl spp 16.0% 85 Acinetobacter spp 18.0% Non renseigné
B 7 0% Enterobacteriaceae 12.4% o— 18.0%
seudomonas spp 9% Condida s 11.8% nterobacteriaceae 0%

t5. aureus + Staphylococci coagulase négatif ; ¥ P. aeruginosa seulement ; * Amérique du Nord ; ** Amérique latine ; ® Infections au sein des US|,
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6. Les résistances aux antibiotiques

Ce qui distingue les IN des infections communautaires, c’est le fort taux de résistances
aux antibiotiques parmi les pathogeénes impliqués, constituant un probléme sérieux (Jernigan et

al., 2020). Cependant, la prévalence des résistances différe selon les pathogenes (Monnet, 2011).

Selon Lax et Gilbert (2015), la propagation de la résistance aux antimicrobiens en milieux
hospitaliers, I’utilisation généralisée et 1’accumulation d’antibiotiques dans I’environnement au
cours des derniéres décennies ont entrainé cette crise mondiale de bactéries résistantes aux

antibiotiques.

Aprés une période de forte efficacité contre les maladies infectieuses, les bactéries
s’adaptent aux antibiotiques et deviennent résistantes, pour cela, les antibiotiques se présentent de
moins en moins efficaces face a certaines infections bactériennes (Kandouli. 2015). Pour étre
efficace, un antibiotique doit étre en mesure de détecter sa cible a l'intérieur de la bactérie. Si la
cible est modifiée ou remplacée de sorte que 'antibiotique n'est plus capable de se lier a elle, la

bactérie devient alors résistante (Monnet, 2011).

Les antibiogrammes montrent une importante résistance aux différents antibiotiques, avec
une résistance de 93.75% pour I’ampicilline, et une sensibilité a la colistine de 81.81% , a titre
d’exemple, les infections nosocomiales dans I’unité de réanimation médicale du Centre hospitalo-
universitaire (CHU) d’Annaba sont dominées par le genre Candida et des bactéries multi

résistantes a différents antibiotiques et antifongiques (Benzaid, 2022).

Chez les bactéries a Gram positif, les S.aureus sont résistants a la méticilline et la
rifampicine. Tandis que, les Enterococci possédant déja plusieurs résistances naturelles
(céphalosporines, sulfamides et a un niveau plus bas d'aminosides), peuvent encore développer

des résistances a I’ampicilline et a la vancomycine (Monnet, 2011).
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Du coté des bactéries a Gram négatif, elles se distinguent par leur grande résistance a la
production de béta-lactamase a spectre étendu (BLSE). Les souches de Klebsiella pneumoniae
résistantes aux carbapénémes sont de plus en plus fréquentes, tandis qu'environ 1/5 des souches
de P. aeruginosa sont résistantes a plusieurs antibiotiques. Chez E. coli, I’émergence de souches

combinant des résistances a un grand nombre d’antibiotiques a été détecté (Chen et al., 2014).

La bactérie A.baumannii est connue d’une part, par son adaptation et sa capacité de
coloniser presque toutes les surfaces et de survivre dans 1’environnement rendant trés difficile son
éradication, et d’autre part, par sa capacité a développer une multirésistance acquise soit par des
mutations, soit par des ¢léments génétiques (Evans et al., 2013). De plus, elle est naturellement
sensible a la majorité des antibiotiques, ou il existe des souches qui possedent maintenant des

résistances a tous les antibiotiques (Monnet, 2011).

De nombreux genes de résistance aux antibiotiques, de formation de biofilms ont été
détectés dans les génomes des microbes présents dans les échantillons fécaux des deux
nourrissons, expliquant potentiellement comment certains organismes sont capables de persister

dans un environnement aussi réguliérement stérilisé (Lax et Gilbert, 2015).

D’apreés Kandouli (2015), la résistance aux antibiotiques chez les bactéries est influencée
par la régulation de l'expression des porines et les mécanismes de diffusion de substances.
Cependant, une membrane externe composée de LPS et de phospholipides chez les bactéries a
Gram négatif, forme une barricre et empéche la pénétration des antibiotiques hydrophobes

entrainant une résistance naturelle a ces antibiotiques, le plus souvent a bas niveau.

L’augmentation du nombre de bactéries résistantes nécessite la mise en place de méthodes
de détection rapides afin de déterminer leurs profils de susceptibilité et de résistance. Le
séquencage haut-débit apporte des solutions efficaces a ces problématiques (Ashton et al., 2015).
Cette augmentation rapide de la résistance est en grande partie due au transfert de génes de

résistance AMR entre taxons par le biais du transfert latéral des genes LGT (Gillings et al., 2012).

La plupart des antibiotiques ont été isolés a I’origine a partir de bactéries vivant dans le sol,
qui portaient également des geénes de résistance aux antimicrobiens les protégeant de leurs

propres métabolites ce qui suggere que les écosystémes microbiens naturels contiennent un vaste
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réservoir de RAM qui peut étre acquis par les agents pathogénes dont I’écosystéme humain est

peut-étre le plus important de tout le transfert de RAM (Lax et Gilbert, 2015).

L’¢tude des génomes de pathogenes multirésistants a ainsi permis de mieux décrire les
principaux modes de transmission des déterminants de la résistance par I’échange d’¢léments
génétiques mobiles, notamment chez des isolats cliniques d’Enterobacteriaceae, d’A.baumannii
et de P.aeruginosa. Ces ¢éléments génétiques mobiles, codant parfois pour de multiples genes de
résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds, permettent a ces BMR de persister dans les
milieux hospitaliers et de résister a presque tous les antibiotiques communément prescrits (Diene
et al., 2014). La découverte et la distribution de ces geénes en Algérie est représentée sur le

tableau 2.
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Tableau 2: Déterminants de résistance aux aminosides et aux quinolones identifiés en Algérie (Tani et Arlet, 2014)

Réferences Journal Espéces concernées Enzymes décrites Lieu

Bogaerts et al. [108] ] Antimicrob Chemother Enterobacteriaceae ArmA NP

Touati et al. [39] Diagn Microbiol Infect Dis Enterobacter cloacae QnrB Bejaia

labadene et al. [45] ] Antimicrob Chemother E. cloacae QnrB1 ; QnrB4 ; QnrS1 Alger ; Tizi-Ouzou ;

Tlemcen

labadene et al. [48] Med Mal Infect Salmonella enterica AAC[3'J-II Tizi-Ouzou
Meradi et al. [46] Pathol Biol Enterobacteriaceae QnrB1 ; AACI6'])-Ib ; Annaba
AAC[6'|-Ib-cr
Naas et al. [109] ] Antimicrob Chemother S. enterica ArmA Constantine
Naas et al. [110] Int | Antimicrob Agents S. enterica ArmA Constantine
Bouzidi et al. [111] ] Antimicrob Chemother Salmonella non-Typhi ArmA Annaba
Gharout-Sait et al. [51] Afr ] Microbiol Res Escherichia coli ; QnrB1 ; Qnis1 ; Bejaia
Klebsiella pneumoniae ; AAC[6']-Ib-cr
E. cloacae
Baba Ahmed-KaziTani et al. [38] Microb Drug Resist E. coli ; K. pneumoniae ; AAC[3'[-1I, AAC[6']-Ib-cr, Tlemcen
E. cloacae QnrB2 ; Sull ; Sul2 ;
dfrAl ; dfrA12 ; aadA2
Touati et al. [67] Antimicrob Agents Pseudomonas aadB ; aacA4 NP
Chemother aeruginosa
Mesli et al. [75] Int | Infect Dis Acinetobacter aac[3]-1 ;aadA ; NP
baumannii ant[2"]-1 ;aph[3'] ; aac[6']-Ib

NP : non précisé.
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7. Impact économique des infections nosocomiales

Plus de 1.4 millions de patients sont touchés par les infections nosocomiales a travers
le monde. En Algérie, tout comme dans tous les autres pays du monde, ces maladies
engendrent autant d’inquiétudes que d’interrogations. Les infections nosocomiales affectent
plus de 30% des patients hospitalisés en Algérie. Dans de nombreux cas, le patient ne meurt
pas en raison de sa maladie, mais plutot en raison d'infections répandues en milieu hospitalier.
Il est donc nécessaire de mettre en place des mesures de lutte et de prévention en raison de ce

taux alarmant (Boulahouat et Aliziane, 2020).

Les IN entrainent des conséquences sur le plan médical mais aussi sur le plan
¢conomique (Albrecht, 2015). L impact économique est non négligeable, que ce soient les
couts directs (journées d’hospitalisation, médicaments, examens supplémentaires), ou les
couts indirects difficiles a estimer, ces colits sont associés a 1’arrét de travail pendant
I’hospitalisation et la convalescence, ou les soins ultérieurs qui pourraient étre nécessaires

(Monnet, 2011; Albrecht, 2015).

D’apreés Rondeau et Bertezene (2013), un surcott de 2591 euros a été évalué pour les
patients atteints d’un IN dont 397 euros attribuable aux cotits sociaux et 1141 euros aux cotts

médicaux indirects.

Un autre cas d’infection entraine des colits supplémentaires allant de 12000 a 35000
$ par patient, en fonction du type d'infection et des caractéristiques du patient. En outre, il est
important de prendre en compte le colt des programmes de prévention

(Boulahouat et Aliziane, 2020).

Les infections nosocomiales entrainent des cofits supplémentaires, allant de 1000 a
12 000 USD en moyenne par épisode selon les pays (Forrester et al., 2022), ce qui fait peser
un lourd fardeau économique considérable sur les systémes de santé et représentent des

dépenses directes importantes pour les patients et les familles.

Selon Boulahouat et Aliziane (2020), le colt pour prendre en charge un seul cas
d'infection nosocomiale en milieu hospitalier en Algérie peut atteindre 15% du budget annuel
du service de chirurgie dans un hopital. La prise en charge d'une infection nosocomiale peut

couter environ 800000 dinars pour I'état.
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Autre fois, lorsque les infections nosocomiales se manifestaient, elles se guérissaient
rapidement, mais les bactéries étaient également sensibles aux traitements. Cependant,
aujourd’hui la majorité des bactéries sont devenues résistantes aux antibiotiques, ce qui
nécessite des traitements plus longs. La résistance aux antimicrobiens entraine un cofit annuel

d'environ 1.2 milliard USD pour les systémes de santé. (Boulahouat et Aliziane, 2020)

A titre d’exemple, environ 75 % des ordonnances de médicaments antimicrobiens dans
les établissements de soins de longue durée sont inappropriées, tandis que les politiques
permettant de lutter contre l'utilisation inappropriée des antimicrobiens et la résistance aux
antimicrobiens, telles que le bon usage des antimicrobiens et la lutte contre les maladies

infectieuses, restent peu utilisées ou peu optimales (Eze et al., 2022).

De plus, selon Casini et al. (2019), la majorité des infections résistantes aux
antibiotiques sont contractées dans les établissements de santé et que 75% des années de vie
ajustées sur I’incapacité attribuables a la résistance aux antimicrobiens sont causées par des

infections nosocomiales.
7.1 Différents coiits engendrés par les IN

Afin d’évaluer I’impact socioéconomique des IN, différents cotits doivent étre évalués.
Par exemple en réanimation, les IN sont susceptibles d’accroitre pour conséquence de la durée
de séjour, le traitement de D’infection et de ses complications éventuelles, avec les
conséquences €conomiques associées notamment : les colts médicaux, liés a la
consommation de soins hospitaliers; les colits pharmaceutiques post hospitaliers et les cofits

sociaux (invalidité, rééducation) (Lemsanni, 2016).
7.1.1 Coiit direct

D’aprés Caughey (2014), ce cott est lié par la prolongation de la durée d’hospitalisation,
comprenant les charges communes et les dépenses d’hotelleries (les frais liés a la nourriture,
au blanchiment du linge des patients, les frais liés a 1’¢lectricité) ainsi que le colt des

antibiotiques et des examens para-cliniques.

En France, les colts sont évalués de 338 € en moyenne pour une infection urinaire a

35.185 € pour une septicémie en soins intensifs. Le colt des IN évitables dans ce service
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oscille entre 23 millions d’euros et un peu plus de 200 millions d’euros (Lydia et Meriem,

2017).

Une étude en 2002 réalisée en Italie, a évalué le colt des infections nosocomiales

aboutissant a un colit de 223.716 € pour un établissement de 270 lits (Vasselle, 2006).

En Espagne, une enquéte réalisée en méme année, a évalué le surcotlit de I’IN a 2.646 €
par patient dans un service d’orthopédie et a 404 € dans le service de gynécologie (Vasselle,

2006)

Aux Etats-Unis, en 2007 I’IN a généré une dépense élevé de 4.2 milliards de dollars,
comparativement a celle de la France (2 milliards d’euros) et celle en Angleterre (pres de 1

milliard de livres sterling) (Vasselle, 2006).

En 2009, au CHU Fattouma Bourguiba de Monastir en Tunisie, une étude prospective a
examiné 21 cas d'infections (12 en réanimation médicale et 9 aux urgences chirurgicales).
Cette enquéte a évalué un surcolt de 12.536 DT/patient. Tandis que le surcolit aux urgences

chirurgicales a atteint 8.517 DT/patient (Mansour et Zouhie, 2009).

Au Maroc, un surcolt moyen de 23.426,5 DH/patient a été estimé dans une enquéte
rétrospective menée en 2010 en niveau de service de réanimation médicale au CHU Ibn

Rochd a Casablanca (Soulami, 2010).

En Algérie, une étude rétrospective réalisée en niveau du CHU de Tizi Ouzou Nedir au
sein du service de réanimation médicale sur 10 cas d’infections nosocomiales durant 1’année
2008, constatant un cott de 17 460.50 DA pour une journée d’hospitalisation par patient
infecté, donc une IN entraine, en moyenne, un cott de 226.986,5 DA/patient pour un nombre

moyen de 13 jours supplémentaires (Lydia et Meriem, 2017).

7.1.2 Coiit de la prévention

En 2007, le programme de prévention des hdpitaux en France a couté 100 millions
d’euros (Mezher, 2010). En 2003, en Italie, il a été effectué une comparaison entre le cotit des
infections nosocomiales et celui de leur prévention dans un établissement de soins. Selon
Vasselle (2006), le colt du programme de prévention pour cet établissement est estimé a

128.727 €, tandis que le cotit des infections nosocomiales s'éleverait a 223 .716 €.
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Au Maroc, dans I’enquéte citée précédemment de Soulami (2010), le colt de la
prévention était de 2.760 DH/patient. Une autre étude réalisée entre 2010 et 2011 a I'hopital
Hassan II de Fés, dans le service de réanimation médicale et des urgences chirurgicales, a
révélé un cotit de 294.252 DH pour la prévention en réanimation médicale et de 210.000 DH

pour le service des urgences chirurgicales (Suso, 2012).

En Tunisie, un colt de prévention de 97 245.61 DT a été estimé au sein de la
réanimation médicale du CHU Fattouma Bourguiba et 62 113.2 DT aux urgences

chirurgicales (Mansour et Zouhie, 2009).

En Algérie, une autre étude réalisée au sein du service de réanimation médicale du CHU
de Tizi Ouzou Nedir montrent clairement que le colit des produits d’hygiene utilisés dans le
cadre de la prévention (840 526.83 DA) est 12 fois plus faible que le surcott total des
infections nosocomiales (6 801 556.61DA) (Lydia et Meriem, 2017).

Le colt des produits d'hygi¢ne utilisés dans le cadre de la prévention (DA) sont

présentés dans le tableau 3.

Tableau 3: Le cott des produits d'hygiene utilisés dans le cadre de la prévention (DA) (Lydia

et Meriem, 2017).
Prix Consomm | Prix Prix total
Moyen de prévention unitaire ation hebdoma | (DA)
(DA) hebdoma | daire
daire (DA)
Gants purifiés (boite de 100) 590.00 9 boites 5310.00 69 030.00
Gants stériles (boite de 50) 1 950.00 3 boites 5 850.00 76 050.00
Gel antiseptique hydroalcoolique (5 L) 4 990.05 1 bidon 4 990.05 64 870.65
Gel antiseptique hydroalcoolique (500 ml) | 940.68 3 flacons | 2 822.04 36 686.52
Savon antiseptique et hygiénique (5 L) 4.469.40 1 bidon 4 469.40 58 102.20
Désinfectant des surfaces hautes (1 L) 1.394.64 2 flacons | 2 789,28 36 260.64
Désinfectant a pulvériser des surfaces (1L) | 1 867.32 | 2 flacons | 3 734.64 | 48 550.32
Désinfectant des sols (5 L) 5 820.75 1 bidon 5 82.75 75 669.75
Nettoyant pré-désinfectant (5 L) 8 289.45 1 bidon 8 289.45 107 762.85
Désinfectant a froid des instruments (5 L) | 3 135.60 1 bidon 3135.60 40 762.80
Désinfectant des surfaces par voie aérienne | 11 623.95 | 1 bidon 1162395 | 151111.35
(5L)
Solution désinfectante des sols (5 L) 5 820.75 1 bidon 5 820.75 75 669.75
Total 50 892.59 / 64 655.91 | 840 526.83
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7.1.3 Coit indirect

Selon Lydia et Meriem (2017), le colt indirect englobe le cotit lié¢ aux conséquences de
I’infection nosocomiale sur le patient et ses proches (frais d’hospitalisation, frais de transport,
cout de I’absentéisme au travail, coit de I’aide domestique), sur ’établissement de soins
(augmentation des besoins en personnel, temps perdu dans le traitement d’une infection

¢vitable), et sur la société (frais d’hospitalisation pris en charge par la mutuelle).
7.1.4 Coit intangible

Le colit intangible est de nature qualitative et subjective (baisse de productivité du
patient dans son travail, détérioration des conditions de vie, stress, augmentation de la charge

de travail du personnel soignant) (Lydia et Meriem, 2017).

7.2 Estimation des cofits des infections nosocomiales en Algérie (études

réalisées)

Selon une recherche menée par Soukeha et Benkddour (1997) au CHU de Beni Messous,

les résultats suivants ont été révélés :

- Le colt est évalué a 60000 Da, en moyenne, pour les patients ayant attrapé une

infection nosocomiale pendant un séjour hospitalier de 20 jours.
- Les cotts supplémentaires liés aux infections nosocomiales s'élévent a 12319558 Da.

- Les colts des analyses médicales supplémentaires liées a ces infections ont atteint

13800Da.

- Des dépenses estimées a 1756995.58 Da pour I’ensemble des patients ayant contracté

des infections au niveau du service de réanimation.

Une autre étude visant a estimer les colts directs liés aux infections nosocomiales du
site opératoire a été réalisée, au CHU Mustapha Pacha a Alger, dont 25 ont été victimes

d’infections parmi 472 patients hospitalisés (Djerir et al., 2004).
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L’estimation du coit était comme suit :

- Chaque patient opéré doit payer 370 Da par jour pour l'antibiotique, ce qui équivaut a

2220 Da pour une période de 6 jours et a 1047840 Da pour 472 patients opérés.

- Les antibiotiques ont un colt supplémentaire de 3008.1 DA pour chaque patient, ce
qui équivaut a 75202.5 Da pour 25 patients infectés. Le colit global supplémentaire est donc

évalué a 1123042.5 Da.

Une autre étude avait pour objectif I’évaluation du colt de la prise en charge de
I’infection nosocomiale au sein du service de réanimation médicale du CHU de Tizi Ouzou
Nedir (Lydia et Meriem, 2017). Cette étude a permis de calculer les colts directs et indirects
dus a ’IN, un surcott de 6 652 915.17 DA a été estimé (350 153 .43 DA/patient), avec un
colt de 35 294.18 DA (1.857,58 DA/patient) pour les examens para-cliniques et 1 549 489.94
DA (81 552.10 DA/patient) pour les anti-infectieux.

L’absentéisme au travail a entrainé un déficit d’au moins 46.200 DA (6.600 DA/patient)

en raison de la prolongation des hospitalisations.

Le calcul de ces colts permet de sensibiliser et d’alerter les établissements sur les
conséquences lourdes de ses infections sur le plan économique mais aussi et surtout sur le
plan humain (morbidité / mortalité) ; afin de mettre en place des stratégies de prévention pour
lutter contre ces infections, permettant ainsi de diminuer les pertes engendrées par ces

dernicres (Kessi, 2022).

7.3 Les obstacles entravant la lutte contre les IN en Algérie

Le manque de coordination et la faible organisation du travail est I’'une des obstacles,
car la surveillance et la lutte contre les infections nosocomiales nécessitent un travail collectif
avec une collaboration pluridisciplinaire dirigée par le Comité de Lutte contre les infections
nosocomiales (CLIN) de I’hopital (Baghdadi et al., 2020), dont les cliniciens, les aide
soignants, les blanchisseries, les services de bio-nettoyage, les services d’épidémiologie et de

médecine préventive) font partie de ce comité (Saidoun, 2021).

Les insuffisances financiéres et matérielles, car les enquétes microbiologiques

constituent un outil laborieux, coliteux et les techniques sont malheureusement peu
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standardisées (Boulahouat et Aliziane., 2020 ; Baghdadi et al., 2020), ¢t méme la

collectivité coute cher en raison du manque de moyens de diagnostic.

La négligence des mesures préventives par les professionnels de santé, la
méconnaissance totale des patients sur les infections nosocomiales et I’absence d’une culture
de prévention et de sensibilisation sur les risques d’infections nosocomiales sont a I’origine de
la prolifération du risque infectieux au niveau des établissements de santé en Algérie

(Boulahouat et Aliziane, 2020).

Des études ont montré que la mise en ceuvre de programmes de prévention et de
contrdle des infections peut réduire la durée du séjour et éviter des colits supplémentaires.
Les hopitaux peuvent éviter entre 12 000 et 223 000 IAS et économiser entre 142 millions et
4.25 milliards de dollars par an grace aux mesures de prévention des infections (Schmier et
al., 2016). Cependant, de gros efforts ont été déployés par les programmes de prévention et de
contrdle des infections pour développer des systemes de surveillance et des méthodes de

contrdle des infections dans le monde (Storr et al., 2017).

La surutilisation d'antibiotiques expose non seulement les patients a un risque de
développer des effets secondaires des médicaments et des ICD, mais contribue également a
aggraver le probleme de la résistance aux antimicrobiens (Weiner et al., 2016). Pour cela les
patients doivent étre informés de 1’utilisation appropriée des antibiotiques et des indications

permettant de prévenir un éventuel abus d’antibiotiques (Schmier et al., 2016).

Pour lutter contre les IN, les établissements associés au Comité de Lutte contre les
Infections Nosocomiales (CLIN) ont déployé de nombreuses mesures de préventions. Parmi
les principales concernent I’hygiéne des mains (Gauzere, 2012). Cette derniére est I’aspect le
plus important du contrdle des infections et de la prévention des infections nosocomiales
(IAS). Malheureusement, le lavage des mains est de plus en plus négligé dans les PED, ce qui

contribue a I’émergence et a la propagation d’IN (Allegranzi et al., 2011).

Ainsi, des mesures d’hygiéne doivent étre appliquées afin d’éviter la contamination
entre les patients immunodéprimés par le port de bavette pour les malades toussant,
hospitalisation dans des secteurs a part ou au moins désinfection approfondie des chambres

(Dorbani, 2022).
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L’absence de documentation microbiologique est inexistante; méme les études réalisées
dans ce domaine dans les pays en développement en général et en Algérie en particulier sont

rares (Chabni et al., 2019) .

8. Les méthodes d'identification microbienne

L'identification des micro-organismes est indissociable de la taxonomie, science de la
description, de la classification et de 1'inventaire du vivant (Guerra-Garcia et al., 2008). Les
origines de la taxonomie remontent a Aristote et ont été définies par Carl Linnaeus avec son
systétme de classification binomiale. L'association entre identification et taxonomie est
cruciale en microbiologie, ou la variété des micro-organismes est trés vaste (Godfray, 2002 ;
Enghoff, 2009). Les progres technologiques, notamment dans le domaine de la biologie
moléculaire, ont renforcé les techniques d'identification tout en approfondissant la
compréhension de la diversité des microbes. La taxonomie est donc le cadre conceptuel et
méthodologique indispensable pour une identification précise des micro-organismes, ce qui

est crucial pour de nombreuses applications scientifiques et médicales. (Bisen et al., 2012)

8.1 Historique

Au cours des derniéres décennies, les scientifiques ont cherché des moyens plus
efficaces pour identifier les micro-organismes (Bisen et al., 2012). Pendant longtemps, la
classification phénotypique était la norme, mais elle était sujette a des incertitudes et des
difficultés (Donelli et al., 2013). Par exemple, des divergences de typage ont été observées
dans les groupes de Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus casei (Yeung et al., 2002).
Les méthodes phénotypiques, telles que les réactions basées sur le pH et les profils
enzymatiques, étaient couramment utilisées (Lagieret al., 2015). Ces approches étaient

limitées par leur capacité a différencier de manicre précise les espéces bactériennes.

Au tournant du 21e siccle, les outils moléculaires et les bases de données de séquences
ont émerg¢, permettant une identification plus précise des micro-organismes (Lagier et al.,
2015). L'avenement de la biologie moléculaire dans les années 1940 et le développement de la
PCR en 1985 ont ouvert la voie a de nouvelles méthodes basées sur 'ADN (Madigan et al.,
2012) .Des approches telles que le séquencage de I'ARN 16S et I’hybridation ont été
développées, permettant une identification plus précise des espéces bactériennes. Ces

avancées ont eu un impact significatif sur des domaines tels que 1'écologie microbienne, la
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phylogénie et I'analyse du génome fonctionnel (Breitwieser, et al., 2019 ; Franco-Duarte et

al., 2019).

Les progres récents dans l'identification des micro-organismes ont été marqués par le
développement de méthodes moléculaires et omiques, permettant une caractérisation plus

précise et a haut débit des communautés microbiennes (Breitwieser, et al., 2019).

8.2 Méthodes d'identification basées sur les milieux chromogénes

Les méthodes d'identification traditionnelle basées sur des procédures de culture dans
différents milieux visent initialement a obtenir une culture pure afin d'énumérer, isoler et
identifier un micro-organisme particulier. Ces méthodes se sont largement utilisées pendant
de nombreuses années et continuent d'étre utilisées jusqu’a nos jours, notamment dans
certaines routines de laboratoire médical pour détecter et caractériser un pathogéne spécifique.
Il est important de souligner que cette approche permet d'identifier le micro-organisme a
partir des réactions des milieu utilisées avec les métabolites que produit le microorganisme

lui-méme (Franco-Duarte et al., 2019).

La caractérisation microbiologique basée uniquement sur la culture est incompléte et
présente des difficultés importantes, telles que la lenteur des résultats et la non-cultivabilité de
certaines espeéces microbiennes, ce qui limite sa pertinence dans les cas ou une identification
rapide est essentielle. En fait, selon les écologistes microbiens, jusqu'a présent, moins de
0,1 % des phylotypes identifiés par 1'analyse moléculaire communautaire sont présents en

culture de laboratoire (Madigan et al.,2012).

8.3 Caractérisation phénotypique basée sur la morphologie, la physiologie, la

chimie et les caractéristiques biochimiques (culture dépendante)

Les méthodes biochimiques traditionnelles constituent un ensemble de techniques
fondamentales utilisées pour identifier et caractériser les microorganismes. Ces méthodes,
sont largement utilisées depuis des décennies, jouent un réle crucial dans divers domaines tel

que le domaine médical, industriel et alimentaire ou la précision est primordiale.

Ces techniques classiques offrent a la fois des données quantitatives et qualitatives sur

la diversité microbienne, mais se sont laborieuses et prennent du temps, nécessitant plusieurs
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jours pour obtenir des résultats. Il est également possible d'obtenir des faux positifs, , surtout

avec des especes microbiennes similaires.

Dans le cadre de ces méthodes traditionnelles, Les approches phénotypiques sont
couramment utilisées, ou les microorganismes sont caractérisés par des réactions a divers
produits chimiques. Selon O’Hara en (2005), les microorganismes sont identifiés en se basant
sur la détection visuelle de la croissance microbienne en présence de substrats, en comparant

les résultats a des témoins via une carte de Wickerham.

Les techniques immunoenzymatiques (EIA), tels que I'ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), une technique classique également impliquée pour l'identification,
utilise les propriétés catalytiques des enzymes pour détecter et quantifier les réactions
immunologiques. C’est une technique hétérogéne tres utilisée dans les analyses cliniques.
Bien que leur utilisation soit limitée a certaines especes bactériennes en raison de leur cofit

élevé (Alhajj, 2023).

D’autres méthodes trés utiles. Les systémes d'index de profil analytique (API), comme
I'API 20E, API 20NE API Staph ont été largement employés comme des méthodes de
référence jusqu'a une période récente, offrent une identification microbienne détaillée basée
sur une série de réactions biochimiques. Chaque réaction vise a détecter une activité
enzymatique particuliére ou une voie métabolique chez le microorganisme testé. Les résultats
de ces tests sont ensuite interprétés a l'aide d'une base de données ou d'un logiciel associé,
fournissant une identification probable de l'espéce microbienne en fonction du profil de

réaction (Altheide, 2020).

L'émergence de systemes automatisés tels que le systeme Vitek® dans les annees 1970
a permis de réduire a la fois le temps et la subjectivité associés a la lecture des réactions des
tests. Ces systémes fournissent une identification bactérienne simultanée ainsi que des profils
de test de sensibilité aux antimicrobiens (AST), offrant ainsi une approche plus rapide et plus
fiable pour l'identification des microorganismes. Le systéme Vitek basé sur une technique de
microdilution en bouillon entiérement automatisée qui utilise une atténuation de la lumiére
mesurée par un scanner optique afin de détecter la croissance ou l'absence de croissance

(Puttaswamy et al., 2018).
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L'évolution des connaissances en biochimie et 1'amélioration des équipements plus
avancés ont fait disparaitre l'usage de ces méthodes classiques. De nouvelles méthodes
biochimiques plus contemporaines ont €été mises au point a leur place, présentant de

nombreux bénéfices par rapport aux méthodes traditionnelles basées sur la culture.

8.4 Microscopie

Le microscope est un outil crucial pour l'identification des micro-organismes dans les
¢chantillons naturels, permettant d'analyser leur morphologie, leur mouvement et leur
structure cellulaire. Elle est particulierement utile pour différencier entre diverses bactéries
telles que les streptocoques, les staphylocoques et les bacilles (Murray et al., 2007). La
microscopie seule ne suffit pas, pour plusieurs raisons : les cellules de petite taille sont
difficiles a identifier, les procaryotes varient en taille et certaines cellules sont proches des
limites de résolution, et il est difficile de différencier les cellules vivantes des cellules mortes
ou inanimées (Madigan et al.,2012) .De plus, la microscopie ne révele pas la diversité

phylogénétique des micro-organismes dans I'habitat étudié.

En combinaison avec d'autres instruments comme la microscopie ¢€lectronique, la
technique s'aveére plus prometteuse. D'aprés des recherches récentes, l'utilisation de la
microscopie a fluorescence avec des sondes spécifiques peut permettre d'identifier les
bactéries de maniére plus précise en utilisant des marqueurs spécifiques a certaines espéces ou

groupes bactériens. (McGoverin et al.,2021).

8.5 Spectrométrie de masse

Les méthodes de spectrométrie de masse sont devenues tres prisées pour le typage des
microorganismes en raison de leur rapidité, de leur colit abordable, de leur simplicité et de
leur capacité a s'appliquer a une vaste gamme de microorganismes.

C'est une technique qui analyse les composants chimiques d'un échantillon. Elle repose sur la
mesure précise des masses moléculaires et des taux de charge des ions présents dans
I'échantillon (He et al., 2023).

La mise au point de ces méthodes de MS, ainsi que l'apparition de nouveaux outils

d'analyse, de traitement et de visualisation des données, ont également contribué a améliorer

la compréhension des systémes biologiques (Jannetto et Danso ,2020).
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Ces progreés permettent maintenant d'étudier différents ensembles de biomolécules, tels
que les protéines, les lipides, les glucides et les acides aminés, ce qui renforce encore plus
I'intérét de la spectrométrie de masse (He et al., 2023). En outre, cette méthode peut &tre
associée a diverses autres techniques d'ionisation et de séparation, comme la chromatographie
en phase gazeuse (GC), la spectrométrie de masse en mode temps de vol avec ionisation par
désorption laser assistée par matrice (MALDI-TOF) (Hou et al.,2019 ) .Les techniques

d'¢lectromigration et l'ionisation par électrospray (ESI) ( Pino et al., 2020 ).

8.6 Les méthodes moléculaires

L'émergence de la biologie moléculaire a apporté de nombreux outils et techniques pour
l'identification, la caractérisation et le typage des microorganismes (Sinha et al., 2018;
Zhang et al., 2021). Auparavant, l'identification et la caractérisation des especes bactériennes
¢taient largement effectuées par des méthodes phénotypiques et biochimiques, qui reposaient
sur l'isolement préliminaire et la culture (Altheide, 2020). Bien que ces méthodes continuent
de jouer un role dans certains contextes, les techniques basées sur les molécules ont apporté
des informations sans précédent sur l'identification et le typage bactériens. De plus, La
popularité¢ et la disponibilité des outils moléculaires pour le génotypage microbien ont
entrainé des analyses a haut débit, des résultats tres sensibles, plus précis et différenciés, et
des délais de réalisation rapides (Adzitey et al., 2013 ; Franco-Duarte et al., 2019).

La plupart de ces méthodes d'identification moléculaires sont basées sur une variation
de l'analyse de 'ADN, soit par amplification soit par séquencage. Ces techniques varient de
méthodes assez basiques qui utilisent I'amplification de 'ADN a des méthodes plus complexes
qui utilisent l'analyse de fragments de restriction, le séquencage des genes spécifiques et des

génomes entiers (Galluzzi et al., 2007).

8.6.1 16S rRNA PCR-Sequencing
Une méthode moléculaire standard, basée sur deux approches ; ’amplification et le
séquencage du gene codant pour I'ARNr 16S. Ce geéne est une molécule exceptionnellement
conservée de 1I'ADN bactérien largement présente dans toutes les cellules bactériennes
(Clarridge ,2004), et hautement spécifique a chaque espece, ce qui constitue une base solide
pour l'identification des bactéries et aider a différencier entre les especes (Figure 5). Le géne
de I'ARNr 16S est responsable de la traduction des messages génétiques en protéines

fonctionnels. (Byrne et al., 2018). De cette maniére, I'ARN ribosomal fait partie de tous les
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systémes d'autoréplication ; il est aisément isolé ; sa séquence évolue lentement au fil du

temps, ce qui permet de détecter la parenté entre des especes tres €éloignées (Fox et al., 1977)

De 2001 a 2007, 215 nouvelles especes bactériennes ont été découvertes grace au
séquencage du geéne de 'ARNr 16S, dont 29 ont été classées dans de nouveaux genres (Wang

et al., 2015).

B conserved region | Varlable region (v) [l ypervariable region [[1]

b mO® %
L @ ¢ fm
LS L AR IR PR L v V8
| i Hi M i Hi H? H Hi
6 13 I 5% 8 o) 17 1213 1435
V1V2{312 o] MSeg/Reche 454
V3-Vd (430 bi) MiSeq/Ruche 454
V3 V5(350 bp) Wiseq o Rochi 454
V4 (2 bo] Miseq
VE-V4 {562 bp) Meq/Hache 454
V1-V4 (1466bp) Phyliochip Array

Figure 5: la distribution des régions variable et hyper-variables, ainsi que des régions
conservées, du gene de ’ARN 16S (Shabhi et al., 2017).

Cette méthode consiste a amplifier le géne de I'ARNr 16S par PCR utilisant des
amorces universelles, qui englobent les régions conservées (notées en bleu), variables et
hypervariables (notées de V1 a V9 et de H1 a H9) utilisées pour la comparaison taxinomique
(Figure 5). Selon Clarridge (2004), les séquences d'amorces sont accessibles gratuitement
sur Internet, puis a le séquencer sur l'une des nombreuses plates-formes, y compris la
méthode de sanger , le pyroséquencage 454 (Hamady et al., 2008), I'lllumina Hiseq et Miseq
(Bartram et al., 2011), et 1'lon Torrent (Whiteley et al., 2012), et a le comparer avec des
bases de données de référence telles que le Projet de base de données ribosomique (RDP) II

(http://rdp.cme.msu.edu/) et GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) est possible de

récupérer a partir de ces bases de données les séquences d'especes apparentées pour 1'analyse

phylogénétique comparative. Des outils de comparaison de séquences comme BLAST et
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CLUSTALX sont employés afin de synchroniser plusieurs séquences de geénes de 'ARNr 168S.
(Vishakha et al., 2019; Church et al., 2020).

D'aprés les recommandations pour la classification bactérienne, les souches qui ont
moins de 97 % de similarité¢ dans la séquence du gene de ' ARNr 16S sont considérées comme
des especes bactériennes distinctes. En revanche, celles qui ont plus de 97 % de similarité

doivent étre classées selon une méthode alternative (Wang et al., 2015b).

L’approche 16S rRNA PCR-Sequencing est non seulement plus rapide que les
méthodes traditionnelles basées sur la culture, et elle est également bénéfique pour

l'identification de bactéries qui sont difficiles a cultiver en laboratoire (Kai et al., 2019).

L'approche 16S rRNA PCR-Sequencing est rapide et bénéfique pour identifier les
bactéries difficiles a cultiver. (Kai et al., 2019). Mais, elle rencontre des limitations
majeures : elle ne peut pas distinguer les espéces trés proches, telles que Psychrobacter
marincola et Psychrobacter submarinus, avec une similitude de séquence de 99,9 % (Garcia-
Loépez et al., 2014). De plus, cette méthode est insuffisante pour différencier les niveaux
taxonomiques inférieurs, comme les souches et les sous-souches, limitant ainsi sa capacité a

caractériser précisément la diversité microbienne (Ellermann et al., 2017).

8.6.2 Real-Time PCR

La RT-PCR, connue sous le nom de PCR quantitative, est un processus enzymatique
utilisé in vitro pour l'amplification d'une région d'ADN sélectionnée sur plusieurs ordres de
grandeur, générant des milliers, voire des millions de copies d'un segment d'ADN spécifique.
Elle offre une corrélation fiable entre le nombre initial de séquences cibles (avant
l'amplification par PCR) et la quantité d'amplicon accumulée dans un cycle PCR spécifique
(Arya et al., 2005; Artika et al., 2020).

Cette méthode présente de multiples bénéfices par rapport a la PCR classique, tels que
la sensibilité et une précision plus élevées, ainsi que la possibilité de surveiller I'amplification
de I'ADN en temps réel grace a l'intensité de fluorescence, ce qui évite le besoin de techniques
de détection post-PCR, minimisant ainsi le risque de contamination croisée due aux amplicons
précédents (Artika et al., 2020).

La PCR en temps réel a bouleversé¢ la détection et la quantification des acides

nucléiques cibles et a été utilisée dans de nombreuses applications telles que 1'étude de
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l'expression génique, la détection des mutations, la détection et la mesure des agents
pathogeénes y compris le virus SRAS-CoV-2, la détection des organismes génétiquement
modifiés, la surveillance de la dégradation microbienne, l'identification des especes et la

spécification des parasites (Deepak et al., 2007; Artika et al., 2022).

8.6.3 Random Amplification of Polymorphic DNA-RAPD-PCR

L'amplification aléatoire de 'ADN polymorphe (RAPD)-PCR est une technique qui
utilise des amorces courtes (de 8 a 12 nucléotides de long) avec des séquences arbitraires qui
se lient de fagon aléatoire a I'ADN modele. Cela entraine une augmentation des zones
spécifiques et répétitives de 'ADN matrice, ce qui offre un profil unique pour I'identification
des bactéries (Jones et Kortenkamp, 2000). Ensuite, les produits amplifiés subissent une
¢lectrophorése standard sur gel d'agarose afin de produire des empreintes digitales RAPD
uniques. L'utilisation de la RAPD-PCR permet d'identifier et de classification d'une variété
d'especes bactériennes qui n'ont pas encore ¢té identifiées ou pour lesquelles aucune donnée
de séquence préalable n'est disponible. En outre, il est possible de la réaliser directement a
partir de bactéries entieres, sans avoir besoin d'isoler 'ADN (Baker et al., 2016).

Le typage RAPD, qui se base sur des amorces aléatoires universelles, offre une solution
viable pour identifier des marqueurs moléculaires spécifiques a un gene, et a également été
employé comme outil pour identifier la diversité génétique des micro-organismes. (Jones et

Kortenkamp, 2000; Abdollahniya et al., 2018).

8.6.4 Restriction Fragment Length Polymorphism—RFLP

Approche moléculaire utilisée pour identifier les souches bactériennes en se basant sur
des empreintes digitales uniques générées par des variations dans les séquences d'ADN
homologues. RFLP, basée sur la PCR, fait appel a une restriction enzymatique découpe les
amplicons d'ADN amplifiés en fragments de différentes tailles. Ces fragments sont ensuite
séparés par €lectrophorése pour produire un motif de bandes distinct pour chaque souche
bactérienne. Les variations dans ces motifs indiquent la diversité des souches bactériennes.
Lorsque deux souches sont étroitement liées, leurs motifs de bandes seront similaires, voire

identiques (Perry et al., 2011 ; Franco-Duarte et al., 2019).
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Cette méthode est particulierement utile pour 1'épidémiologie moléculaire des épidémies
infectieuses. Grace a elle, il est possible de déterminer si plusieurs cas ou patients sont
associés a une méme €pidémie, de retracer la source de 1'épidémie et d'identifier les souches

bactériennes incriminées. (Franco-Duarte et al.,2019)
8.6.5 Amplified Fragment Length Polymorphism—AFLP

La technologie AFLP ressemble a la technologie RFLP dans la mesure ou 1'ADN
génomique est d'abord fragmenté a l'aide d'enzymes de restriction. cette technologie a été
brevetée en Europe en 2000 par Keygene (Wageningen, NL) ( Sahin et al., 2022).

Le protocole AFLP se distingue du RFLP en amplifiant et en visualisant les fragments
par PCR, en utilisant des amorces spécifiquement congues pour se lier aux séquences des sites
de restriction aux extrémités des fragments (Franco-Duarte et al., 2019 ; Sahin et al., 2022).
Seules quelques séquences de restriction sont amplifiées de manicre sélective, suivies par
l'analyse des empreintes digitales AFLP par électrophorése sur gel. Cela génére un ensemble
de fragments d'ADN distincts issus d'un unique génome bactérien. (Franco-Duarte et al.,
2019).

L'AFLP offre l'avantage d'étre une technologie précieuse pour étudier les relations
génétiques au sein d'un pool de matériel génétique. Elle permet d'obtenir des données de
marqueurs qui soutiennent la sélection de variétés commerciales pour leur enregistrement,
méme en l'absence d'une connaissance préalable de la séquence du génome (Sahin et al.,
2022).

Les techniques RFLP, RAPD et AFLP sont toutes des techniques de polymorphisme de
I'ADN utilisées pour identifier des variations génétiques. Chacune d'entre elles a ses propres
avantages et inconvénients. La technique RFLP est la plus ancienne et la plus établie, mais
elle nécessite une grande quantité d'ADN et peut étre difficile a mettre en ceuvre. Les
techniques RAPD et AFLP sont plus récentes et plus faciles a mettre en ceuvre, mais elles
peuvent donner des résultats moins fiables (Denman et al., 2006 ; Franco-Duarte et al.,
2019).

Le choix de la technique a utiliser dépendra de 'application spécifique. Si une grande
précision est requise, la technique RFLP est le meilleur choix. Si une grande quantit¢ d'ADN
n'est pas disponible, ou si la technique doit étre facile a mettre en ceuvre, les techniques

RAPD ou AFLP peuvent étre des choix plus appropriés (Franco-Duarte et al., 2019). Le
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tableau 4 résume les différences et les similitudes entre les trois techniques de marqueurs

moléculaires

Tableau 4 : Les caractéristiques comparatives entre les trois approches de marqueurs

moléculaires RFLP, RAPD, AFLP (Franco-Duarte et al., 2019; Sahin et al., 2022).

Caractéristique RFLP RAPD AFLP

Type de marqueur Dominant Codominant Dominant

Approche Non basée sur la PCR | Basée sur la PCR Combinaison de RFLP
et RAPD

Besoins en enzymes de | Nécessaires Pas nécessaires Nécessaires (coupeurs

restriction f;igs)ents et coupeurs

Quantité d'ADN requise | Grande Faible Faible

Amorces Pas nécessaires Utilisation d'amorces | Utilise uniquement

arbitraires multiples,

conduisant a des

deux amorces et donne

des résultats

résultats peu fiables reproductibles
Regles d'utilisation des | Pas de régles strictes | Pas  d'enzymes de | Combinaison
. restriction nécessaires | d'enzymes de
enzymes de restriction o
restriction

8.6.6 Pulsed-Field Gel Electrophoresis—PFGE

L'électrophorese sur gel en champ pulsé (PFGE) est une méthode robuste de génotypage,

basée sur la séparation des larges fragments d'ADN jusqu'a 10 Mb, tels que des génomes
entiers, aprés leur digestion par des enzymes de restriction spécifiques. Elle implique
l'application de ces molécules d'ADN sur une matrice de gel d'agarose soumise a un champ

¢lectrique qui change périodiquement de direction (Sharma-Kuinkel et al., 2016 ).

Les avantages de cette technique incluent la capacité a analyser des fragments d'ADN
bactérien sur une échelle bien plus grande que celle des méthodes conventionnelles par
enzymes de restriction. Il est ainsi possible d'obtenir une représentation compléte du
chromosome bactérien sur un seul gel, avec un profil de restriction hautement reproductible.

Les fragments d'ADN résultants sont distincts et bien résolus, permettant de mettre en
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évidence les différences et les similitudes entre les isolats (Sharma-Kuinkel et al., 2016 ;

Franco-Duarte et al., 2019).
8.6.7 Whole-Genome Sequencing (WGS)

La progression des technologies de séquencage est divisée en trois générations
différentes. Dans les années 1980, le séquencage de Sanger a été utilis¢é comme base pour le
séquencage de 'ADN. La deuxiéme génération était le séquencage massivement paralléle via
des plateformes comme Illumina et lon Torrent, qui ont bouleversé les capacités de
séquencage a haut débit. A I'heure actuelle, les technologies de troisiéme génération
permettent de séquencer a longues lectures et a molécules uniques (Hawkins, 2017). L'une
des premieres séquences completes du génome humain a été réalisée avec succes lors du

projet du génome humain, marquant une étape majeure en 1'an 2000 (Akintunde et al., 2023) .

Le séquencage du génome complet (WGS) devient la méthode privilégiée pour le
diagnostic moléculaire et génétique. Cette approche est trés accessible pour le génotypage
des microorganismes. Par rapport a d'autres méthodes génétiques, le WGS offre la possibilité
de séquencer l'ensemble du génome, permettant la détection de pratiquement toutes les
variantes dans les régions codantes et non codantes ce qui permet d'acquérir une connaissance
approfondie a la plupart des variations génomiques et élimine le besoin de tests génétiques
séquentiels. La méthode offre un volume de données important et le traitement de ces
données nécessite une infrastructure informatique. Le résultat d'une seule analyse de WGS
comprend environ 5 millions de variantes, et l'interprétation des données implique un

personnel spécialisé en bioinformatique (Franco-Duarte et al., 2019; Brlek et al., 2024).

Depuis le séquengage du génome humain en 2003, les avancées technologiques ont
considérablement réduit les cofits de séquengage passant d'environ 1 million de dollars en
2007 a 1000 $ en 2014 et est aujourd'hui d'environ 600 $ (Akintunde et al.,2023), et
permettant 1'adoption généralisée de techniques de nouvelle génération telles que WES et
WGS. Ces techniques offrent une haute précision et une rapidité accrue par rapport aux tests
traditionnels, bénéficiant notamment aux programmes de dépistage des nouveau-nés et a la
détection de mutations génétiques chez les enfants atteints de maladies rares (Schmitz et al.,

2022; Nurchis et al., 2022).

50



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

8.6.8 La métagénomique

Appelée aussi génomique des communautés ou génomique environnementale, est
I’étude de [D’ensemble des séquences d’ADN extraites de communautés multi-espeéces
prélevées dans I’environnement qui représente les métagénomes quelle que soit la nature de

I'échantillon et I'abondance des entités microbiennes (Baussand et Carbone 2006).

Cependant, plus de 99% des bactéries sont non cultivables, mais avec [’approche
«métagénomiquey, il est possible de séquencer I’ADN de toutes les bactéries présentes dans
un milieu donné (sol, eau, tube digestif de I’homme et des animaux, échantillons cliniques).

(Diene et al., 2014).

La génomique bactérienne, permet 1’étude des génomes bactériens (leur structure, leur
évolution, la fonction des geénes codés et leur régulation), elle est principalement basée sur
I’isolement et la culture d’une bactérie donnée. La culture pure est une étape essentielle pour

¢tudier sa virulence, sa pathogénicité ou sa résistance (Archana et al., 2024).

Elle joue également un rdle dans la compréhension de la part biochimique des microbes
dans les environnements atypiques ainsi que de leurs interactions avec d'autres facteurs

environnementaux (Dash et Das, 2018).

Une analyse typique du métagénome peut suivre deux approches principales. La
premiere consiste a amplifier spécifiquement le géne 16S rRNA a partir de I’ADN extrait de
I’échantillon, puis a séquencer les amplicons a 1’aide des techniques de NGS. La seconde
approche, dite métagénomique shotgun, repose sur le séquencage direct de 1’ensemble de
I’ADN fragment¢, sans étape d’amplification ciblée. Dans les deux cas, les données générées
sont traitées a 1’aide d'une vaste gamme d’algorithmes bioinformatiques afin d’explorer la
composition taxonomique et/ou le potentiel fonctionnel de 1’échantillon analysé. (Dash et

Das, 2018; Boers et al., 2019) (Figure 6).
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Figure 6 : Présentation de deux lignes de la méthode moléculaire Metagénomique

(Boers et al., 2019).

Bien que ces approches présentent des avantages et des limites différents, le choix de la
technologie utilisée est influencé par divers facteurs tels que le type d'échantillon (clinique ou
de recherche, espeéce unique ou espéces multiples), la profondeur et la précision des résultats

obtenus, les ressources et les coits, ainsi que les délais d'exécution prévus (Schmitz et al.,

2022).
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I. Matériel et méthodes
1. Présentation des lieux d’étude :

1.1 Hopital Sceurs Badj :

L'établissement public hospitalier SB est une infrastructure sanitaire ayant un

caractére administratif et une autonomie financiére. Il a été construit conformément au

décret exécutif n°® 11/357 du 17 octobre 2011 a la wilaya de Chlef, avec une capacité

d'accueil de 240 lits.

Cet établissement assume un ensemble d'activités hospitalieres qui se résument dans :

le diagnostic, le dépistage, la prévention et la cure ; et la garantiec de la formation du

personnel paramédical. Il dispose des services cliniques et médico-techniques suivants :

(Tableau 5).

Les services d’hémodialyse et des urgences ont été inaugurés en 2016 par le ministre

de la Santé.

Tableau S: Les services cliniques et médico-techniques dans 1’Hopital SB

Services Unités Capacité
Anatomie pathologie - Hospitalisation hommes et femmes 12

- Dialyse générateurs

fonctionnels

Anesthésie réanimation - Hospitalisation hommes et femmes 20
Chirurgie générale - Hospitalisation hommes et femmes 50
Chirurgie orthopédique - Hospitalisation hommes et femmes 50
Chirurgie urologique - Hospitalisation hommes et femmes 30
Neurochirurgie - Hospitalisation hommes et femmes 30
Ophtalmologie - Hospitalisation hommes et femmes 20

- Chirurgie ambulatoire
Oto-rhino-laryngologie - Hospitalisation hommes et femmes 20

- Chirurgie ambulatoire
Rééducation - Hospitalisation hommes et femmes 20
fonctionnelle

1.2 Hopital Fréres Khelif :

L’établissement public hospitalier des FKH a été construit aprés le séisme du 10

Octobre 1980 a Chlef, sa structure est en préfabriqué. Avec une superficie couverte utile

10.520 m? et une capacité de 186 lits, dispose10 services (Tableau 6).

L’hopital connait des travaux de reconstruction dédié principalement & la prise en

charge de la femme et de I’enfant a travers ses services de maternité-gynécologie et de
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pédiatrie, également des travaux d’aménagement sont en cours afin de doter I’hopital d’un
nouveau service des urgences médico-chirurgicales, d’une capacité de 186 lits, il connait des

travaux de reconversion en hopital mére-enfant.

Tableau 6: Les services cliniques et médico-techniques dans 1’Hopital FKH.

Services Unités Capacité
Gynéco obstétrique Hospitalisation femmes 32 lits
Maternité Hospitalisation femmes 35 lits
Soins intensifs Hospitalisation hommes et femmes 13 lits
Pédiatrie Hospitalisation enfants 25 lits
Néonatologie Hospitalisation nouveau-né 36 lits
UM.C Hospitalisation hommes et femmes 6 lits
Hémodialyse Hospitalisation hommes et femmes 08générateurs
Radiologie Unité techno médicale 01

C.T.S Unité techno médicale 01
Pharmacie Unité techno médicale 01

2. Méthodologie:
2.1 Echantillonnage:
La collection des échantillons a été réalisé entre la période, Novembre 2016 a Mars 2018

au niveau des hopitaux FKH et SB.

Selon la norme ISO 14698-1 : 2003 (Annexe 1), nous avons utilis¢ la méthode
d’écouvillonnage dont 1’objectif est la recherche des germes bactériens sur des surfaces bien
précises négligées par le protocole de nettoyage quotidien de chaque hopital (les poignets des
portes, les téléphones des services, les lits d’hospitalisation et 1’appareillage médicale inclus,
pouce seringue, couveuse bébé, table chauffante de réanimation de bébé, générateur de
hémodialyse, ECG, le Scope, Masques aérosols, Masques oxygene, stéthoscopes autoscopies,

le matériel d’intubations, les chariots d’urgence.
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Dans les deux hopitaux, SB et FKH, 1'échantillonnage a été réalisé¢ uniquement dans

quatre services hospitaliers. Au total, 192 prélévements ont été effectués dans chaque hopital

(Tableau 7 et 8).

Tableau 7: Récapitulation des données données relatives aux prélévements dans 1’Hopital

FKH.
Les poignets Les lits Le téléphone | L’appareillage
Les services d’hospitalisation | de service médical
Hémodialyse 09 13 11 15
Gynécologie 11 10 12 09
Néonatologie 08 13 14 13
Pédiatries 20 12 11 11
Total 48 48 48 48

Tableau 8 : Récapitulation des données relatives aux prélévements dans 1’Hopital SB

Les services Les poignets Les lits Le téléphone | L’appareillage
d’hospitalisation | de service médical

Urologie 14 18 09 10

M¢édecine 12 11 13 17

interne F/H

Chirurgie et |12 10 15 11

Réanimation

Cardiologie 10 09 11 10

Total 48 48 48 48

Les surfaces hospitaliéres sélectionnées pour cette étude ont été choisies de manicre

réfléchie et regroupées en quatre catégories distinctes :

A.  Lits d'hospitalisation (Figure 7) :

Les lits d'hospitalisation sont des équipements indispensables au bon fonctionnement

des établissements de santé. Ils sont fabriqués a partir de divers matériaux tels que

l'acier, le plastique et le bois afin d'assurer leur solidité, leur durabilité, leur confort et

leur hygiéne. Etant en contact direct avec les patients, le personnel médical et les

visiteurs, les lits ne sont souvent pas correctement nettoyés et désinfectés de manicre

réguliere.
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Figure 7 : Ecouvillonnage en stries sur la surface de lits d’hospitalisation.

Téléphones de service (Figure 8):

Les téléphones de service sont fabriqués en plastique, sont souvent négligés par les
protocoles de nettoyage quotidiens. Bien qu'ils ne soient en contact qu'avec le
standardiste de chaque service, leur importance en tant que source potentielle de

contamination ne doit pas étre sous-estimée.

Figure 8 : Ecouvillonnage en stries sur la surface de téléphone de service.

Poignées des portes (Figure 9) :

Toutes les poignées sélectionnées sont fabriquées en acier. Elles sont en contact avec
un large éventail de personnes au sein de I'hopital, y compris les patients, le personnel
médical et les visiteurs. Ces poignées sont nettoyées quotidiennement pour maintenir

un niveau élevé d'hygiéne.
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Figure 9 : Ecouvillonnage en stries sur la surface de poignée de porte.

D. Appareillages médicaux (Figure 10, 11,12) :
Les équipements médicaux, fabriqués a partir d'une variété de matériaux tels que
l'acier, le plastique, le cuivre et la silicone, sont en contact avec le personnel médical
et les patients. Ils sont nettoyés quotidiennement ainsi qu'apres chaque utilisation pour

réduire les risques de transmission d'agents pathogenes.

Figure 10: Ecouvillonnage en stries sur la surface de générateur d’hémodialyse.
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Figure 12: Ecouvillonnage en stries sur la surface de pouce seringue.

Cette classification et la sélection des surfaces étudiées sont le résultat d'une analyse
minutieuse afin de mieux comprendre les différents niveaux de contamination potentielle dans

un environnement hospitalier.

Les écouvillons stériles étaient humidifiés dans un liquide stérile isotonique, ces
écouvillons étaient passés sur des surfaces définies en stries paralléles rapprochées en les
faisant tourner légérement, puis sur les mémes surfaces en stries perpendiculaires selon
Garcia-Cruz et al (2012) (Figure 7, 8, 9, 10, 11,12). Alors les écouvillons étaient remis dans
les étuis protecteurs et étaient transmis directement au laboratoire de département de biologie

de I"université de Chlef dans un délai d’un quatre d’heure.
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2.2 Analyse au laboratoire :
2.2.1 Caractérisation microbiologique :

2.2.1.1 Isolement et purification des souches :

Tous les écouvillons ont ét¢ immédiatement ensemencés en surface sur plusieurs
milieux de cultures solides différents : LB Agar, Chapman, gélose au Cétrimide et de la
gélose a I'Eosine au Bleu de Méthyléne. L'isolement des bactéries a été réalisé selon le

protocole décrit par Sanders (2012).

NB:

La composition de chaque milieu et de chaque solution utilisés dans ce travail est indiquée
dans le tableau (Annexe 2), tous ces milieux et solutions sont autoclaves a 121°C pendant

15 minutes.

Les boites ont été ensuite incubées pendant 24h a 37°C. Aprées la période d'incubation,
la procédure de purification de souches isolées est effectuée par un repiquage successif sur

les mémes milieux de culture.

2.2.1.2 Identification bactérienne :

L’identification et la purification des souches ont été effectuées suivant plusieurs

étapes successives, basée sur les études suivantes :

A. Etude macroscopique :

C’est une étude basée sur l'observation macroscopique de la colonie bactérienne
directement a 1'ceil nu ou a 1’aide d’une loupe binoculaire. Elle permet de décrire la taille,
I'apparence, la couleur, la consistance, le contour, l'opacit¢ et la forme de la colonie

bactérienne (Denis et al., 2007).

B. Etude microscopique :

Elle est basée sur la coloration de Gram (Denis et al., 2007) dont le but de déterminer
le type de la paroi bactérienne si c’est Gram-positif ou Gram-négatif, les bactéries Gram-
négatif colorées en rose et les bactéries a Gram positif sont violettes. Et aussi la forme des

bactéries si elles sont coques ou bacilles (Annexe 3).
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C. Etude physiologique :
a. Test de la catalase

La détection de la présence de la catalase chez les bactéries isolées a été effectuée par
I’utilisation de peroxyde d’hydrogeéne a 30%. La catalase est une enzyme respiratoire qui
catalyse la libération des molécules d'eau et d'oxygeéne a partir du peroxyde d'hydrogene

selon la réaction suivante :

H>0» Catalase . H O+ 12 O,

La catalase a été révélée en déposant sur une lame en verre, une colonie bactérienne en
présence de H>O» a 10 volumes. La réaction est positive en présence d’une réaction

d’effervescence, révélant le dégagement d’oxygeéne. (Baghaee-Ravari et al., 2011)
b. Test d’oxydase

Ce test est basé sur la recherche de la présence ou I’absence de 1’enzyme cytochrome
oxydase qui réduit I'02. A 1’aide de disques Oxydase (OX) qui sont des disques de papier
absorbant imprégnés de. Le disque prend une couleur violette, si la bactérie posséde une
oxydase, en cas d’absence de la coloration apres quelques secondes, la bactérie est oxydase

négative (Schaad et al., 2001; Baghaee-Ravari et al., 2011).
D. Etude biochimique :

Suite aux tests précédents, une cascade de tests biochimiques est réalisée par les
galeries API spéciales pour chaque genre bactérien : API 20E, API 20 STAPH, API20NE
(BioMerieux, France) (Tableau 9).

Tableau 9: les types de galeries utilisées selon les différents groupes bactériens

La galerie Genre bactérien détecté

API STAPH Les staphylococcies

API 20E Les grams négatifs non exigeants (les
entérobactéries)

API 20NE Les bacilles Gram négatif non fermentaires

API20E Bacillus Les bacillus
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Le systéme API (Appareils et Procédés d'Identification) est un systéme miniaturisé
et standardisé pour I’identification bactérienne, comporte un ensemble de 20 cupules de tests

biochimiques contenants des substrats déshydratés.

Toutes les copules sont inoculées avec une suspension bactérienne saline avec une
densité convenable. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent
par les virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs. La lecture des codes
obtenus est faite a I’aide du logiciel d'identification développé sur le site UPBM le Lab
(https://lab.upbm.org/identifieur/) (Figurel3).

i UPBM le Lab' # Accueil @ Site de 'lUPBM @ A propos du Lab' [ Contact / Ressources )
= ® Activer le mode pédagogique
[@CleSETINCTI-LLEVEE Code api
~ )
w g = 9 v T o
3 2 2 T Y g & 5 @ E 3 o % F Qo B E
£ ° 3 ESEEISEZREZET>ExEE283 58 9
&3
(Crrrrreerrererrreret
\ y
w —_
e g e 3 ES =S =25z &35 x8 =295 n9
o0 o0 o0 0O O 0o 0O 0o o0 OO0 o0 O O 0O OO O o0 O o
o 0O 0O OO0 0O 0O 0 OO0 o0 o 0O o0 O O o0 O O O
o 0O 0O O 0O OO 0O 0O O OO0 O O O O O o O o O

Figure 13 : Capture d’écran de la grille d’identification API20 E

2.2.1.3 Antibiogramme des souches isolées :

Cette technique de microbiologie vise a tester la sensibilité ou la résistance d’une
souche bactérienne vis-a-vis d’un ou de plusieurs antibiotiques supposés. Elle a été
effectuée par la méthode de diffusion de disques sur gélose Muller-Hinton (MHA)
(Ozgumus et al., 2007).

Selon les normes préconisées par le comité de I’Antibiogramme de la Société
Frangaise de Microbiologie (CA-SFM, 2013), le milieu gélos¢ MHA a été ensemencé par
une suspension bactérienne d’une culture pure de 24h par la technique d’écouvillonnage, en

tournant la plaque de 60° jusqu'a ensemencement de la totalité de la surface, puis les
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différents disques d’antibiotiques sont déposés sur cette gélose en respectant la distance

entre les antibiotiques.

Apres 24h d’incubation a 37°C, la lecture se fait en mesurant avec précision les

différents diameétres des zones d’inhibition autour des disques (mm), et comparés aux

valeurs critiques «d» et «D» de chaque disque d’antibiotique. Les souches ont été classées

en catégorie sensible (S) ou résistante (R) selon les valeurs interprétative de I’antibiogramme.

Divers familles d’antibiotiques ont été testées, ils ont été sélectionnés selon les

souches isolées. Leurs concentrations et leurs familles sont représentées dans les tableaux

10, 11, 12 et 13.

Tableau 10 : Liste des antibiotiques testés sur les Entérobactéries et les Pseudomonas spp.

Famille Antibiotique Charge Diameétres critiques (mm)
du Enterobacterale | Pseudomonas
disque |Abrévia |s spp
(ng) tion S> R < S> |R<
Pénicilline Pipéracilline 30 P 20 17 18 18
Céphalosporine | Céfotaxime 5 CTX 20 17
S Ceftazidime 10 CAZ 22 19 17 17
Cefoxitin 30 CX 19 15 - -
Carbapénémes | Imipénéme 10 IPM 22 17 20 20
Monobactame Aztréonam 30 ATM 26 21 18 18
S
Fluoroquinolon | Ciprofloxacine | 5 CIP 25 22 26 26
es
Aminosides Amikacine 30 AK 18 15 18 15
Gentamicine 10 GEN 17 14 15 15
Tobramycine 10 ToB 17 14 16 16
Tableau 11 : Liste des antibiotiques testés sur Acinetobacter spp
Famille Antibiotique Charge Diametres critiques
du (mm)
disque Abrév Acinetobacter spp
(ng) iation S > R <
Pénicilline Pipéracilline 100 P 21 18
Céphalosporines Céfotaxime 30 CTX 23 15
Ceftazidime 30 CAZ 18 15
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Carbapénémes Imipénéme 10 IPM 24 21
Fluoroquinolones Ciprofloxacine 5 CIP 50 21
Aminosides Amikacine 30 AK 19 17
Gentamicine 10 GEN 17 17
Tobramycine 10 ToB 17 17
Tableau 12: Liste des antibiotiques testé sur Staphylococcus spp.
Famille Antibiotique Charge Diamétres critiques
du (mm)
disque Abréviation Staphylococcus spp
(ng) S> R <
Pénicilline Pénicilline G 1J P 26 26
Ampicilline 2U AMP 18 18
Céphalosporines Cefoxitin 30 CX 22 22
Ciprofloxacine 5 CIP 21 24
Kanamycine 30 K 22 24
Fluoroquinolones Gentamicine 10 GEN 22 22
Aminosides Tobramycine 10 ToB 22 22
Tableau 13: Liste des antibiotiques testés sur les Bacillus spp.
Famille Antibiotique Charge  [Abréviation Diamétres  critiques
du (mm)
disque Bacillus spp
(ng) S> R<
Pénicilline Penicilline G 15 P 29 18
Ampicilline 10 AMP 21 16
Carbapénémes Imipénéme 10 IPM 24 17
Fluoroquinolones | Ciprofloxacine 5 CIP 25 22
Aminosides Gentamicine 10 GEN 17 17
Polypeptide Colistine 50 CL 15 15
Glycopeptide Vancomycine 30U VA 17 17

2.2.2

Identification moléculaire :

Les caractéristiques morphologiques et biochimiques sont souvent insuffisantes pour

une identification précise de certains genres bactériens (AbuObeid et al., 2018), ce qui

limite 1'efficacité de ces approches classiques. C'est pourquoi il est préconisé d'utiliser des

outils moléculaires plus sophistiqués pour une identification compléte, précise et fiable de

ces bactéries qui sont difficile a classer. Ces données soulignent donc l'importance d'avoir

recours a des méthodes plus avancées pour caractériser ces bactéries.
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Afin de confirmer les résultats des galeries API obtenus, une analyse moléculaire a été
réalisée par le séquengage du géne codant la sous-unité ribosomale 16S ARN.

Plusieurs études ont accordé une importance particuliere a l'identification génétique des
bactéries, le séquengage du geéne codant la sous-unité 16S ARN constitue un outil privilégié
pour la caractérisation moléculaire des bactéries en raison de la persistance de cette région
avec une stabilité ¢élevée et a 1'abri des mutations (Johnson et al., 2019) . Dans les projets
moléculaires, y compris dans notre étude, les amorces de Weisburg également appelées 27F et
1492R .Sont couramment utilisées pour I’amplification de la région ARNr 16S. Elles

permettent d’amplifier une séquence d’environ 1500 paires de bases du géne ARNr 168S.

Ces amorces permettent une amplification de la majorité des bactéries connues et sont
donc trés couramment utilisées pour l'identification bactérienne a l'aide de PCR et le

séquengage (NGS) (Weisburg et al., 1987).

2.2.2.1 Extraction d’ADN :

Les isolats bactériens ont ét¢ cultivés pendant une nuit dans le milieu LB a 37°C. Les
cellules ont été obtenues a partir de 5 ml de culture et ont été sédimentées par centrifugation
(6000x g pendant 5 min). L'ADN génomique bactérien a été extrait a l'aide du kit
commercial d’extraction et purification d'ADN Wizard (Promega, Etats-Unis)

conformément aux directives du fabricant.
Cette procédure a été réalisée selon le protocole du fabricant, comme suit :

e Mettre en suspension les sédiments de chaque isolat dans 600 pL du tampon
d’extraction, Nucleic Lysis Solution dans un tube eppendorf.

e Homogénéisation des suspensions pendant une minute, puis incuber a 85 °C
pour 05 minutes et refroidir & une température ambiante (25°C a 27°C).

e Ajouter 03 de RNAase uLm pour la dégradation des RNA, Fermer et inverser
le tube eppendorf 2 a 5 fois pour bien mixer le mélange

e Incuber les eppendorfs dans un incubateur a 37°C pendant 30 a 60 min

e Laisser refroidir a une température ambiante, puis ajouter 200 uL de Protein
Précipitation solution et vortex a haute vitesse pendant 20sec.

e Incuber au froid durant 5 min et centrifuger a 13000x g durant 3 min
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o Transférer les surnagents dans les eppendorfs propres contenant 600 pL
d’Isoporopanol et mélanger doucement.

e Centrifuger a 13000 x g pendant 30min et verser le surnagent pour récupérer
les culots puis laisser sécher sur un papier propre absorbant.

e Ajouter 600 pL d’éthanol et mélanger brievement, puis centrifuger a 13000
x g pendant 15 min.

e Verser I’¢thanol et laisser les eppendorfs ouverts jusqu’au séchage complet de
1’éthanol.

e Elution de ’ADN par 15 pL de la solution de réhydratation.

La quantité et la qualité de tous les extraits d'ADN ont été vérifiées par le spectrophotometre
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Etats-Unis) et ont été stockées a -20°C (Sambrook et
al., 2000).

2.2.2.2 Amplification PCR :

Le géne qui code pour I'ARNr 16S a été amplifié pour tous les isolats bactériens en
utilisant les deux amorces bactériennes universelles :

27 F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') et

1492 R (5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’") (Weisburg et al., 1991).

Le mélange réactionnel de 50 pL comprenait 1X Go Taq Buffer (Promega, USA), 2.5 mM
MgCl », 0.1 mM de chaque dNTP, 1 U d'ADN polymérase Hot Start Taq (Promega, Etats-
Unis), 0.5 pM de chaque amorce et 5 pL de matrice d'ADN.

Les réactions ont été réalisées dans un gradient Eppendorf Mastercycler sous-programme

thermique de PCR suivant (Tableau 14):

Tableau 14: Le programme thermique de la PCR réalisée.

Etape de PCR Température | durée Nombre de cycle
Dénaturation initiale 94°C 10 min 1 cycle
Dénaturation 94°C 45 s

Annelage (hybridation) 55-56°C 60s 35 cycles
Extension(Elongation) 72°C 60s

Extension final 72°C 10min lcycle
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2.2.2.3 Electrophoreése de ’ADN

Dans le but de vérifier la présence des amplifidt par rapport a leur taille ; 5 pL
d’amplifiat de chaque réaction mélangé avec 2 pL de Loading Dye (Thermo Scientific 6X
DNA Loading Dye) ont été analysés sur gel d'agarose 1% avec 1% de bromure d'éthidium
(Gel Doc XR+ System, Biorad, USA)

La migration s’est effectuée sous une tension de 120 Volts pendant 30min dans un

tampon d’¢lectrophorése TAE 0.5X (P.Y. Lee. 2012).

Les bandes d’ADN ont été visualisées sur un Trans _illuminateur (UV First Light®)
sous UV et leurs tailles moléculaires ont ét¢ déterminées par le marqueur de taille

(Invitrogen 100 bp DNA Ladder).

2.2.24 Purification des produits de la PCR :

La purification des amplifias avant le séquencage est une étape indispensable. Chaque
gene codant pour I'ARNr 16S amplifié a été purifié¢ a l'aide du kit Wizard PCR clean up
system (Promega, USA), cette étape permet de purifier ’ADN et €éliminer les amorces, les

dNTPs, les enzymes et les sels inutilisés et récupérer I’ADN pure pour le séquencer.

La purification des produits de PCR a été effectuée conformément au protocole fourni

par le fabricant, comme suit :

1) Ajoutez 45 pL de Membrane Binding Solution aux produits de PCR.

2) Insérez la Minicolonne SV dans le Tube de Collecte

3) Transférez le mélange de produit PCR préparé dans l'assemble de la
Minicolonne.

4) Incubez a température ambiante 25°C a 27°C pendant 1 minute

5) Centrifugez a 16 000 x g pendant 1 minute.

6) Jetez le liquide de filtration et réinsérez la Minicolonne dans le Tube de
Collecte.

7) Ajoutez 700 pul de Membrane Wash Solution (plus éthanol).
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8) Centrifugez a 16 000 x g pendant 1 minute. Jetez le liquide de filtration et
réinsérez la Minicolonne dans le Tube de Collecte.

9) Pour un deuxiéme lavage, ajoutez 500 pl de Membrane Wash Solution (plus
éthanol). Centrifugez a 16 000 x g pendant 5 minutes.

10) Videz le tube de Collecte et refaites tourner I'ensemble de la colonne pendant 1
minute avec le couvercle du microcentrifugeur ouvert pour permettre
I'évaporation de tout résidu d'éthanol.

11) Transférez soigneusement la Minicolonne dans un tube eppendorf propre de
1,5 ml.

12) Ajoutez 50 pl d'eau ultra pure sans Nucléase a la Minicolonne. Incubez a
température ambiante pendant 1 minute. Centrifugez a 16 000 x g pendant 1

minute.

2.2.2.5 Séquencage du géne de ' ARNr 16S :

Les produits de la PCR purifiés obtenus dans I’étape précédente ont été séquencés par
la technologie Sanger avec un séquenceur d'ADN ABI PRISM 3700 d'Applied Biosystems
(GATC biotechnologie, Allemagne) en utilisant le kit BigDye Terminator v3.1 Ready
Reaction Mix (Applied Biosystems).

Le principe de la méthode de Sanger est d'utiliser de petits oligonucléotides (amorces)
complémentaires d'une partie du fragment d'ADN a séquencer pour initier la polymérisation
de I'ADN. L'extension d'amorce est réalisée par le fragment de Klenow (une ADN
polymérase I sans activité exonucléase 5' — 3') et est maintenue par I'ADN polymérase
thermostable utilisée pour la PCR. Quatre désoxyribonucléotides (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) et I'un des quatre didésoxyribonucléotides (ddATP, ddCTP, ddGTP ou ddTTP) ont
été ajoutés a faible concentration. (Fred Sange et Nicklen .1977; Heather et Chain. 2016)

Ces didésoxyribonucléotides agissent comme des terminateurs de chaine : une fois
incorporés dans la chaine nouvellement synthétisée, ils empéchent une extension
supplémentaire car ils n'ont pas d'extrémité 3'-OH (uniquement de 1'hydrogéne au lieu d'un
groupe hydroxyle) (Figure 14). Cette terminaison intervient notamment au niveau
nucléotidique correspondant au didésoxyribonucléotide incorporé dans la réaction. Pour un

séquencage complet d'un méme fragment d'ADN, la réaction est répétée quatre fois en
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parallele, en utilisant quatre didésoxyribonucléotides différents (Chidgeavadze et

Beabealashvilli .1984)

ddNTP- dideoxynucletide

Figure 14 : Différences structurelles entre INTP et ddNTP (Chauhan.2020).

Les étapes du séquengage de Sanger, illustrées dans la (Figure 15), se déroulent comme

suit :

Initiation de 1’¢longation : Une ADN polymérase catalyse 1’extension de la chaine
d’ADN matrice en incorporant des désoxynucléotides triphosphates (dNTPs)
classiques ainsi que, de maniére occasionnelle, des didésoxynucléotides triphosphates
(ddNTPs).

Arrét de I’¢élongation : Lorsqu’un ddNTP fluorescent est intégré a I’extrémité du brin
en croissance, il empéche toute addition ultérieure de nucléotides en raison de
I’absence de groupement 3’-OH, stoppant ainsi I’élongation de la séquence.
Génération de fragments d’ADN : Comme cette terminaison peut se produire a
différentes positions de la séquence cible, un ensemble de fragments d’ADN de
longueurs variées est produit, chacun étant marqué par un fluorochrome spécifique
correspondant au dernier nucléotide incorporé.

Séparation et détection : Les fragments d’ADN ainsi générés sont séparés par
¢lectrophorese capillaire en fonction de leur taille. Un laser excite les fluorophores,
permettant la détection des signaux fluorescents, qui sont ensuite analysés pour

reconstituer la séquence de I’ADN cible.
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Figure 15: Schéma récapitulatif des étapes de séquencgage selon la méthode de Sanger

(Ona, 2020).

Les produits de PCR purifiés ont été séquencés dans les deux sens direct et inverse

dans des réactions séparées et en double. Pour cela deux réactions de séquengage ont été

réalisées pour chaque amplifiat purifié, une réaction avec 1’amorce 27F et I’autre avec

I’amorce 1492R.

Pour I’incorporation des fluorochromes une deuxiéme réaction de PCR a été

effectuée .Chaque réaction

pl (Tableau 15).

Tableau 15: Les réactifs utilisés pour la PCR Big Dye

contient un mélange réactionnel d’un volume total de 20

Réactifs Volume (uL)
ADN matrice 4ul
27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') ou Ll
u
1492R (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3")
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BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix 2 ul
Tampon 3ul
H>O 10 pl

Les réactions d’amplification ont été réalisées dans un gradient Eppendorf Mastercycler

sous-programme thermique PCR suivant (Tableau 16).

Tableau 16: Le programme thermique de la PCR Big Dye réalisée

Etape de PCR Température | durée Nombre de cycle
Dénaturation initiale 96°C 1 min 1 cycle
Dénaturation 96°C 10s

Annelage (hybridation) 50°C Ss 25 cycles
Extension(Elongation) 60°C 4 min

Extension final 60°C 5 min lcycle

Les produits de séquengage ont été purifiés en utilisant une méthode de précipitation a
1'éthanol pour éliminer les réactifs non incorporés et assurer une charge neutre. Les produits
de séquencage ont été ensuite lavés dans 80 pl de mélange de précipitation d'éthanol (3 pl de
NaAc, 62.5 pl d'éthanol a 95 % et 14.5 ul d'eau) et 'ADN a été sédimenté par centrifugation
(13 000 g, 15 min). Le culot a été a nouveau lavé dans 200 ul d'éthanol a 75 % et centrifugé
(13 000 g, 5 min). Le culot d'ADN a été séché a l'air et réhydraté dans 15 ul de formamide,
puis suivie par une ¢électrophorese capillaire par ABI PRISM 3700 Applied Biosystems
(GATC biotechnologie, Allemagne).

2.2.2.6 Analyses bioinformatiques

Deux séquences directes et deux séquences inverses pour chaque échantillon ont été

assemblées, alignées et corrigées a l'aide de Bionumerics v3.5 software (Applied Maths,

Sint-Martens-Latem, Belgium) (https://www.applied-maths.com/bionumerics) afin d’obtenir
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une séquence composite. La qualité de chaque trace de séquence a été évaluée visuellement

et les séquences de mauvaise qualité ont été supprimées.

La visualisation des séquences obtenues a été réalisée par SNAPGENE Viewerv 5.3.2

(https://www.snapgene.com/Snapgne-Viewer/)

La confirmation d’identification des bactéries a été réalisée par annotation, par
alignements pair des séquences, les séquences ont ét¢ comparées en utilisant BLAST (Basic

Alignement Search Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) développé au NCBI (Altschul et

al., 1990). Contre la base de données Genbank du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ,

pour rechercher la similitude des séquences avec toutes les séquences disponibles dans les

bases de données.

La bactérie a l'origine de la séquence a été identifiée en la faisant correspondre avec la
séquence ayant le score d'identit¢é maximal le plus ¢élevé dans les bases de données et avec

une similitude plus ou égale a 97%.

2.3 Conservation des souches :

Les isolats pures sont conservées a -80°C dans des eppendorfs contenant Iml de
bouillon nutritifs avec 20 % de glycérol (Pegg .2015) dans le laboratoire LBNR pour des

¢tudes supplémentaires.

2.4 Analyses statistiques :

Les analyses statistiques sont Utilisées pour déterminer s'il existe une relation
significative entre deux variables catégorielles (nominales ou ordinales) dans un

échantillon de données.

Dans notre ¢étude, le test du Chi carré a été utilisé pour vérifier si la distribution des
especes bactériennes était homogene a travers la contamination et les différentes surfaces
négligées écouvillonnées, en utilisant le logiciel statistique de sciences sociales 16.0 pour

Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Nous proposons les deux hypothéses (Ho et Hi) pour la relation entre les résultats de la

distribution des espéces bactériennes et les surfaces hospitaliéres (Annexe 4).
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Hy : pas d’association significative entre la distribution des bactéries et les surfaces

hospitalicres.

H; : il existe une association significative entre la distribution des bactéries et les surfaces

hospitalicres.
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I1.

Résultats et discussion

1. Isolement et identification des souches isolées dans les deux hopitaux :

Au cours de la période de novembre 2016 a Mars 2018, 384 échantillons ont été
¢valués a partir de quatre types différents de surfaces hospitalicres (les lits
d'hospitalisation, les téléphones de chaque service, l'appareillage médical et les poignées
des portes) dans les deux hopitaux. Plus précisément, 192 échantillons ont été prélevés a

I'hopital SB, et 192 a I'hopital FKH.
2. Caractérisation biochimique

Aprés 1’incubation a 37 C° pendant 24 heures, la majorité des prélévements se sont
poly-microbiens avec plusieurs colonies poussées sur les différents milieux utilisés.

Les colonies présentant des caractéristiques culturelles et morphologiques, pouvant
étre suspectées d'appartenir a un groupe bactérien, elles ont été retenues, purifiées et
soumises a des tests d'identification biochimique (coloration de Gram, des tests de
catalase et d’oxydase, Galerie API).

Au total 281 isolats ont été isolés a partir de différentes surfaces hospitaliéres
inanimées dans les services de soins apres le nettoyage quotidien ,108 isolats ont été
isolés dans 1’hopital SB et 173 isolats au niveau de 1’hopital FKH.

La premiere étape d’identification bactérienne, la coloration de gram a permis de
diviser les 281 isolats en deux grands groupes bactériens , 37.96 % étaient bactéries
gram positif et 62.04 % étaient Gram négatif dans 1’hopital SB. Quant a ['hopital FKH
les résultats étaient de 41.05 % GPB et 58.95 % GNB (Figure 16).

Les bactéries gram négative (GNB) sont la source la plus potentielle d'infections
nosocomiales que les bactéries gram positif (GPB) (Ghadiri et al., 2012 ;Bakkali et al.,
2015 ;Aiesh et al 2023 ;Gauba et Rahman, 2023), dans notre ¢tude les GNB

représente un taux tres élevé que les GPB dans les deux établissements de santé.
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Figure 16 : Distribution des GNB and GPB isolées dans les deux hopitaux.

Selon le National Healthcare Safety Network des Etats-Unis, les GNB causent plus
de 30 % des infections associées aux soins (Hidron et al., 2008).Les infections a GNB
peuvent étre tres graves et difficiles a traiter en raison de leur résistance aux antibiotiques et
de leur capacité a se propager rapidement, des données épidémiologiques prouvent que le
taux de mortalité le plus élevée a été observée toujours chez les patients infectés pendant
I'hospitalisation par les GNB que chez ceux infectés par le GPB (Liu et al., 2020; Gauba et
Rahman, 2023).

Les 281 isolats ont été récupérés pour une identification plus poussée ; les trois types
de galerie Api (Api 20 E, Api 20 NE, Api STAPH) et les deux tests complémentaires
(oxydase, catalase) ont été utilisées pour une caractérisation biochimique approfondie

(Figure 17).

2

Figure 17 : Aspect de la galerie API Staph, inoculée par la souche SXK1 aprées I’incubation a
une température 37°C pendant 24 heures
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Les résultats du profil numériques des souches inoculées sur la galerie API, sont exprimés a

’aide de logiciel Galerie web (https://lab.upbm.org/identifieur/ ) (Figure 18).

Code api (optionnel) : 6312770

- ™
S5 2 £ 2 g 2 £ 5 2 £ 2 e 2 =2 v 8 2 5 2 E
=% ° 3 E £ £ 3 E =R 5 2 &8 % 2 ¥ & = 2 2 5 1
M BEEE B | | & e
\. J
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® O 0O O 0O ® 0O ® ® ® O ® © O O O O O ® ® ®
o o o O O O O O O O O O O O O O

............................................................................................................................................

Calcul direct P Calcul avec exclusion(s) €I Légende

Les calculs proposent (cliquez sur @ pour voir les détails du profil) :

1. Staphylococcus xylosus avec une probabilité de 100 % (excellente identification)
100%

Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.

(S) UPBM 2017-2024

Figure 18 : Une capture d'écran montrant I'affichage de 1'onglet d'identification de la souche
SXK1 par le logiciel Galerie web.

L’analyse des isolats basée sur les caractéres culturaux, morphologiques et biochimiques
a permis d’identifier les 281 isolats ces derniers appartenant au quatre grands groupes :
Staphylococcus, Bacillus, Enterobacteria, et NFGNB (Figure 19).

Dans la répartition des souches isolées, nous constatons que le nombre total de souches est
plus élevé a I’hopital FHK qu’a 1I’hopital SB. En ce qui concerne les staphylocoques, plus de
souches de ce type ont été isolées a FHK qu'a SB. Pour les Enterobacteriaceae, I'hdpital FHK
a ¢également enregistré un nombre de souches plus élevé que I'hopital SB, et les
entérobactéries restent le type de souche le plus répandu dans les deux établissements (Figure
19).

Concernant les NFGNB, plus de souches ont été isolées a 1'hopital FHK qu'a I'hdpital SB,
et il s'agit du troisieéme type de souche le plus fréquent a I'hdpital SB apres les entérobactéries
et les staphylocoques. En ce qui concerne les souches du genre Bacillus, leur nombre était
plus ¢élevé a I’hopital SB qu’a I’hopital FKH. Toutefois, Bacillus reste le genre bactérien le

moins fréquent dans les deux établissements. (Figure 19).

77


https://lab.upbm.org/identifieur/

RESULTATS ET DISCUSSION

80

70

60

50

40

% Bacteria

30
20 “

10

N

STAPHYCOCCUS ENTEROBACERIE NN.FERMENTIG BACILLUS

Bacterial Groupes

B FKH ©ESB

Figure 19 : La distribution des groupes bactériens identifiés dans les deux hopitaux

2.1 Staphylococcus

Au total, 94 souches de Staphylococcus ont été isolées sur milieu de culture gélose au
sang a partir des surfaces hospitalieéres dans les deux hopitaux : 32,40 % a I'hopital SB et
34,10 % a I'népital FKH (Figure 19). Les Staphylococcus sont l'une des principales
causes d'infection nosocomiale dans le monde et sont les plus répandues en milieu
hospitalier, représentent un défi pour les pratiques de contrdle des infections dans la

plupart des pays (Lemmen et al., 2004) .

Dans I'EPH FKH, le genre Staphylococcus comprend six espéces : S. haemolyticus, S.
epidermidis, S. aureus, S. xylosus, S. saprophyticus et S. cohnii, avec des pourcentages
variés (Tableau 17). En revanche, dans I'EPH SB, seulement quatre especes ont été

identifiées : S. epidermidis, S. aureus, S. xylosus et S. saprophyticus, (Tableau 18).
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Tableau 17: Répartition des staphylocoques sur les surfaces hospitalieres EPH FKH.

FKH.bacteria P L T A T %
S.haemolyticus 1 3 - 2 6 3,47
S.cohnii 1 2 0 - 3 1,73
S.epidermis 2 3 2 4 11 6,36
S.aureus 5 9 4 4 22 12,72
S.xylosus 2 1 - 1 4 2,31
S.saprophyticus 3 2 2 6 13 7,51

Tableau 18: Répartition des staphylocoques sur les surfaces hospitalieres dans EPH SB.

SB.Bacteria P L T A T %

S. epidermidis 4 0 2 8 7,41
S. aureus 3 9 2 3 17 15,74
S. xylosus - 2 - 1 3 2,78
S. saprophyticus 3 2 1 1 7 6,48

> 8. aureus

Sur le milieu de culture gélose au sang les colonies de S. aureus apparaissent de
couleur blanche jaunatre. La coloration de Gram montrant des cocci mauve, en forme de
grappe de raisin et en paires, cette bactérie est oxydase négative, catalase et coagulase
positive.

L’identification bactérienne réalisée a 1’aide des galeries Api STAPH nous a permis
de mettre en évidence les principaux caractéres biochimiques des souches de
staphylococcus isolées , cinq profils numériques code pour ’espece S.aureus avec des
pourcentages d’ identité supérieur a 97% (Annexe 5).

S.aureus le plus dangereux de tous les nombreux staphylocoques fréquemment
rencontrés, a marqué la proportion de contamination la plus élevée dans les deux
hopitaux SB et FK 12,72 % et 15,74 % respectivement (Tableau 17, 18).

Nos résultats sont en concordance avec des résultats rapportés par d'autres
chercheurs africains en Ouganda 75,4 % (Sserwadda et al., 2018) et au Bénin 27,3 %
(Afle et al., 2019). Selon Maiga et al., cette espeéce constitue la deuxiéme cause de
septicémie et d’infections urinaires a Bamako (Maiga et al., 2000) .A 1’échelle national,

l'incidence des infections nosocomiales a S. aureus était d'environ 6,27 pour 1000 jours
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d'hospitalisation dans I'unit¢ de néonatologie de L’EHS de Tlemcen en Algérie
(Rebiahi et al., 2014).

Les S.aureus se sont des bactéries commensales colonisant naturellement le
microbiote humain de la peau et des muqueuses chez les hotes sains et immunodéprimés
(Chen et al., 2014 ; Russotto et al., 2015). Néanmoins, cette espece est un pathogéne
opportuniste capable de produire un large éventail de toxines et provoque souvent des
infections cutanées et des infections graves telles que la méningite, la pneumonie, des
infections osseuses, le syndrome de choc endocardite et syndrome de choc toxique
(Oliveira et al., 2018 ;Yong et al., 2019).

D'autres especes de staphylocoques ont également été isolées dans notre étude a
partir des surfaces hospitaliéres des deux hdopitaux. Parmi celles-ci, nous retrouvons les
staphylocoques a coagulase négative (SCoN) tels que S. epidermidis, S. saprophyticus,
S. cohnii, S. xylosus et S. haemolyticus.

La majorité¢ des SCoN sont des bactéries opportunistes, principalement responsables
d'infections nosocomiales. Trois facteurs favorisent l'apparition de ces infections :
I'immunodépression, la présence de cathéters veineux ou de matériaux prothétiques.
Parmi les SCoN isolées dans les deux établissements, S.epidermidis et S.saprophyticus

sont les espéces les plus fréquemment isolées.

> 8. epidermidis
Sur le milieu gélose au sang, les colonies sont trés fines de couleur blanche. La
coloration de Gram montrant des cocci de couleur violet, en paires sous forme de
grappe de raisin, cette bactérie est catalase positif, coagulase et oxydase sont négatives.
Selon les résultats obtenus par la galerie Api STAPH, quatre profiles numériques
codent pour les 19 espéces de S.epidermidis (Annexe 5), réparties en 11 espéces dans

I’Hoépital FKH et en 8 espéces dans 1’Hopital SB (Tableau 17 et 18).

Cette espece est parmi les causes les plus rependues dans les infections sanguines dans les
services de santé, elles provoquent fréquemment des septicémies chez les sujets porteurs
de matériel étranger comme les cathéters intra-vasculaires, prothéses ostéo-articulaires et

les boitiers de stimulation cardiaque (Lee et Anjum, 2022).

L’exopolysaccharide produit par S. epidermidis favorise son adhésion aux biomatériaux
et entrave la pénétration des antibiotiques, rendant son ¢élimination plus difficile

(Kodjikian et al., 2005).
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> S. hémolyticus

Les colonies apparaissent en blanc sur le milieu gélose au sang, la coloration de gram
met en évidence des cocci forme paires et tétrades de couleur violet, le test catalase est
positif, oxydase et coagulase sont négatives.

Suite a la lecture des résultats des galeries, deux profiles numériques codent pour 06
souches de S.hémolyticus (Annexe 5). Cette bactérie est la seconde espéce de genre
staphylococcus responsable d’infections humaines, en particulier de suppurations,
d’infections urinaires et de septicémies, elle était isolée seulement dans I’Hopital FKH

avec un pourcentage de 3.47 % (Tableau 17).
> S. saprophyticus

Sur le milieu gélose au sang, les colonies sont de couleur blanche, la coloration de
gram a montré des cocci en paires de couleur violet, catalase est positive, oxydase est

négative et aussi coagulase est négative.

L’analyse des résultats obtenus par la lecture des galeries Api STAPH donne 7
profiles numériques qui codent pour les 20 espéces de S. saprophyticus (Annexe 5) dont
13 espéces a FKH et 7 especes a SB (Tableau 17 et 18). Au sein des SCoN,
S.saprophyticus est parmi les contaminants les plus fréquemment isolés en milieu
hospitalier, elle est responsable de divers infections communautaires : par ses capacités
a adhérer a 1’épithélium vésical, elle provoque aussi des cystites chez les jeunes

femmes.

>  S.xylosus

Des colonies blanches apparaissent sur le milieu gélose au sang, sous microscope
apres la coloration de gram des cocci en amas de couleur violet ont été observés, la
catalase est positive, oxydase et coagulase sont négatives.

Au total, trois profiles numériques différents codent pour les 07 especes de S.xylosus
isolées (Annexe 5), dont 2.78 % et 2.31 % ont été isolées dans 1’hopital SB et 1’hopital
FKH respectivement (Tableau 18,17).

S.xylosus se trouve fréquemment dans la peau et les muqueuses des animaux, en
particulier les mammiferes. Bien qu’elle soit considérée comme non pathogene, elle

peut causer des infections nosocomiales, comme la pyélonéphrite chez les personnes
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immunodéprimées et un cas de conjonctivite a ét¢ détecté au mali (Al-Habibi et al.,

2022).
> S. cohnii

Sur le milieu gélose au sang, les colonies sont de couleur blanche, la coloration de
gram donne des cocci en paires et en tétrades de couleur violet, la catalase est positive,
oxydase est négative appartenant aussi au groupe SCoN.

Deux profiles numériques codent pour S.cohnii, (Annexe 5) isolés que dans 1’hopital
FKH avec un pourcentage de 1.73% (Tableau 17).

L’infection a S.cohnii chez 1'homme est un événement inhabituel et trés rare, les
quelques cas d'infection a S.cohnii rapportés dans la littérature comprennent les
bactériémies liées aux cathéters et aux protheses chirurgicales, la cholécystite aigué,

l'abees cérébral, 1'endocardite, et la pneumonie (Soldera et al., 2013).

2.2 Les enterobacteriaceae

Les enterobacteriaceae est la famille pathogéne la plus rencontrée dans notre étude,
42.59 % dans I’hopital SB et 93,88 % dans 1’hopital FKH (Figure 19). Ce sont les plus
souvent impliquées dans les infections humaines en particulier les infections
nosocomiales.

Elles peuvent toucher différents systémes du corps, notamment les voies urinaires,
les poumons, 1'abdomen, la circulation sanguine. Elles sont retrouvées partout, dans le
sol et l'eau. Elles sont abondantes dans l'intestin de I'hnomme et des animaux, trés
mobiles et a croissance rapide. Elles comprennent un trés grand nombre de genres et
d'especes (Partridge, 2015).

Les entérobactéries sont considérées comme la source principale d’infections
communautaires et hospitaliéres en raison de leurs capacité a acquérir de nombreux
mécanismes de résistance aux antibiotiques (Lemmen et al., 2004 ; Peleg et al., 2010 ;
Partridge, 2015) avec possibilité de persister sur des surfaces séches pendant des jours et

des mois (Kramer et al., 20006).

» Eschirichia coli
Les colonies apparaissent de couleur vert foncé avec un reflet métallique sur le

milieu EMB, I’observation sous microscope a montré des bacilles roses a Gram négatif.
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Oxydase est négative et catalase est positive. Les résultats de la galerie Api 20E
représentent cing profiles numériques qui codent pour 1’espece E. coli (Annexe 5).

E. coli est parmi les entérobactéries les plus isolées dans les deux hdpitaux FKH et
SB respectivement 10.40 % et 11.11% (Tableau 19, 20). Cette bactérie caractérise
naturellement I'intestin humain et provoque diverses infections opportunistes, telles que
la diarrhée du voyageur et les infections des voies urinaires (Aryee et al., 2018). Nos
résultats étaient différents par rapport aux enquétes menées en Ouganda et en Iran
mentionnant K.pneumonia comme l'entérobactérie la plus dominante dans les surfaces
hospitaliéres (Ekrami et al., 2011 ; Sserwadda et al., 2018).

La principale cause d'infection a E.coli est la transmission oro-fécale. Par conséquent,
le non-lavage des mains en milieu hospitalier peut entrainer une incidence accrue
d'infections nosocomiales a E.coli, surtout chez les patients immunodéprimés (Zhang et

al., 2002).

Tableau 19 : Répartition des entérobactéries sur les surfaces hospitalieres dans EPH FKH.

FKH.bacteria P L T A T %
E.coli 7 1 5 18 10,40
K. pneumoniae - 3 - 3 6 3,47
P. rettgeri 2 2 - 3 7 4,05
P.stuartii - 3 2 1 6 3,47
S. odorifera - 1 - 2 3 1,73
S. marscense - 4 - 1 5 2,89
P. mirabilis - 6 - 2 8 4,62
P. vulgaris - 3 - 2 5 2,89
C. freundii - - 2 - 2 1,16
Shigella spp. 1 3 - 2 6 3,47
Pantoea spp. - 2 - 1 3 1,73
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Tableau 20: Répartition des entérobactéries sur les surfaces hospitalieres dans EPH SB.

SB.Bacteria P L T A T %

E. coli 2 5 2 3 12 11,11

K. pneumoniae - 3 - 4 7 6,48
P. rettgeri 1 4 - 2 7 6,48
P.stuartii - 1 1 3 5 4,63

S. marscense - - - 2 2 1,85
P. mirabilis - 2 - 2 4 3,70
P. vulgaris - 2 - - 2 1,85
Shigella spp 1 2 - 1 4 3,70
Pantoea spp - 3 - - 3 2,78

» Klebsiella pneumonia

Sur le milieu EMB, des larges colonies muqueuses de couleur mauves ont été
poussées, 1’observation de Gram sous microscope donne des bacilles de couleur rose
Gram négative, I’oxydase est négative et le catalase est positive.

6 profiles numériques codent pour 1’espece K.pneumonia (Annexe 5). Cette bactérie
est un agent pathogéne nosocomial majeur qui se propage rapidement dans les hopitaux
du monde entier, représente 3.47% dans I’hdpital FKH et 6.48 % dans 1’hopital SB
(Tableau 19 et 20)

K.pneumoniae peut causer plusieurs types d'infections nosocomiales, notamment la
pneumonie, les infections du sang, les infections des plaies et la méningite .Cette espéce
se transmet principalement dans les établissements de soins par contact personnel et,
moins fréquemment, par contamination de I'environnement mais ne se propage pas dans

l'air (Caneiras et al., 2019).

» Providencia stuartii et Providencia rettgeri

Des colonies translucides apparaissent sur le milieu EMB, la coloration de Gram met
en évidence des bacilles roses Gram négative, catalase est positive, oxydase est
négative.

Cinq profiles numériques codent pour les 14 especes de P.rettgeri, et deux profiles

numeériques codent pour les 11 espéces de P.stuartii (Annexe 5).
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La présence de P. retguii a été enregistrée dans les deux hopitaux avec un taux global
de 6,48 %. Plus précisément, ce taux s’¢leve a 3,47 % dans I’hopital FKH et a 4,63 %
dans I’hopital SB. (Tableau 19, 20).

P.stuartii et P.rettgeri, sont des pathogeénes opportunistes rares, et relativement peu
étudiés, quoiqu’ils représentent 10 % des infections nosocomiales urinaires. Connue pour
leur forte capacit¢ a former des biofilms dans le tractus urinaire humain. Selon les
rapports publiés par Johnson et al., en 2020 ainsi en 2022 par 1’équipe de Rajini, les
infections causées par les deux uropathogeénes P.stuartii et P.rettgui sont toujours
chroniques et trop souvent mortelles (6 a 33 % de mortalité) du fait de leur forte
résistance intrinséque aux antibiotiques et de leur capacit¢ a former des biofilms

(Johnson et al., 2020; Rajni et al., 2022).

> Serratia odorifera

Des colonies bombées allant du rose foncé au rouge se forment sur le milieu EMB.
L'examen microscopique révele la présence de bacilles roses a Gram négatif, positifs a
la catalase et négatifs a I'oxydase. Un profil numérique identifiant les trois espéces de
S.odorifera (Annexe 5), et qui ont été isolées seulement a 1'hdpital FKH, représente un
pourcentage de 1,73% (Tableau 20).

S.odorifera est rarement isolé chez I'homme, et les infections provoquées par cette
bactérie sont peu fréquemment documentées. Des cas de septicémie causée par cette
bactérie ont été signalés par Mermel et Spiegel en 1992, ainsi que par Cook et Lopez en

1998.

> Serratia marscens

Des colonies gonflées de couleur rose foncé se sont développées sur le milieu EMB.
Les bactéries sont de forme bacillaire, Gram négatif, positives a la catalase et négatives
a l'oxydase. Deux profils numériques ont été identifiés, correspondant a sept especes
différentes (Annexe 5), soit 2,89 % a 1'hopital FKH et 1,85 % a 1'hopital SB (Tableau
19 et 20).

S.marscense est une espece largement répandue dans le sol, I'eau et les surfaces
végétales. Cet agent pathogéne opportuniste peut causer diverses infections, dont la
bactériémie, la pneumonie, les infections liées aux cathéters intraveineux, l'ostéomyélite

et I'endocardite. Selon Biedenbach et al., en 2004 elle est trés associée a une résistance
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antimicrobienne croissante et le taux de mortalité par la bactériémie causée par
S.marcescens atteint 37 % chez les nouveau-nés et 44 % chez les nourrissons. Elle

figure parmi les dix principales causes de bactériémie en Amérique du Nord.

> Proteus mirabilis et Proteus vulgaris

Des colonies de couleur grise émergent sur le milieu EMB, sous microscope, des
bacilles de couleur rose a Gram négatif sont visibles, avec un test de catalase positif et
un test d'oxydase négatif. 4 profils numériques correspondent a l'espece P.mirabilus et
trois a I'espéce P. vulgaris (Annexe 5).

Au total, 4,62 % de P. mirabilus et 3,70 % de P. vulgaris ont été isolés a 1'hdpital
FKH (Tableau 19), tandis que 2,89 % de P.mirabilus et 1,85 % de P.vulgaris ont été
identifiés a 1'hopital SB (Tableau 20).

Le genre Proteus est naturellement présent dans l'environnement, fréquemment
retrouvé dans le sol, les sources d'eau et les eaux usées. Il fonctionne principalement en
tant que commensal dans le tractus gastro-intestinal des humains et des animaux (Jamil
et al., 2023)

Les deux especes P.mirabilus et P.vulgaris sont capables de causer diverses
infections humaines, y compris les infections des voies urinaires, les infections de
plaies et les septicémies. Elles sont également capables de se déplacer rapidement sur
des surfaces solides de manicére coordonnée, ce qui contribue a sa virulence et a sa
capacité de provoquer les infections nosocomiales dans les établissements de soin.

(Drzewiecka, 2016)

> Citrobacter freundi

Sur le milieu EMB, des colonies de couleur brune ont été observées, la coloration de
Gram au microscope a révélé des bacilles roses Gram négatif. Le test de catalase s'est
avéré positif tandis que le test de l'oxydase était négatif. Un unique profil numérique
correspond aux deux espéces de C.freundii (Annexe 5), et qui sont uniquement
présentes a I'hopital FKH (Tableau 20).

C.freundii est une espece ubiquitaire, fréquemment présente dans le sol, l'eau, les
aliments et le tractus intestinal humain. En tant qu'agent pathogeéne opportuniste, elle est
associée a diverses infections chez les individus immunodéprimés, notamment des

infections urinaires, des infections de plaies et des pneumonies (Liu et al., 2018).
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> Shigella spp.

Des colonies transparentes apparaissent sur le milieu EMB, la coloration de Gram
met en évidence des bacilles roses a Gram négatif, catalase positif, et oxydase négatif.

Trois profils numériques codent pour les 10 especes de Shigella spp identifiées dans
note étude (Annexe 5), dont 3.47 % ont été isolées a I’hopital FKH et 3.7 % a I’hopital
SB (Tableau 19 et 20).

Shigella spp est reconnue comme l'une des principales causes de déces chez les
enfants dans le monde, notamment en Asie, C'est une bactérie pathogéne stricte
responsable de diarrhée aigué. Il n'y a pas de prédominance de genre ni de la
prédilection raciale pour la shigellose. La transmission des shigelles se fait par voie
fécale-orale, généralement par l'ingestion d'eau ou d'aliments contaminés, ou par contact
direct avec des matiéres fécales infectées (Sabour et al, 2022; Aslam et Okafor ,
2023).

> Pantoea spp.

Sur le milieu EMB, les colonies se présentent sous forme de colonies jaunatres et
muqueuses (fermentaire de lactose). Selon la coloration de Gram Pantoea spp est
bacille a Gram négatif a catalase positive et oxydase négative. Un seul profil numérique
code pour les 06 especes (Annexe S), dont 1.73 % ont été isolées a partir de I’hopital
FKH et 2.78 % dans I’hdpital SB (Tableau 19, 20).

Pantoea spp est une espece phytopathogene, mais elle peut provoquer également des
infections opportunistes chez les humains notamment des infections acquises dans la
communauté, y compris les infections nosocomiales. Divers sites et organes peuvent
étre affectés par Pantoea spp, causant des infections de plaies, des infections du sang,
des péritonites, des endocardites, des infections des voies urinaires et des méningites.
Chez les enfants, en particulier les nouveau-nés, les infections a Pantoea spp ont une
prédilection pour les voies respiratoires provoquant une insuffisance respiratoire et

entrainant une mortalité trés élevée (Mani et Nair .2021).

2.3 Les bactéries non fermentaires (NFGNB) :

Les NFGNB constituent une source importante de maladies chez les humains, ce sont
des bactéries largement répandues dans la nature, en particulier dans le sol, 1'eau et surtout
dans les environnements hospitaliers, elles peuvent étre retrouvées sur des équipements tels

que les ventilateurs et les appareils, ainsi que sur la peau du personnel de santé (Mellmann et
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al., 2009; Lakhaniet al., 2021). Des pourcentages presque similaires ont été observés dans

les deux hopitaux : 19,44 % a I'hopital SB et 19,07 % a 1'hopital FKH (Figure 19).

Ces micro-organismes peuvent se transmettre horizontalement par des vecteurs
passifs ou par contact avec les mains du personnel médical, ce qui souligne l'importance de
leur identification. En effet, la plupart de ces organismes non fermentaires sont caractérisés
par leurs résistances a de nombreux antibiotiques, ce qui les rend particulierement

préoccupants en termes de santé publique. (Mellmann et al., 2009 ; Chawla et al., 2013).

» Pseudomonas aeruginosa
Sur la gélose au cétrimide, les colonies sont de couleur verte, 1’observation
microscopique a montré des bacilles roses Gram négatif, possede une oxydase et une
catalase positive.
Six profiles numériques codent pour les 24 especes de P.aeroginosa (Annexe 5), 6.94% ont
¢été isolées a ’hopital FKH et 11.11 % a I’hopital SB (Tableau 21, 22).

P. aeruginosa est une espece ubiquitaire tres répandue dans les environnements naturels,
et c'est un agent pathogeéne opportuniste pour I’homme, elle provoque plusieurs infections,
comme les infections urinaires, les infections associées aux brilures, les infections
respiratoires et la septicémie. Reconnue comme la principale cause de pneumonie associée a
la ventilée dans les unités de soins intensifs. Au cours de ces derniéres années, les infections
nosocomiales causées par P.aeruginosa ont été identifiées comme un probléme critique dans
les hopitaux en raison de leur résistance intrinséque a de nombreuses classes d'antibiotiques
et de leur capacité a développer une résistance pratique a tous les antibiotiques efficaces

(Preeti et al., 2019).

Tableau 21 : Répartition des NFGNB sur les surfaces hospitalieres dans EPH FKH.

FKH.bacteria P L T A T %

P. aeruginosa - 5 - 7 12 6,94
P. stutzeri - 4 - 2 6 3,47
P. luotla - 2 - - 2 1,16
A. baumannii 3 4 - 6 13 7,51
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Tableau 22: Répartition des NFGNB sur les surfaces hospitali¢res dans EPH SB.

SB.Bacteria P L T A T %
P.aeruginosa 3 5 - 4 12 11,11
P.stutzeri - - - 1 1 0,93
A.baumannii 2 3 - 3 8 7,41

> Pseudomonas stutzeri
Des colonies trés différenciées d’apparence ridées de couleur beige ont poussé sur le
milieu gélose au citrimide, la coloration de Gram met en évidence des bacilles roses a Gram

négative. Elles présentent une réaction positive a I’oxydase et a la catalase.

Trois profiles numériques codent pour les 07 espeéces de P.stutzeri isolées dans les
deux hopitaux (Annexe 5), soit 3.47 % a I’hopital FKH, tandis qu'une seule espéce a été

isolée a I’hdpital SB 0.92 % (Tableau 21, 22).

P.stutuzei est une bactérie ubiquitaire largement répandue dans 1’environnement
naturel. Egalement signalée comme un agent pathogéne opportuniste causal de diverses
infections nosocomiales comme les pneumonies, les méningites, les infections oculaires, les
bactériémies, les ostéomyélites et les infections articulaires. Fait intéressant que la plupart
des cas d'infection dues a P.stutzeri ont été signalées dans le bassin méditerranéen (Lalucat

et al., 2006; Shalabiet al., 2017).
> Pseudomonas luotla

Sur le milieu gélose au citrimide, les colonies apparaissent de couleur jaune en forme
ridée, la coloration de Gram a révélé la présence des bacilles colorés en rose a Gram négatif,
les tests catalase et I’oxydase sont avérés positifs. Deux especes de P.luotla ont été isolées

uniquement a I’hopital FKH 0.57 % (Tableau 21).

P.luotla est un pathogéne opportuniste peu commun et rarement documenté. Les
infections causées par cette bactérie sont souvent associées a des corps étrangers tels que les
cathéters et les sondes. Elle provoque rarement des maladies humaines, bien qu'il ait été
signalé comme cause de pancréatite, d'endocardite, de bactériémie, I'ostéomyélite,
I'endocardite, les ulceres de jambe, la cellulite, 'endophtalmie postopératoire et la méningite

(Otto et al., 2013; Barry ,2021).
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» Acinetobacter baumannii

Des colonies grises apparaissent sur le milieu EMB, la coloration de Gram montre des
coccobacilles de couleur rose a Gram négative, possédent une catalase et une oxydase
négative. Trois profiles numériques codent pour les 21 especes de A.baumannii (Annexe 5),

dont 7.51% ont été isolées a I’hopital FKH et 7.41% a I’hdpital SB (Tableau 21, 22).

A.baumannii est un germe ubiquitaire, retrouvé principalement dans les environnements
humides, reconnu comme 1’un des agents pathogénes nosocomials les plus pertinents sur le
plan clinique. Il apparait comme l'espéce NFGNB la plus fréquemment isolée dans les
hopitaux algériens (Zenati et al., 2016).

Les infections par A.baumannii sont difficiles a traiter et sont responsables d’une
mortalité ¢élevée, classée comme prioritaire par 'OMS en raison de sa capacité a disséminer
et de persister dans I’environnement hospitalier et a acquérir rapidement des mécanismes de
résistance qui conduisent a des impasses thérapeutiques. Elles provoquent divers nombre de
maladies, telles que la pneumonie nosocomiale et communautaire, la septicémie, les
infections cutanées, les infections des tissus mous, et les infections urinaires (Yang et al.,
2023).

2.4 Les Bacillus spp

Des grandes colonies blanchatres ont été poussées sur le milieu gélose au sang, la
coloration de gram a révélé des grands bacilles de couleur mauve a gram positive.
Deux profiles numériques codent pour les 18 espéces de Bacillus spp (Annexe 5), 6.94 %

ont ét¢ isolées dans 1’hopital FKH et 5.65 % dans I’hopital SB (Tableau 23 et 24).

Tableau 23: Répartition des bacillus sur les surfaces hospitalieres dans EPH FKH.

FKH.Bacteria P L T A T %

Bacillus spp. 2

|
1
(O8]

12 6,94

Ce genre bactérien est omniprésent. Il provoque rarement des maladies chez les
hommes et sont plus fréquemment isolés en tant que contaminant de culture. Il peut causées
de graves infections systémiques chez les patients immunodéprimés, y compris des
infections oculaires, des pneumonies, des bactériémies, des méningites et des septicémies

(Al-Habibi et al., 2022; Bakri, 2022).
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Tableau 24: Répartition des bacillus sur les surfaces hospitalicres dans EPH SB.

SB.Bacteria P L T A T %

Bacillus spp - 4 - 2 6 5,56

3. Caractérisation moléculaire

Parmi les souches isolées dans les deux hopitaux, une souche représentative de
chaque groupe d’espéce a été sélectionnée afin de confirmer son identification de maniere

moléculaire par le séquencage du gene codant ARN 168S.

A cet effet, 1’extraction de I’ADN génomique des souches en utilisant le kit Wizard
(Selon les instructions du fournisseur) suivie par le dosage au Spectrophotometre ont été
réalisés comme 1’étape initiale de 1’identification génétique.

Les lectures du spectrophotométre indiquaient que les extraits d'ADN des 24 souches
sélectionnées €taient en bonne qualité et en quantité adéquates, avec des concentrations se

situant entre 123 ng / ul et 809 ng / ul (Tableau 25).

Tableau 25: Les concentrations des extraits d'ADN des souches isolées.

Code de [ADN] en Code de [ADN] en
Souche ng/pl souche ng/pl
PMKG6 125 ECS11 809

PVS2 298 SAS3 329
CFK1 247 SAK16 176
PAS9 123 SPK4 208
PAK7 203 SHKS 307
SMK3 256 SEK7 211
SOK1 650 SCK2 312
SPK1 157 SXS1 158
PRK2 344 PZKS5 194
KPK4 375 PLK1 265
KPS1 331 ABS8 301

ECK17 162 BBSI1 228
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La région d’ADN, codant de la sous unité ribosomale 16S rRNA est amplifiée par la
technique de la PCR. Les fragments amplifiés obtenus sont séparés selon le poids
moléculaire par électrophorese sur gel d’agarose 1%

Les résultats de la migration des fragments d’ADN amplifiés avec le marqueur de taille a
révélé que la taille de ces fragments correspondent précisément a la bande spécifique de
1500 pb du marqueur de taille (Figure 20 et 21).Ces résultats sont en accord avec les études

menées par Meriem et al., en 2018 et Johnson et a/., en 2019.

Figure 20: Profil d’¢électrophorése des produits amplifiés des isolats testés par PCR sur gel
d’agarose 1% avec les amorces F27, R1429.

Piste 1 : contrdle négatif

Piste 2 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches PMK6
Piste 3 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches PVS2
Piste 4 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches CFK 1
Piste 5 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches PAS9
Piste 6 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches PAK7
Piste 7 : ADN amplifié¢ codant le gene de 16s rRNA des souches SMK3
Piste 8 : ADN amplifié¢ codant le gene de 16s rRNA des souches SOK1
Piste 9 : ADN amplifié¢ codant le gene de 16s rRNA des souches SPK1
Piste10: ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches PRK2
Piste 11: ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches KPK4
Piste 12: ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches KPS1
Piste 13: ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches ECK17
Piste 14: ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches ECS11
Piste 15: ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches SAS3

Piste M : Le marqueur de taille 1kb (Eurogentec, belgium).
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Figure 21: Profil ¢électrophorése des produits amplifiés des isolats testés par PCR sur gel
d’agarose 1% avec les amorces F27, R1429.

Piste 1 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches SAK16
Piste 2 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches SPK4
Piste 3 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches SHKS
Piste 4 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches SEK7
Piste 5 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches SCK2
Piste 6 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches SXS1
Piste 7 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches PZK5
Piste 8 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches PLK1
Piste 9 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches ABS8
Piste 10 : ADN amplifié codant le géne de 16s rRNA des souches BBS1
Piste L: Marqueur de taille 1KB (Eurogentec, belgium).

Les produits de PCR purifiés ont été séquencés dans les deux sens direct et inverse
dans des réactions séparées et en double par la technologie Sanger avec un séquenceur
d'ADN ABI PRISM 3700 d'Applied Biosystems (GATC biotechnologie, Allemagne).

Les deux séquences directes et inverses pour chaque échantillon ont été¢ alignées a
l'aide de Bionumerics V3.5 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium)

(https://www.applied-maths.com/download/software) afin d’obtenir une séquence composite,

La qualit¢ de chaque trace de séquence a été évaluée visuellement et les séquences de
mauvaise qualité ont été supprimées. Les 24 séquences nucléiques sont présentées sous

format FASTA dans I’Annexes 6.
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Les séquences de chaque souche ont été visualisées par SNAPGENE Viewer version 5.3.2

(https://www.snapgene.com/Snapgne-Viewer/) (Figure 22).

File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

Selected: 60 .. 60 = 1 base 1125 bases

) TCCACCGGCTTCGGGTGBGTTACAAACTCTCGTGGT GTGACGGGCGGTGT GTACAAGACCCGG

G60 ]

=
© Qtandard Mibnnralod [ [ Chowi Analifg valiae -

Figure 22: Chromatogramme de la séquence codant pour le géne de 'ARNr 16S de la souche
ECSI11.

La confirmation d’identification des bactéries a été réalisée par alignements pair des
séquences consensus en utilisant BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) contre la base de
données Genbank du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).(Figure 23 et 24 )

En effet, chaque souche selon sa séquence a été identifiée en la faisant correspondre

avec la séquence ayant le score d'identité maximal le plus élevé dans les bases de données et
avec une similitude plus ou égale a 97%, le tableau indique le taux de similitude de chaque
souche et leurs identités avec le E value calculé (est un parameétre qui décrit le nombre de
résultats que 1'on peut « s'attendre » a voir par hasard lors d'une recherche dans une base de

données d'une taille particuliére) (Tableau 26).
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Tableau 26: Résultats de I’annotation des souches par BLAST, taux de similitude et valeur E.

Code de Idpntiﬁcgtion AccN . % de_ Identification moléculaire (souche correspondante) E.value pb
souche biochimique correspondant | similarite
PMK6 P.mirabilis MK426652.1 95,65% P.mirabilis strain M17_J16 0.0 1422
PVS2 P.vulgaris LC095662.1 95.65% P.vulgaris strain: U133. 0.0 1356
CFK1 C. freundii KX156767.1 99,64% C. freundii strain K6 0.0 1351
SGS3 Shigella spp KC920584.1 100% Shigella sp. Strain 09-A2 0.0 1425
PAS9 P. aeruginosa DQ777865.1 100% P. aeruginosa strain PAOI 0.0 1335
PAK7 P. aeruginosa LT797517.1 95.69% P. aeruginosa strain ATIRP4 0.0 1451
SMK3 S. marscense MN319499.1 87.58% S. marscense strain VITHJ2 0.0 899
SPK1 S. saprophyticus MT072203.1 96.99% S. saprophyticus strain CG8 0.0 1302
PRS2 P.rettgeri LT899977.1 97.59% P.rettgeri strain HAMBI 1278 0.0 1306
KPK4 K.pneumoniae OR976482.1 98.35% K.pneumoniae strain 411 0.0 1286
KPS1 K.pneumoniae KX980439.1 100% K pneumoniae strain RPK 17 0.0 1260
ECS11 E.coli MN900682.1 98,40% E.coli strain E. coli 0.0 1125
ECK17 E.coli KF914394.1 97,96% E.coli strain KMS-1 0.0 1384
SAS3 S.aureus CP047780.1 100% S.aureus strain UP_1539 0.0 1480
SAK16 S.aureus CP047780.1 100% S.aureus strain UP_1539 0.0 1475
SPS4 S. saprophyticus MT072203.1 96,82% S. saprophyticus strain CG8 0.0 1221
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0.0

SHKS S. haemolyticus MHO017399.1 96.40% S. haemolyticus strain SSH246 1431
SEK7 S. epidermidis MT071657.1 97,44% S. epidermidis strain ZJH 0.0 1281
SCK2 S.cohnii MN696239.1 100% S.cohnii strain BVd12 0.0 1359
SXS1 S. xylosus KY992565.1 98.74% S. xylosus strain 2B 0.0 1393
PZKS5 P. stutzeri MK439594.1 99.72% Stutzerimonas stutzeri strain QS16 0.0 1358
PLSI Pantoea spp MG601132.1 97.77% Pantoea sp. strain 20160112 0.0 1391
ABSS A. baumannii KU672376.1 100.00% A. baumannii strain MZ30V92 0.0 1377
BBS1 Bacillus spp. MH569341.1 99,86% Bacillus sp. strain MP2 ,Zhao,K.2018 0.0 1498
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La bioinformatique s’est révélée €tre un outil essentiel pour valider nos resultats
d'identifications biochimiques basées sur les galeries API. Les résultats d’annotation des
séquences codantes pour I'ARNr16S ont confirmé nos conclusions initiales, renfor¢ant ainsi
la fiabilité de nos méthodes d'identification. Les 24 isolats étudiés ont présenté une similarité
trés €levée avec les séquences correspondantes dans les bases de données, avec une identité

¢levée et des valeurs E faibles.

Dans le cas de l'isolat SMK3, malgré sa séquence relativement courte de 899 pb, il a pu
étre identifi¢ avec succes par BIAST, avec un E-value trés bas (E = 0.000) et une similitude

de 99.75 % (Figure 23).

Molecule type

dna
Query Length
899
Other reports

Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ¥ Select columns ~ Show e
select all 700 sequences selected GenBank  Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewel

Scientific Max Total Query E Per.

Name Score Score Cover value Ident
v v v v v v

Description Acc.Len  accession
v Y%

Serratia marcescens subsp. marcescens strain VITHJ2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Serratia marce... 1437 1518  92% 0.0 99.75% 1500 MN319499.1

Serratia sp. (in: enterobacteria) strain VITJPS 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Serratia sp. (in... 1435 1516 92% 0.0 99.74% 1475 MN258550.1

Serratia marcescens strain UMH9, complete genome Serratia marce... 1434 10541 92% 0.0 99.74% 5024591 CP018923.1
- Serratia marcescens subsp. marcescens ATCC 13880 substr. Sm_S60_jyu2015 chromosome, c... Serratia marce... 1434 10574 92% 0.0 99.74% 5118599 CP071192.1

Figure 23: Résultats d’alignement pair de la souche SMK3 par BLAST avec les bases de
données.

En outre, la comparaison entre notre isolat Pseudomonas stutzeri PZKS (1358 pb) et les
autres séquences dans les bases de données a révélé une similarité remarquable de 99,72% et
un E-value trés faible de 0.0 avec la souche Stutzerimonas stutzeri strain QS169 identifiée
par Chan en 2019 (Figure 24) .Il convient de noter que Stutzerimonas est un genre
récemment proposé au sein de la famille des Pseudomonadaceae, qui regroupe certaines
especes précédemment classées sous le genre Pseudomonas, notamment Stutzerimonas

stutzeri, qui correspond a 1'ancien groupe Pseudomonas stutzeri (Gomila et al., 2022).
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@ selectall 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

Max Total Query E Per.

Desciption Scientiﬁg Name e Soufe | Cever |vadag: | et Acc.\l.en Accession
v v v v v
Stutzerimonas stutzeri strain Q5169 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Stutzerimonas stutzeri 2608 2608 100% 0.0 100.00% 1412 MK439594.1

Stutzerimonas stutzeri strain RAS-L11 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Stufzerimonas stutzeri 2608 2608 100% 0.0 100.00% 1438 PQ564693.1

Stutzerimonas stutzeri strain LS4 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Stutzerimonas stutzeri 2608 2608 100% 0.0 100.00% 1438 PQ564692.1

Stutzerimonas stutzeri strain WWvii23 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Stutzerimonas stutzeri 2608 2608 100% 0.0 100.00% 145 MH396749.1

Stutzerimonas stutzeri strain E141 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Stutzerimonas stutzeri 2608 2608 100% 0.0 100.00% 1427 MG725953.1
Pseudomonas sp. strain TC-159 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Pseudomonas sp. 2608 2608 100% 0.0 100.00% 1444 OQP087568.1

Pseudomonas sp. strain TC-118 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Pseudomonas sp. 2608 2608 100% 0.0 100.00% 1447 OP087549.1
!PseudomonassastranTC-5816SribosomaI RNA gene, partial sequence Pseudomonas sp. 2608 2608 100% 0.0 100.00% 1447 QP087539.1

Figure 24: Résultats d’alignement pair de la souche PZKS par BLAST avec les bases de
données.

4. Répartition des contaminants dans les deux hopitaux FKH et SB :
4.1 Selon les surfaces hospitaliéres étudiées
Le risque de propagation des infections nosocomiales et leur relation avec la
contamination des surfaces hospitaliéres constituent un probléme majeur de santé publique
(Habboush et al., 2023; Monegro et al., 2023). La prévention des infections nosocomiales
est essentielle pour fournir des soins de santé de haute qualité. Dans notre étude, la
caractérisation biochimique et moléculaire a révélé une forte prévalence de contamination
bactérienne associée aux différentes surfaces hospitalicres, soit 56,25 % a 1’hdpital SB et
90,10 % a I’hopital FKH.
Dans les deux hopitaux, Les lits d'hospitalisations ont été les surfaces les plus contaminées,
représentants 43,93 % et 47,22 % dans FKH et SB respectivement (Figure 25). Cette forte
contamination des lits est attribuée au contact direct et prolongé avec la flore microbienne
des patients, ainsi au contact direct et quotidien avec les mains du personnel médicale et des
visiteurs. De nombreuses études ont signalé le risque de la transmission des infections
nosocomiales a travers les surfaces des lits dans les hopitaux. (Creamer et Humphreys,
2008; Boyle et al., 2019; Facciola et al., 2019)
Les surfaces des lits d'hospitalisation peuvent agir comme des réservoirs potentiels
pour les agents pathogenes. Dans notre étude, toutes les souches bactériennes isolées ont été

trouvées avec des proportions variables sur les lits dans les deux hopitaux (Figure 24).
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La différence de distribution des contaminants entre les surfaces des lits des deux
hopitaux, FKH et SB, peut étre expliquée par la matiere de fabrication des lits et les
conditions environnementales (Kramer et al., 2006).

En effet, les lits de 1'hopital FKH sont fabriqués en plastique, ce qui favorise la
formation des biofilms en raison de sa surface plus lisse et moins poreuse. Les biofilms sont
des communautés de microorganismes qui adherent fermement aux surfaces et peuvent
protéger les bactéries contre les agents de nettoyage et les antibiotiques, les rendant plus
résistantes et difficiles a éliminer (Costa et al., 2019 ; Dancer, 2022) Par conséquent, la
présence de lits en plastique dans cet hopital peut entrainer une plus grande persistance des
contaminants bactériens sur les surfaces des lits (Neely et Maley, 2000 ; Vickery, 2019).

D'autre part, les lits de 1'hopital SB sont fabriqués en acier. Les surfaces en acier peuvent
étre moins favorables a la formation de biofilms par rapport au plastique, en raison de leur
texture plus rugueuse et de leur capacité a €tre nettoyées et désinfectées plus facilement
(Weber et Rutala, 2013).

I1 est essentiel de noter que la différence dans la distribution des contaminants dans les
lits entre les deux hopitaux ne dépendent pas uniquement de la matiére de fabrication des lits,
mais aussi des protocoles de nettoyage et de désinfection, des pratiques d'hygicne, du type
de patients admis et d'autres facteurs environnementaux spécifiques a chaque établissement
de santé.

L'appareillage médical joue un role crucial dans le diagnostic, le traitement et les soins
des patients. Néanmoins, il peut également représenter une source potentielle de
transmission d'infections nosocomiales si les protocoles d'utilisation de nettoyage et de
désinfection ne sont pas scrupuleusement respectés (Ling et al., 2018 ; Jose et al., 2023).

Notre étude a montré que 1’appareillage médical était les surfaces les plus contaminées
aprés les lits dans les deux hopitaux, représentants 32,95 % a I’hopital FKH et 31,48 % a
I’hopital SB (Figure 24). Cela peut s'expliquer par plusieurs facteurs, notamment le contact
direct avec les patients, la mobilité fréquente des appareil mobiles a travers diverses unités
de soins et le comportement du personnel médical, ou les mains du staff médical sont
considérées comme le moyen le plus probable de transfert d'agents pathogénes (Weber et
al., 2013; Russotto et al., 2015 ; Chowdhury et al., 2018).Une étude réalisée par Fénelon
et al., a rapporté que des stéthoscopes, des UCG et divers équipements hospitaliers ont été
associés a la transmission de I’infection nosocomiale (Fénelon et al.,2009).

Les poignées des portes représentent des surfaces fréquemment sollicitées dans les

environnements hospitaliers, et elles sont également considérées comme une source

99



RESULTATS ET DISCUSSION

significative de contamination et de transmission d'infections nosocomiales. Cette situation
découle de leur utilisation constante par diverses personnes, y compris le personnel médical,
les patients et les visiteurs. En conséquence, les poignées des portes peuvent accumuler des
microorganismes pathogeénes provenant des mains potentiellement contaminées (Bhatta et
al., 2018; Cunningham et al., 2022). Des recherches antérieures ont estimé que les mains
du personnel soignant ou leurs gants présentent un risque de contamination d'environ 30 % a
50 % lorsqu'ils entrent en contact avec une surface contaminée par ces bactéries. Ce risque
est équivalent a celui d'un contact direct avec le patient lui-méme (Otter et al., 2013 ;
Chowdhury et al., 2018 ). Nos résultats, obtenus dans le cadre de cette étude, démontrent
que la distribution des contaminants sur les poignées de porte dans deux hdpitaux était de
15,74 % a I'nopital SB et de 15,60 % a I'hopital FKH (Figure 25).

Ces constatations corroborent les conclusions d'études précédentes menées par (Bhatta
et al., 2018 ; Wojgani et al., 2012), qui ont également mis en évidence le rdle
potentiellement problématique des poignées de porte en tant que source de contamination
nosocomiale. Certains types de surfaces de contact attirent particulierement l'attention en
raison de leur utilisation extrémement fréquente et de la diversité des utilisateurs potentiels.
Les poignées de porte et les plaques de poussée en font partie, comme le révele une enquéte
menée dans plusieurs unités de soins intensifs dans un hdpital neurologique au Royaume-
Uni que I'utilisation fréquente des poignées et des plaques de poussée, avec le personnel
représentant plus de 80 % des utilisateurs de I'ensemble des portes observées ( Wojgani et
al., 2012).

De plus, Plusieurs autres facteurs semblent influencer la contamination des poignées de
porte, notamment la manic¢re dont elles sont manipulées (poussées ou tirées), ainsi que leur
forme et leur surface totale (Wojgani et al., 2012; Chowdhury et al., 2018; Cunningham
et al., 2022). Ces études mettent en évidence l'importance de prendre des mesures pour
minimiser la contamination des poignées de porte et des surfaces similaires dans les
environnements hospitaliers, contribuant ainsi a réduire la propagation des infections
nosocomiales.

Les postes téléphoniques des différents services hospitaliers peuvent étre une source
importante d'infections nosocomiales, comme I'ont démontré plusieurs études qui ont révélé
une contamination significative des claviers de téléphones et d'ordinateurs, ainsi que leur
role potentiel dans la transmission des infections. Malheureusement, la désinfection de ces
surfaces est souvent négligée (Messina et al., 2013; Cavari et al., 2016; Jose et al.,

2023).Dans notre étude, les surfaces les moins contaminées étaient les téléphones fixes (TF)
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avec 5,55 % a SB et 7,51% a I’hopital FKH ,en raison de leur usage professionnel limité

(Figure 25). Ces résultats sont conformes a ceux rapportés par Singh et al., (1998). En

revanche, les téléphones portables se sont avérés étre une surface contaminée majeure dans

de nombreuses études, devenant un vecteur significatif de propagation des infections en

raison de leurs multiples utilisations telles que la consultation Web, l'application pour les

soins aux patients (par exemple, le calcul de doses) (Brady et al., 2009; Russotto et al.,

2015 ;Lai et al., 2020 ; Di Mario, 2022 ).
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Figure 25: Répartition des souches en fonction des surfaces sélectionnées.

P : poignées, L : lits d'hospitalisation, T : téléphones de services, A : Appareillage médicale.

4.2 Selon les souches identifiées

La répartition des souches bactériennes au sein d'un hdpital est une préoccupation

cruciale dans la lutte contre les infections nosocomiales. Notre étude approfondie a révélé

des schémas de répartition significatifs au sein des deux hdpitaux examinés, mettant en

lumiére des variations substantielles dans les profils de contamination.

101



RESULTATS ET DISCUSSION

Plusieurs facteurs peuvent influencer la distribution des souches bactériennes sur les
surfaces hospitalicres. (Bhatta et al., 2018; Abrahame et al., 2021). Tout d'abord, les
caractéristiques intrinséques des souches elles-mémes jouent un role essentiel. De plus, les
protocoles de nettoyage et les pratiques d'hygiéne du personnel médical sont des éléments
critiques dans la prévention de la propagation des bactéries. Le type de matériaux utilisés
pour les surfaces et la fréquence des contacts avec les patients et le personnel de 1'hopital
sont ¢galement des facteurs déterminants (Afle et al., 2019; Dancer, 2019).

Notre recherche a montré que les deux hopitaux, FKH et SB, présentaient des taux de
prévalence plus élevés pour certaines souches bactériennes par rapport a d'autres. De plus,
nous avons constaté la présence exclusive de certaines especes bactériennes dans 1'hopital
FKH. En particulier, E.coli, S.aureus, P.aeruginosa et A.baumanni se sont avérés plus
répandus (Figure 26 et 27).

Cette prévalence accrue est attribuée en partie a leur capacité de former des biofilms, a
adhérer fermement aux surfaces et a développer des résistances aux antibiotiques, ce qui les
rend plus persistants et difficiles a éliminer. (Yong et al., 2019). La persistance de chaque
espece isolée est trés variable selon les études, pouvant osciller de seulement quelques
heures a plus d’un an comme E. coli et d’autre de 3 jours jusqu’ un an et demi comme P.
aeruginosa, S. aureus et A .baumannii. Ces différences proviennent trés probablement des
différences de souches ou sérotypes, de la nature des surfaces, de la concentration
bactérienne ou encore de divergences techniques dans les protocoles des tests. Toujours est-
il que la plupart des pathogenes étudiés peuvent potentiellement persister plusieurs mois sur

les surfaces inertes (Kramer et al., 2006 ; Otter et al., 2013).
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FKH
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M Klebsiella pneumoniae
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Figure 26: Fréquence des souches identifiées a partir des prélevements de surface dans

I’hopital FKH.
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Figure 27: Fréquence des souches identifiées a partir des prélévements de surface dans

I’hopital SB.
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4.3 La comparaison entre les deux hopitaux

L'observation d'une communauté bactérienne diversifiée dans les deux hopitaux, avec
plusieurs souches présentes sur différentes surfaces, est un constat important. Lorsque nous
comparons les taux de contamination entre I'hopital FKH et I'hopital SB, il est essentiel de
prendre en compte que L'hdpital SB, construit récemment en 2011, contraste avec 'hdpital
FKH, dont la fondation remonte a 1890. Cette différence d'ancienneté et de conception des
infrastructures hospitaliéres pourrait en partie expliquer le niveau de contamination plus
¢levé observé a 1'hopital FKH par rapport a I'hdpital SB .Cette différence dans 1'age et la
conception des installations hospitaliéres peut expliquer en partie pourquoi I'hdpital FKH
semble plus contaminé que I'hopital SB.

La différence de contamination bactérienne entre I'hdpital FKH et 1'hopital SB peut
étre expliquée par plusieurs facteurs. Tout d'abord, les hopitaux plus anciens comme FKH
peuvent présenter des infrastructures plus anciennes avec des surfaces potentiellement plus
usées. Ces surfaces usées sont plus propices a la formation de biofilms bactériens, qui sont
des communautés de microorganismes adhérant fermement aux surfaces. En revanche, les
hépitaux nouvellement construits, comme SB, bénéficient des dernic¢res avancées en maticre
de conception hospitaliére axée sur la prévention des infections. Cela comprend I'utilisation
de matériaux de surface antimicrobiens, de systémes de ventilation améliorés, et des
protocoles de nettoyage et de désinfection plus modernes et efficaces, qui réduisent la
propagation des bactéries sur les surfaces (Werkneh et Islam, 2023; Yong et Calautit,
2023).

De plus, la gestion et 1'entretien des installations hospitali¢res jouent un role clé dans la
prévention des infections nosocomiales (Werkneh et Islam, 2023). Il est possible que
I'hopital FKH ait des protocoles de nettoyage et d'entretien moins efficaces en place en
raison de contraintes budgétaires et de la complexité de sa structure, ce qui favorise la
persistance des contaminants bactériens.

Un autre facteur a considérer est la nature des patients admis dans chaque hopital. FKH
étant spécialisé dans les soins maternels et infantiles, il pourrait avoir une patientele
différente de celle de SB, qui contient un large éventail de services médicaux. Cela peut
influencer la prévalence de certaines souches bactériennes, car les besoins en soins et les
traitements médicaux varient en fonction de la spécialisation de 1'hopital.

En somme, la différence de contamination entre les deux hopitaux peut étre attribuée a

une combinaison de facteurs, notamment 1'dge des installations, les normes de construction,
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les protocoles de nettoyage, la gestion des installations et la nature des patients admis. Tous
ces ¢léments contribuent a la complexité de la gestion des infections nosocomiales dans les

hopitaux.
5. Analyse statistique

L'analyse Statistique par SPSS des données, montre qu'il n'existe pas une relation
significatif entre la répartition des especes bactériennes et les surfaces échantillonnées,
avec un test du chi carré donnant un résultat de x> = 12,000 et une valeur de p = 0,213 ce qui
est supérieur au seuil généralement accepté de 0,05 (x> = 12,000 ; p = 0,213 > 0,05). Ces
résultats suggerent que les différences de répartition bactérienne observées entre les surfaces

ne sont pas statistiquement significatives. (Annexe 4)

6. La sensibilité aux antibiotiques

L’antibiothérapie est la pierre angulaire pour traiter une infection. L’apparition et
I’extension de la résistance aux antibiotiques rendent les choix difficiles. Parmi les
différentes souches isolées, quelques espéces ont été testées pour leur sensibilités a
plusieurs antibiotiques, I’antibiogramme a été¢ effectué selon les normes préconisées par
le comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM,
2013).

Parmi l'ensemble des isolats du genre Staphylococcus soumis a des tests d’antibiogramme,
les résultats ont révélé des profils de résistance variés envers différents antibiotiques. La
résistance la plus élevée a été enregistrée contre la pénicilline G, atteignant 78,72 % suivie
de pres par l'ampicilline, avec un pourcentage de 61,70 %. Par ailleurs, la tobramycine a
présenté une résistance de 36,17 %, suivie de la cefoxitin, de la gentamicine, de la
kanamycine avec le méme taux de résistance 32,97 %, et de la ciprofloxacine 28,72 %

(Tableau 27).

La résistance des staphylococcus a la pénicilline G et ampicilline concorde avec des
études menées sur les surfaces hospitaliére en Ethiopie en Neiger ou une résistance de 70 %

a 100% a été rencontrée (Kiros et al., 2021).

Une résistance relativement plus faible a été observée contre la ciprofloxacine 28,72 %,
ce résultat concorde avec des résultats obtenus a partir des équipements médicaux dans un

¢tablissement de santé en Kenya (Maina et al., 2018).
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En ce qui concerne les espéces, une résistance totale a été observée chez toutes les
souches de S.haemolyticus envers la pénicilline G et la tobramycine, atteignant 100 %. En
outre, des niveaux de résistance de 50 % ont été notés envers l'ampicilline, la gentamicine,
tandis que la cefoxitin et la ciprofloxacine ont montré une résistance de 33,33 %. Une

résistance moindre, soit 16,66 %, a été enregistrée contre la kanamycine (Tableau 27).

La multirésistance observée chez les souches de S.haemolyticus souligne une
préoccupation croissante associée a cette problématique au sein de cette espece. Ces résultats
sont en accord avec les tendances récentes, au cours desquelles divers chercheurs ont rapporté
une augmentation de la fréquence des souches multirésistantes de S.haemolyticus (Eltwisy et
al., 2020). Cette espeéce se distingue par sa résistance renforcée aux antibiotiques par rapport a
d'autres CoNS, et le spectre de résistance le plus étendu a été constaté parmi les souches
isolées dans l'environnement hospitalier (Czekaj et al., 2015). La présence des genes de
résistance chez S.haemolyticus, ainsi que leurs propagations au sein de l'environnement
hospitalier, représente un risque potentiel, car cette bactérie peut stocker et transmettre ces
genes de résistance a d'autres espeéces nosocomiales (Hosseinkhani et al., 2017 ; Eltwisy et

al., 2022).

Quant a S.cohnii et S.xylosus, une résistance significative a la pénicilline G a été observée,
avec des taux atteignant respectivement 33,33 % et 57,14 %. En outre, ils ont également
montré des niveaux de résistance a 1’ampicilline de 33,33 % et 71,42 %, respectivement. En
revanche, une large sensibilité a été observée dans tous les isolats de S.cohnii et de S.xylosus
pour la céfoxitine, la ciprofloxacine, la kanamycine, la gentamicine et la tobramycine

(Tableau 27).

S. aureus a montré une résistance plus ¢élevée a la pénicilline G 87,17 % suivie du Ampicilline
et kanamycine avec le méme pourcentage de 64,25% (Tableau 27), ce qui a été¢ documenté
dans des études antérieures. (Weldegebreal ef al., 2019; Worku et al., 2018). D'autre part, la
plupart des isolats étaient sensibles a la gentamycine.

Birru et al., ont également rapporté une sensibilité remarquable a la gentamycine de S.
aureus en milieu hospitalier dans une étude similaire dans le nord-ouest d’Ethiopie (Birru et
al., 2021).

Les souches de S.saprophyticus isolées dans notre étude présentent une sensibilité
¢levée a trois antibiotiques, a savoir la tobramycine, la cefoxitine et la ciprofloxacine. En

revanche, une résistance significativement accrue est observée a la pénicilline G, atteignant
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80% des souches testées. Par ailleurs, certaines souches manifestent une multirésistance, avec
des taux de 35 %, 15 % et 30 % a l'ampicilline, la kanamycine et la gentamicine,
respectivement (Tableau 27).

Ces résultats corroborent les conclusions de 1'étude menée par Martins et al., en 2018, la
virulence de cette espéce est directement associée a sa capacité a former des biofilms sur les
surfaces de I'hote, ainsi qu'a sa résistance aux antibiotiques.

Une prévalence notable de S.epidermidis multirésistant aux antibiotiques a €ét¢ mise en
évidence avec des pourcentages de résistance significatifs. Les taux de résistance observés
¢taient de 89,47 % pour l'ampicilline, 68,42 % pour la pénicilline G, 42,10 % pour la
cefoxitine, 57,89 % pour la ciprofloxacine, 10,52 % pour la kanamycine, 36,84 % pour la

gentamicine et 21,05% pour la tobramycine (Tableau 27)
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Tableau 27: Représentation des résultats de résistances aux différents antibiotiques chez les isolats du genre Saphylococcus.

RESULTATS ET DISCUSSION

Classe de | antibiotique

Pénicilline Céphalosporines Fluoroquinoln Aminosides
es
Pénicilline G | Ampicilline Cefoxitin | Ciprofloxacine | Kanamycine Gentamicine Tobramycine
Staphylococcus Taux de Résistance n (%)
S. haemolyticus 6 (100%) 3 (50%) 2 (33,3%) 2 (33,33%) 1 (16,66%) 3 (50%) 6 (100%)
(n=0)
S. cohnii (n=3) 1(33,3%) 1(33,3%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%)
S. epidermidis 13 (68,42%) 17 (89,47%) 8 (42,10%) 11 (57,89%) 2 (10,52%) 7(36,84%) 4 (21,05%)

(n=19)

S. aureus (n=39)

34 (87,17%)

25 (64,10%)

21 (53,84%)

14 (35,89%)

25 (64,10%)

5(12,80%)

21 (53,84%)

S. xylosus (n=7) 4 (57,14%) 5(71,42%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
S.saprophyticus 16 (80%) 7 (35%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (15%) 6 (30%) 0 (0%)
(n=20)
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Cette observation est cohérente avec les conclusions obtenues dans 1'é¢tude conduite
par Eladli et ses collaborateurs, ou une prévalence similaire de résistance aux antibiotiques a
été rapportée pour la gentamicine et la ciprofloxacine (Eladli et al., 2019).D'autres résultats
concordants ont été documentés dans différentes régions du monde. Au Mexique, des auteurs
ont rapport¢ des niveaux de résistance similaires chez les souches de S.epidermidis,
soulignant l'importance de la résistance aux antibiotiques dans différentes populations
(Cabrera-Contreras et al., 2010).De plus, en Belgique, une équipe de recherche a également
identifié des caractéristiques de résistance aux antibiotiques chez les isolats de S.epidermidis,

mettant en lumicre la prévalence mondiale de cette problématique (Cherifi et al., 2014).

Les profils de sensibilit¢ des bacilles Gram-négatifs, avec E. coli en tant qu'isolat
prédominant, ont révélé une faible résistance a cinq antibiotiques testés : la pipéracilline
13,33%, la céfotaxime 6,66%, la ceftazidime 6,66 %, l'imipénéme 6,66 %, la cefoxitine
13,33 %, et 'aztréonam 13,33%. En revanche, une sensibilité totale de 100 % a été observée
pour l'amikacine, la tobramycine et la gentamicine (Tableau 28). Ces résultats concordent
avec des études menées en Ethiopie par Birru et al., en 2021 et Kiros et al., (2021), ainsi
qu'au Maroc par Chaoui et al., 2019, qui ont également rapporté des schémas de résistance
similaires.

Les souches de la famille Enterobacteriaceae ont présenté¢ une résistance é€levée a la
pipéracilline, avec des taux de résistance de 80 % et100 %. En revanche, elles ont montré une
sensibilité¢ totale a l'imipenéme (Tableau 28). Ces résultats corroborent également ceux
d'é¢tudes menées au Cameroun en 2015 (Ebongue et al, 2015), montrant une similarité dans
la sensibilité des entérobactéries a I’imipeneme.

Pour les deux especes du genre Providencia, une résistance variable a été observée contre
tous les antibiotiques de la classe béta-lactam, ainsi que contre la ciprofloxacine (Tableau 28).
Les résultats sont conformes a ceux obtenus en Espagne par le groupe de SGuembe
(SGuembe et al., 2008).

En ce qui concerne les souches de genre Proteus, une résistance totale de 100% aux

aminosides a été observée (Tableau 28).
L'antibiogramme de C.freundii, P.stutzeri, Pantoea spp, et P.luotla a révélé une forte
sensibilité¢ a tous les antibiotiques testés (100%) et une résistance extréme a la pipéracilline
(100 %) (Tableau 28).

Quant aux especes S.marscense et S.odiofera, une résistance totale de 100 % a été

observée pour tous les aminosides testés et la pipéracilline, avec un taux moyen de sensibilité
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au ciprofloxacin et aux autres béta-lactamates testés (Tableau 28). Ces résultats sont en

accord avec ceux publiés au Maroc par Chaoui et al., en 2019 .

Les BGNNF ont démontré une multirésistance a plusieurs antibiotiques. Notre étude a
révélé un taux de résistance faible et variable, oscillant entre 4,76 % et 79,16 % (Tableau 28).
En comparaison, des taux extrémement élevés ont été rapportés dans des études menées en

2019 par Chaoui et al., au Maroc et par Darge et son équipe au Népal (Darge et al., 2019)..

P.luotla et P.stutzeri, les deux especes du genre Pseudomonas, ont montré une sensibilité
a tous les antibiotiques testés, a l'exception de la pipracilline qui a démontré une forte
activité sur les isolats de ces deux especes (Tableau 28). Des études menées par Park et al,,
en 2013 et par Barry en 2021 confirment que P.luotla et P.stutzeri ont un spectre de

sensibilité¢ aux antibiotiques trés vaste.

P.aeruginosa présente des taux de résistance élevés contre les trois antibiotiques de la
classe des céphalosporines 79,16 % ainsi que la pipracilline 75%. En revanche, les taux de
résistance sont trés faibles contre 1'amikacine, la tobramycine, l'imipénéme et l'aztréonam,
variant entre 8,33 % et 12,5 % (Tableau 28). Les résultats du groupe de Darge sont similaires,
sauf pour I'imipénéme et 1'amikacine, aux quels les souches isolées par ce groupe sont toutes

sensibles (Darge et al., 2019).
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Tableau 28: Représentation des résultats de 1’antibiogramme des différentes souches de Pseudomonas et Enterobacteries.

Classe des antibiotiques

Pénicilline Céphalosporines Carbapénémes Monobactames | Fluoroquinolone Aminosides
Pipéracilline Céfotaxime |Ceftazidime Cefoxitin Imipénéme Aztréonam Ciprofloxacine Amikacine |Gentamicine | Tobramycine
Souches Taux de Résistance n (%)
E.colin =30 4 (13,33%) 2 (6,66%) | 2 (6,66%) 4 (13,33%) 2 (6,66%) 4 (13,33%) 12 (40%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
K.pneumoniae |5 (38,46%) 4 (30,76%) | 3 (21,42%) | 5(35,71%) 0 (0%) 4 (30,76%) 7 (53,84%) 5(38,46%) | 7(53,84%) | 4(30,76%)
n=I3
P.rettgeri 5(35,71%) 2 (14,28%) | 1(9,09%) 4 (36,36%) 0 (0%) 2 (14,28%) 5 (35,7%) 14 (100%) 14 (100%) | 14 (100%)
n =14
P.stuartii 4 (36,36%) 2 (18,18%) | 1(9,09%) 3(27,27%) 0 (0%) 1 (9,09%) 7 (63,63%) 11(100%) 11(100%) 11(100%)
n=I11
S.  odorifera |3 (100%) 0(0%) 0(0%) 2(66,66%) 0(0%) 0 (0%) 2 (66,66%) 3 (100%) 3 (100%) 3(100%)
n =03
S. marscense 3 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1(33,33% 0 (0%) 0 (0%) 2 (66,66%) 3 (100%) 3(100%) 3(100%)
)
n=03
P. mirabilis 6 4 3 6 0 4 7 0 0 0
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n=I12 (50%) (33,33%) (25%) (50%) (0%) (33,33%) (58,33%) (0%) (0%) (0%)
P. vulgaris 7 2 2 5 0 2 2 0 0 0

n =07 (100%) (28,57%) (28,58%) (71,42%) (0%) (28,57%) (28,57%) (0%) (0%) (0%)
C. freundii 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

n =02 (100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
Shigella spp. 8 1 2 0 0 0 1 2 3 1

n=10 (80%) (10%) (20%) (0%) (0%) (0%) (10%) (20%) (30%) (10%)
Pantoea spp. 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

n=03 (66,66%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
P. aeruginosa 18 19 19 19 2 3 11 3 11 3

n =24 (75%) (79,16%) (79,16%) (79,16%) (8,33%) (12,5%) (45,83%) (12,5%) (45,83%) (12,5%)
P. stutzeri 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0

n =07 (100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
P. luotla 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

n=02 (100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
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Les souches d’A.baumannii présentent des taux de résistance treés faibles aux
antibiotiques testés, avec une sensibilit¢ marquée a 1’amikacine, a la gentamicine, a la
ceftazidime et a 'imipénéme. En effet, aucune souche n’a montré de résistance a ces quatre
antibiotiques (0 %). Seules quelques résistances ont ¢été observées pour la pipéracilline
(28,57 %), la céfotaxime (19,04 %), la ciprofloxacine (19,04 %) et la tobramycine (14,28 %)
(Tableau 29) (Figure 28).

Des profils de sensibilité similaires ont été rapportés dans d’autres études. En Ethiopie,
(Birru et al., 2021) ont observé une forte sensibilit¢ a 1’imipénéme et a I’amikacine. Au
Népal, Bhatta et al en 2018 ont également noté une bonne efficacité de la gentamicine et de la
ceftazidime. De méme en 2023, a Taiwan, Su et al et Wu et al ont retrouvé des taux de

sensibilité comparables.

Figure 28 : Résultats d’antibiogramme de la souche A.baumannii ABSS.
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Tableau 29: Représentation des résultats de 1’antibiogramme des souches A.baumannii.

Classe des antibiotiques

Pénicilline Céphalosporines Carbapénemes  [Fluoroquinolon Aminosides
es
Pipéracilline Céfotaxime | Ceftazidime Imipénéme Ciprofloxacine  |Amikacine (Gentamicine [Tobramycine
Souches Taux de Résistance n (%)
A.baumannii 6 4 0 0 4 0 0 3
n =21 (28,57%) (19,04%) (0%) (0%) (19,04%) (0%) (0%) (14,28%)
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Les souches de Bacillus spp présentent des taux de multirésistance aux antibiotiques
variant entre 11,11 % et 61,11 %. Toutes les souches se sont révélées extrémement sensibles a
la gentamicine, a la vancomycine et a la ciprofloxacine, avec une sensibilit¢ de 100 %
(Tableau 30). De manicre similaire, Celandroni et son équipe ont rapporté dans leur étude
que toutes les especes de Bacillus étaient sensibles a la vancomycine et a la ciprofloxacine

(Celandroni et al., 2016 ; Fahim et al., 2022).
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Tableau 30: Représentation des résultats de 1’antibiogramme des souches de Bacillus ssp .

Classe de I’antibiotique

Pénicilline Carbapénemes Fluoroquino | Aminosides Polypeptide Glycopeptide
lones
Penicilline G | Ampicilline | Imipénéme Ciprofloxacine | Gentamicine Colistine Vancomycine
Bacillus Taux de Résistance n (%)
Bacillu spp 11 4 9 0 0 5 0
n=I18 (61,11%) (22,22%) (50%) (0%) (0%) (27,77%) (0%)
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En conclusion de cette étude, il est essentiel de souligner que la lutte contre les
infections nosocomiales représente un défi collectif qui nécessite la coopération de tous les
acteurs de la santé publique. Bien que ces infections existent depuis les premiéres structures
de soins, leur identification a longtemps été difficile en raison d'un manque de connaissance
de leurs causes. Les conséquences graves, notamment les nombreux déces dans des services
hospitaliers tels que les maternités, les services de néonatologie et de réanimation, ont rendu
urgentes des solutions. Les recherches scientifiques se sont intensifiées pour comprendre les
causes, les modes de contamination et de transmission des agents responsables de ces

infections.

Notre ¢étude, pionniere en Algérie, a mis en lumiére l'importance des surfaces
hospitaliéres comme vecteurs de transmission des infections nosocomiales. Les résultats
montrent une forte prévalence de contamination bactérienne, avec des taux de 56,25 % a
I’hopital SB et 90,10 % a I’hopital FKH. Les lits d'hospitalisation étaient les surfaces les plus
contaminées, représentant respectivement 43,93 % et 47,22 % des cas a FKH et SB. Les
appareils médicaux suivaient, avec des taux de 32,95 % a FKH et 31,48 % a SB. Les poignées
de porte présentaient également une contamination notable, avec 15,74 % a SB et 15,60 % a
FKH, tandis que les téléphones fixes étaient les moins contaminés, avec des taux de 5,55 % a

SB et 7,51 % a FKH.

Sur un total de 281 isolats microbiens prélevés sur différentes surfaces hospitali¢res
apres nettoyage quotidien, 108 provenaient de 1'hopital SB et 173 de I'hopital FKH. S. aureus,
le plus dangereux des staphylocoques, était prédominant dans les deux hopitaux avec des taux
de contamination de 12,72 % a SB et 15,74 % a FKH. Enterobacteriaceae était la famille
bactérienne la plus dominante, représentant 42,59 % des isolats a SB et 93,88 % a FKH, ce
qui indique des probléemes d'hygiene personnelle et un nettoyage inefficace des surfaces.
E.coli figurait parmi les entérobactéries les plus fréquentes. Les NFGNB étaient également

répandues, avec des taux similaires de 19,44 % a SB et 19,07 % a FKH.

L'analyse des antibiogrammes des souches isolées a révélé la complexité croissante
des défis liés a la résistance aux antibiotiques. L'émergence de souches multirésistantes,
notamment chez S.haemolyticus, S.epidermidis, S.aureus, A.baumannii, P.aeruginosa et

certaines souches d'Enterobacteriaceac comme E.coli et K.pneumoniae, représente une
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menace sé€rieuse pour l'efficacité des traitements antibactériens. Les taux élevés de résistance
observés, en particulier contre la pénicilline G, l'ampicilline et la céfoxitine, soulignent la
nécessité de repenser les stratégies d'utilisation des antibiotiques et de promouvoir une
utilisation plus prudente de ces agents thérapeutiques. Nos résultats, en accord avec des
¢tudes antérieures réalisées dans différentes régions du monde, mettent en évidence I'ampleur

mondiale de la résistance aux antibiotiques.

Cette ¢étude souligne l'importance d'améliorer l'hygiéne des mains du personnel
médical et les stratégies de nettoyage et de désinfection pour réduire la propagation des agents
pathogenes dans les hopitaux. Des mesures préventives d'hygiene devraient également étre
intégrées dans les programmes éducatifs pour sensibiliser le public aux maladies pandémiques
telles que le Covid-19. Donc, l'amélioration de la gestion des infections nosocomiales
nécessite une approche globale et collaborative, visant a réduire les risques pour les patients et

le personnel médical.

Perspectives et propositions d'études complémentaires :

Cette étude souligne la fréquence importante de la contamination bactérienne des
surfaces hospitaliéres et nous offre 1’occasion d'envisager différentes perspectives et études

supplémentaires dans ce domaine critique :

v" Des études longitudinales pourraient étre intéressantes afin de suivre I'évolution de la
contamination bactérienne sur les surfaces hospitaliéres sur une période significative.

v' Des études portant sur différents produits désinfectants et technologies, comme
l'ultraviolet, I'ozone ou la vapeur.

v Des études sur le mode de transmission seraient nécessaires pour comprendre les
mécanismes de propagation des bactéries entre les patients, le personnel médical, les
visiteurs et les surfaces inertes.

v' L’amélioration de la formation et de la sensibilisation du personnel hospitalier aux
meilleures pratiques d'hygiéne et de désinfection serait également cruciale.

v 1l est également essentiel de mener une analyse approfondie de la résistance aux
antibiotiques des souches bactériennes isolées.

v' 1l serait particuliérement utile d'effectuer une analyse métagénomique des échantillons
prélevés sur les surfaces hospitaliéres pour décrire I'ensemble du microbiome présent

sur les surfaces, incluant les bactéries non cultivables.
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v' Une analyse génomique des échantillons bactériens permettrait de repérer les génes

responsables de la virulence et de la résistance des souches bactériennes.

Pour résumer, ces recherches supplémentaires permettront d'approfondir notre
compréhension des ¢éléments qui contribuent aux infections nosocomiales en Algérie,
d'améliorer les mesures de prévention et de contrdle, et de garantir une sécurité accrue des
patients dans les établissements de santé. En mettant en place ces études, il sera possible de
développer des stratégies plus performantes visant a diminuer la fréquence des infections

nosocomiales.
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Annexe 1 : Les normes ISO

Type de | Prélevement Transport Conditions  de | Remarques
recommandation culture
Norme ISO | L'écouvillon Pas de délai | Choix des | Pas de notion
14698-1 "Salles | doit étre | maximal. Le | milieux de | de surface
propres et | humidifié transport ne doit | culture et | minimale a
environnements préalablement a | affecter ni la | conditions prélever en
maitrisés l'aide d'un | viabilit¢ ni le | d'incubation cm?.
apparentés - | milieu de | nombre des | selon le type de
Maitrise de la | rincage stérile. | microorganismes | microorganismes
biocontamination" | Prélévement par | prélevés et | recherchés. Sauf

stries paralléles | maintenir le | indication

rapprochées sur

la surface
définie pour
I'échantillonnage
dans un sens
puis dans un
sens
perpendiculaire
au précédent

tout en tournant

I'écouvillon
lentement.
Mettre
1'écouvillon dans
un volume
spécifié d'un
liquide de
ringage et agiter.
Nettoyer la
surface
écouvillonnée
afin de retirer
tout résidu de
milieu de
ringage.

\

prélevement  a
l'abri

contamination

d'une

contraire, utiliser
des milieux de

culture non
sélectifs. Durée
totale

d'incubation de 2
a 5 jours pour
les bactéries et
de 5 a 7 jours
pour les

champignons.
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Annexe 2: Milieux de cultures utilisés :

Les milieux de cultures sont stérilisés a 1’autoclave, a une température de 120°C pendant 20 minutes.

Tampon TAE 10X (Tris Acétate EDTA) pour un volume final de 1 litre.

Dissoudre les différents composés chimiques dans 1 litre d’eau distillée.

La solution est 10 fois concentrée (10X).

Composition de TAE Gramme Par litre
Tris a 400mM 48.46 g/l

Acide acetique 12.01 g/l

EDTA a 10mM 3.72 g/l

Composition de la gélose Cetrimide Gramme Par litre
Peptone 20,00

Chlorure de magnésium 1,40

Sulfate dipotassique 10,00

Cetrimide (cetyltrimethylammonium bromide) 0,30

Glycérol 10 ml

Agar 13,60

Composition de la gélose EMB Gramme Par litre
Peptone 10g

lactose 5¢g

saccharose 5
hydrogénophosphate de potassium 2g.

éosine Y 400 m

bleu de méthyleéne 65 mg
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agar 13,5
Composition de la gélose Chapman Par litre
peptone 10g
extrait de beeuf lg
chlorure de sodium 75 g.
D-mannitol 10 g.
rouge de phénol 25 mg.
agar 15g.
Composition de la gélose LB Par litre
Extrait de levure 50¢g
Peptone de caséine 10,0 g

10,0 g
Chlorure de sodium :

120g
Agar :

Annexe 3 : Les profiles numériques des bacteries isolées

N Code de galerie Pourcentage Espece
d’identité %

SAS1 6736151 93,2 S. aureus
SAS2 6726153 97,9 S. aureus
SAS3 6736153 97,8 S. aureus
SAS4 6736151 98,3 S. aureus
SASS 6736151 98,3 S. aureus
SAS6 6726153 97,9 S. aureus
SAS7 6726153 97,9 S. aureus
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SAS8 6726153 97,9 S. aureus
SAS9 6736151 98,3 S. aureus
SAS10 6734253 98,2 S. aureus
SAS11 6736151 98,3 S. aureus
SAS12 6734253 95,2 S. aureus
SAS13 6726153 97,9 S. aureus
SAS14 6736151 98,3 S. aureus
SAS15 6726153 97,9 S. aureus
SAS16 6734253 98,1 S. aureus
SAS17 6736153 92 S. aureus
SAK1 6726153 97,9 S. aureus
SAK2 6736151 98,3 S. aureus
SAK3 6734253 97,2 S. aureus
SAK4 6736153 91,3 S. aureus
SAKS5 6736155 97,9 S. aureus
SAK6 6726153 97,9 S. aureus
SAK7 6736155 97,9 S. aureus
SAKS8 6736155 98,3 S. aureus
SAK9 6726153 97,9 S. aureus
SAK10 6736153 95,2 S. aureus
SAK11 6736155 98,3 S. aureus
SAK12 6736151 98,3 S. aureus
SAK13 6736151 98,3 S. aureus
SAK14 6736151 98,3 S. aureus
SAK15 6736153 95,2 S. aureus
SAK16 6736151 98,3 S. aureus
SAK17 6736151 98,3 S. aureus
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SAK18 6736151 98,3 S. aureus
SAK19 6736155 97,9 S. aureus
SAK20 6736151 98,3 S. aureus
SAK21 6726153 97,9 S. aureus

SAK 22 6736155 98,3 S. aureus

N Code de galerie Pourcentage Espece

SPS1 2674003 100 S. saprophyticus
SPS2 2670013 100 S. saprophyticus
SPS3 2674013 100 S. saprophyticus
SPS4 2250373 100 S. saprophyticus
SPS5 2674013 100 S. saprophyticus
SPS6 2250321 100 S. saprophyticus
SPS7 2674013 100 S. saprophyticus
SPK1 2250373 100 S. saprophyticus
SPK2 2676213 100 S. saprophyticus
SPK3 2674013 100 S. saprophyticus
SPK4 2674013 100 S. saprophyticus
SPK5 2674003 100 S. saprophyticus
SPK6 2674013 100 S. saprophyticus
SPK7 2250373 100 S. saprophyticus
SPK& 2670013 100 S. saprophyticus
SPK9 2674013 100 S. saprophyticus
SPK10 2674003 100 S. saprophyticus
SPK11 2250373 100 S. saprophyticus
SPK12 2674013 100 S. saprophyticus
SPK13 2674003 100 S. saprophyticus
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N Code de galrie % espece

SHK1 4630071 99,7 S. haemolyticus
SHK?2 4631071 99,7 S. haemolyticus
SHK3 4730171 94,1 S. haemolyticus
SHK4 4630071 99,7 S. haemolyticus
SHK5 4730171 99,7 S. haemolyticus
SHK6 4730171 98,8 S. haemolyticus
N Code de galerie % Espece

SES1 6706133 99.4% S. epidermidis
SES2 6706133 99.4% S. epidermidis
SES3 6705113 99.6% S. epidermidis
SES4 6705033 99.7% S. epidermidis
SESS 6705133 99.6% S. epidermidis
SES6 6706133 99.4% S. epidermidis
SES7 6705113 99.6% S. epidermidis
SESS8 6705133 99.6% S. epidermidis
SEK1 6705033 99.7% S. epidermidis
SEK2 6705033 99.7% S. epidermidis
SEK3 6705113 99.6% S. epidermidis
SEK4 6705133 99.6% S. epidermidis
SEKS 6705133 99.6% S. epidermidis
SEK6 6706133 99.4% S. epidermidis
SEK7 6706133 99.4% S. epidermidis
SEKS 6705033 99.7% S. epidermidis
SEK9 6705033 99.7% S. epidermidis
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SEK10 6706133 99.4% S. epidermidis
SEK11 6705033 99.7% S. epidermidis
N Code de galerie % Espece
SCK1 2274100 100% S.cohnii
SCK2 2274100 100% S.cohnii
SCK3 2274140 99.8% S.cohnii
N Code de gelerie % Espéce
SXS1 6307433 100% S. xylosus
SXS2 6657713 100% S. xylosus
SXS3 6307433 100% S. xylosus
SXK1 6312770 100% S. xylosus
SXK2 6312770 100% S. xylosus
SXK3 6307433 100% S. xylosus
SXK4 6307433 100% S. xylosus
N Code de galerie % Espéce
ECS1 5144532 99.9% E.coli
ECS2 5144432 99.4% E.coli
ECS3 5104472 99.7% E.coli
ECS4 5104462 94% E.coli
ECS5 5004462 99.7% E.coli
ECS6 5104472 99.7% E.coli
ECS7 5004462 99.7% E.coli
ECS8 5004462 99.7% E.coli
ECS9 5144532 99.9% E.coli
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ECS10 5104472 99.7% E.coli

ECSI11 5144532 99.9% E.coli

ECS12 5144532 99.9% E.coli

ECK1 5104472 99.7% E.coli

ECK2 5004462 99.7% E.coli

ECK3 5004462 99.7% E.coli

ECK4 5004462 99.7% E.coli

ECKS5 5004462 99.7% E.coli

ECK6 5144432 99.4% E.coli

ECK7 5144532 99.9% E.coli

ECK8 5104462 94% E.coli

ECK9 5144532 99.9% E.coli

ECK10 5144532 99.9% E.coli

ECK11 5104462 94% E.coli

ECK12 5104462 94% E.coli

ECK13 5104472 99.7% E.coli

ECK14 5104472 99.7% E.coli

ECK15 5144432 99.4% E.coli

ECK16 5104472 99.7% E.coli

ECK17 5104462 94% E.coli

ECK18 5104462 94% E.coli

N Code de galerie % Espéce

KPSI 5215673 100% K.pneumoniae
KPS2 5215272 99.8% K.pneumoniae
KPS3 5215272 99.8% K.pneumoniae
KPS4 5215273 99.8% K.pneumoniae
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KPS5 5215673 100% K.pneumoniae
KPS6 4215673 100% K.pneumoniae
KPS7 4215273 99.7% K.pneumoniae
KPK1 5215273 99.8% K.pneumoniae
KPK2 5215272 99.8% K.pneumoniae
KPK3 4215273 99.7% K.pneumoniae
KPK4 5215673 100% K.pneumoniae
KPK5 4215673 100% K.pneumoniae
KPKo6 5215273 99.8% K.pneumoniae
N Code de galerie % Espéce

PRS1 2274220 100% P.rettgeri
PRS2 2264230 100% P.rettgeri
PRS3 2264230 100% P.rettgeri
PRS4 2274200 100% P.rettgeri
PRS5 2274230 100% P.rettgeri
PRS6 2274220 100% P.rettgeri
PRS7 2274230 100% P.rettgeri
PRK1 2274232 100% P.rettgeri
PRK2 2274200 100% P.rettgeri
PRK3 2274220 100% P.rettgeri
PRK4 2274230 100% P.rettgeri
PRKS5 2264230 100% P.rettgeri
PRK6 2274220 100% P.rettgeri
PRK7 2274220 100% P.rettgeri

N Code de galerie % Espéce
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PSS1 0270200 88.7% P.stuartii
PSS2 0270000 87.1% P.stuartii
PSS3 0270000 87.1% P.stuartii
PSS4 0270000 87.1% P.stuartii
PSS5 0270200 88.7% P.stuartii
PSK1 0270000 87.1% P.stuartii
PSK2 0270000 87.1% P.stuartii
PSK3 0270200 88.7% P.stuartii
PSK4 0270000 87.1% P.stuartii
PSKS5 0270200 88.7% P.stuartii
PSK6 0270000 87.1% P.stuartii

N Code de galerie % Espéce
SOK1 5247753 100% S. odorifera
SOK?2 5247753 100% S. odorifera
SOK3 5247753 100% S. odorifera
N Code de galerie % Espéce
SMS1 5317661 99.9% S.marscense
SMS2 5317761 100% S.marscense
SMK1 5317761 100% S.marscense
SMK2 5317661 99.9% S.marscense
SMK3 5317761 100% S.marscense
SMK4 5317661 99.9% S.marscense
SMKS5 5317761 100% S.marscense
N Code de galerie % Espéce
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PMSI 0737000 100% P.mirabilis
PMS2 1737000 100% P.mirabilis
PMS3 1736000 100% P.mirabilis
PMS4 1736000 100% P.mirabilis
PMK1 0737000 100% P.mirabilis
PMK2 1737000 100% P.mirabilis
PMK3 1736000 100% P.mirabilis
PMK4 0736000 100% P.mirabilis
PMKS5 1737000 100% P.mirabilis
PMKG6 1736000 100% P.mirabilis
PMK?7 0737000 100% P.mirabilis
PMKS8 0737000 100% P.mirabilis
N Code de galerie % Espece

PVSI 0676033 100% P.vulgaris
PVS2 0676033 100% P.vulgaris
PVK1 0676330 100% P.ovulgaris
PVK2 0676330 100% P.vulgaris
PVK3 0676031 100% P.ovulgaris
PVK4 0676031 100% P.ovulgaris
PVKS5 0676330 100% P.vulgaris
N Code de galerie % Espece

CFK1 2204533 90.6 % C. freundii
CFK2 2204533 90.6 % C. freundii
N Code de galerie % Espece
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SGS1 0004052 96.3% Shigella spp.
SGS2 0004150 92% Shigella spp.
SGS3 0004150 92% Shigella spp.
SGS4 0004052 96.3% Shigella spp.
SGK1 0004050 98.2% Shigella spp.
SGK2 0004150 92% Shigella spp.
SGK3 0004052 96.3% Shigella spp.
SGK4 0004050 98.2% Shigella spp.
SGKS5 0004150 92% Shigella spp.
SGK6 0004150 92% Shigella spp.
N Code de galerie % Espece

PTS1 3217072 99.2% Pantoea spp
PTS2 3217072 99.2% Pantoea spp
PTS3 0217072 95% Pantoea spp
PTK1 1217072 97.2% Pantoea spp
PTK2 3217072 99.2% Pantoea spp
PTK3 0217072 95% Pantoea spp
N Code de galerie % Espece

PASI 1350774 100% P. aeruginosa
PAS2 1350774 100% P. aeruginosa
PAS3 1340777 99.7% P. aeruginosa
PAS4 1374576 99.8% P. aeruginosa
PASS 1374576 99.8% P. aeruginosa
PAS6 1350774 100% P. aeruginosa
PAS7 1374576 99.8% P. aeruginosa
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PASS 1354576 100% P. aeruginosa
PAS9 1354576 100% P. aeruginosa
PASI10 1374476 100% P. aeruginosa
PASI1 1374576 99.8% P. aeruginosa
PASI12 1354576 100% P. aeruginosa
PAK1 1350774 100% P. aeruginosa
PAK2 1740774 100% P. aeruginosa
PAK3 1340777 99.7% P. aeruginosa
PAK4 1374576 99.8% P. aeruginosa
PAKS 1340777 99.7% P. aeruginosa
PAK®6 1740774 100% P. aeruginosa
PAK?7 1374576 99.8% P. aeruginosa
PAKS 1374576 99.8% P. aeruginosa
PAK9 1350774 100% P. aeruginosa
PAK10 1340777 99.7% P. aeruginosa
PAKI11 1354576 100% P. aeruginosa
PAK12 1374576 99.8% P. aeruginosa
N Code de galerie % Espece

PZS1 1044657 99.9% P. stutzeri
PZK1 1046657 98.8% P. stutzeri
PZK2 1044655 100% P. stutzeri
PZK3 1044655 100% P. stutzeri
PZK4 1046657 98.8% P. stutzeri
PZK5 1044657 99.9% P. stutzeri
PZK6 1044655 100% P. stutzeri
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N Code de galerie % Espece
PLK1 1677655 99.8% P. luotla
PLK2 1677655 99.8% P. luotla

N Code de galerie % Espece
ABS1 0005042 99% A. baumannii
ABS2 0015042 99.9% A. baumannii
ABS3 0204042 98.5% A. baumannii
ABS4 0204042 98.5% A. baumannii
ABS5 0204042 98.5% A. baumannii
ABS6 0015042 99.9% A. baumannii
ABS7 0015042 99.9% A. baumannii
ABS8 0204042 98.5% A. baumannii
ABK1 0005042 99% A. baumannii
ABK2 0015042 99.9% A. baumannii
ABK3 0015042 99.9% A. baumannii
ABK4 0005042 99% A. baumannii
ABKS5 0005042 99% A. baumannii
ABK6 0005042 99% A. baumannii
ABK7 0015042 99.9% A. baumannii
ABKS 0204042 98.5% A. baumannii
ABK9 0015042 99.9% A. baumannii
ABK10 0015042 99.9% A. baumannii
ABKI11 0005042 99% A. baumannii
ABK12 0204042 98.5% A. baumannii
ABK13 0204042 98.5% A. baumannii
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N Code de galerie % Espece

BBSI 64221224 94.7 Bacillus spp.
BBS2 64221224 94.7 Bacillus spp.
BBS3 64241224 87.3 Bacillus spp.
BBS4 64221224 94.7 Bacillus spp.
BBS5 64241224 87.3 Bacillus spp.
BBS6 64221224 94.7 Bacillus spp.
BBK1 64241224 87.3 Bacillus spp.
BBK2 64221224 94.7 Bacillus spp.
BBK3 64221224 94.7 Bacillus spp.
BBK4 64221224 94.7 Bacillus spp.
BBKS5 64221224 94.7 Bacillus spp.
BBK6 64221224 94.7 Bacillus spp.
BBK?7 64221224 94.7 Bacillus spp.
BBKS 64241224 87.3 Bacillus spp.
BBK9 64241224 87.3 Bacillus spp.
BBK10 64221224 94.7 Bacillus spp.
BBKI11 64241224 87.3 Bacillus spp.
BBK12 64241224 87.3 Bacillus spp.

Annexe 4 : Les séquences nucléotidiques codantes pour les génes de 16s rRNA des 24

souches sélectionnées pour cette étude sous, format FASTA.

SHKS

>AGAGTTGAANNGGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAACGACTTAAGAACAGACAAGGAGCTTGC
TCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGCGGTACCTG
ATAACTTCGGGAAACCGCCACTAAACCCGATAATATTTCGAACCGCATGGTTCGATAGTGAAAGCATGGT
TTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGAC
GATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCCAACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCT
TCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGACGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAATCC
AATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAG
GGTCATTGGAAACTGTAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCG
CAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTCTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGC
GTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGC
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CCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGTTAATTCGAAGCAAGTGTAAGAACCTTACCAAATCTTGA
CATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGAAGTTGGGCACTCTA
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAGTTGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTCATGCTCGG
TGTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATC
ACGTGATCTTGTACACACCCGAATGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGACCATTAAGGTAAC
AAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGCACACCTG

SPK1
>GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGATAAGAGCTTGCTCCTTTGACGT
TAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAG
CTAATACCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGATG
GACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCRACGATACGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTT
ATTAGGGAAGAACAAAYGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC
AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGA
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCC
TTTGAAAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAA
GTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGTCATGCA
AATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGT
AATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA
GTTTGTAACACCCGAACGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTGG

SCK2
>AGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGTAAGGAGCTTGCTCCTTTGAC
GTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGAATAACTCCGGGAAACCGG
GGCTAATGCCGGATAACATTTAGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGA
TGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGA
GAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTG
TTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTC
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAA
AGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAAAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTAACGCG
AAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTAAACTTAGTTGCCAGCATTGTGGGGTGGTACTAAGTTGACTGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAATCATCATGTTAGCCAAGCCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAAT
ACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGTCATGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGC
AACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCATTTATGG
AGCTAGCCGTCGAAGGTGGGACAAATGATA

SXS1

>GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCAACAGATAAGGAGCTTGCTCCTTTGAAGT
TAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAG
CTAATACCGGATAACATTTAGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGATG
GACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
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GCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTT
ATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGC
GTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCTGGAAACTGGGAAAGACAAATGATTG
CTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC
AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGA
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCC
TTTGAAAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAA
GTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGTCATGCA
AATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA
GTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCATTTATGGAGCTAGCCGTCGAAGGTGGGGGGTG

ABSS8
>CTTGCCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATGCCGAT
CTCGAAAGGGATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAAT
AGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTC
TGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTCTAGTTAATACCTAGRGTCGC
AGAATAAGCACCTGGACGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCG
GATTTACTGGGCGTAAAGGCTGGATCACCTCCTTACCGTAGGGGAACCTACTGGGGTGAAGTGCAATGAC
GCGTGCGTAGGCGGCTTATTAAGTCGGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGATACT
GGTGAGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG
GAATACCGATGGCGAAAGGCAGCCATCTGGCCTAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTA
GTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTT
GACATACTAGAAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAATCTAGATACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCCTTACTTGCCAGC
ATTTCGGATGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCAT
CATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACACAGCGATGT
GATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC
ATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTAGCTAGCCTAACTGCAAAGAGGGGCCGATG

PVS2
>TTGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGGAGAAAGCTTGCTTTCTTGCTGACGCGGAA
AGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGAAATACCGCATAATGTCTACCG
ACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCACTATCGGATGAACCCATATGAGAAGTAGGTAGCTTGCCATA
GGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
CAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGG
AAGGTGATAAGGTTAATACCCTTGTCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTC
AATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTATCTTTGG
GGTGGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGC
GCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTGAACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGT
TAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGCGAATCCTT
TAGAGATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGA
AATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGAACTC
AAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTA
TCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAAACCTTCGGG
GCTTACCACTTTGTGATTCGTCTAAA
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PMK6
>ACTAGGCTCAATTTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAAGTAATGCAAGTCGAGCGGTAACAGGAGAAAGCTTG
CTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTAC
TCGGTGGGAAAGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCACTATCG
CCCATATGGGATGATGAATAGCTAGTAGGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCGCCATTATCTAGCTGGTCT
GAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TGTAACCGTGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTAC
TTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTTAATACCCTTGTCAATACCCTTGACGTGCAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC
CAGGCACGGCGGTCAATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGG
TTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAA
TCCAGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTGAACCGTGGCTTC
TAGGGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCACGCGAGATGCAAGAACCTTACCTACTCTTGACA
TCCAGCGAATCCTTTAGAGATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
ACGGCTTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGT
GATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCAT
CCTTAGGCCGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAA
GCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTCGGATTGGAGTCTGCAACTC
AGCGTAGATCAGATAATATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GGGGTGAAGTCGTCAAAGGGGA

KPK4
>GAGAGAGATTTGATCCTGGCTCTTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACA
GAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGTGAGTAATGTCGG
ATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGAGCAC
CTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATC
GCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCGTCCTA
GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTG
TAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATAACCTCATCGATTGACGTTACCCGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGG
TGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGC
GTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGG
TCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGC
CAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGGCATATACAAAGCCAGTGATAAGGGGCTACACACGTGT
AGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTAGCCGGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATT
CATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG

KPS1
>GATTTGAGAGAGATCCTGGCTCTTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACAGGTAGCCATGCAAGTCGAGCTAA
GAGAGCTTCGAGCGCTCTCGGGTGAGGCGGACGTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGTGAGTAAGTAACC
ATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCA
TGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTA
GCTGGCCACACTCTGAGAGGATGACCAGTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTG
TAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATAACCTCATCGATTGACGTTACCCGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTTCCGTCAGGATGT
GAAACCGGGCTCAAAGTCCCTGGGAACTGCATTCACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGC
GTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGG
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TCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAAGACAGGTGCTGCATGG
CAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGGCATATACAAAGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGAGAAGCGACCTCGCG
ACCTCATAAAGTAGCCAGAGCAAGCGGGGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCACTCGACTCCATGA
AAGTATCGCTAGTAATCGGACGTAGATGAATACGTTCCCGGGCCTTTCAGAATCAGCTACGGGTACACCG
CACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATT

SAK16
>TTTATGATCCGGAGAGTTTTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAA
CGGACGAGAAGCTTGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGCTGACGAGTAACACGTGGATAACCTAC
GACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAA
AGACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCA
AAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGAC
GGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTA
AGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGTTCGGQ
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAAC
CGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTG
AAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTG
CGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT
TAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAG
GTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAA
GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG
GTGGGGATGACATCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAA
AGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACT
CGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTT
GCCGTCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGG
ATCACC

SAS3
>CTCAGGATGATTTATGGAGAGACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAAGCATGGTTCA
ACGGACGAGAAGCTTGTTCTCTGATGTTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAA
GACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGCATGGTAACCGTCAAAAGTGAA
AGACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCA
AGGCAACGATGCATATTTGATCCTGGGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGG
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATG
AAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGAC
GGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTA
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAATCAACAGCCCACGGC
CGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTG
AAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGCTGATGTGACG
CGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT
TAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAG
GTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAAATGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTTGAGATGTTGGGTTAAGT
GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTAAGCTTAGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACT
GTGGGGATGACATCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAA
AGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAATCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTCAGCATG
CGATACGTTCCCGGGTCTTCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCTTTTAGGAGCCAG
TCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGATCACCTCCGCCGTCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTGAATT
TGTGCGGCTGA

PAS9

>AAGTTGTGATCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATAAGGGA
GCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACG
TCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTAT

164



ANNEXES

CAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTAGGAGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGG
CACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCAC
CGGCTACTATCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAA
AGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAAC
TACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTACACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAG
TGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTG
ACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTACTTAGCAGCA
CCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATC
ATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGTCATGA
GAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGTCGGGCGTGAAAATCG
CTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA
TGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTAACCGCAAGGGGGACGGTTACCACGGAGTGATCTGGGGT
GAGC

PAK?7
>GAACTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGCAGCAGGGGCCTGTCAACACATGCAAGTCGAG
CTTAAGGGATGCTATGTGCCTGGATTGCAGCGGCGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGT
GGGGGATAACGTCCGAAGACGGCTAATACCGCACCGTACGTCCTGAGGGAGAAAGTCGGATCTTCGGGGA
CCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGAT
CCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTCACGGGAGGA
GCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCG
GATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTGACGTTACCAACAG
AATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCGCGTAAGTGGTTCAGCAAGCTTGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
ATCCAAAAGCTACTGAGCTAGAGTACGGAGGTGGTAGTAGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
TATAGGAAGACCAGTGGAACGCGAAGGCGACCACCTGGACTGTACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGCTAGCCGTTGGGATGTCGAATCCTTGA
GATCTTAGTGGCGCACGTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
TGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACAGAGACACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGT
TACCAGCACCTCGGGTGGGCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCACT
CTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCC
GCGAGTGGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGT
CGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTCCCCGGGCCTTGTTCACACCATGGG
AGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTAACCGCAAGGGGGACGGTTACCA

SMK3
>TTTCTCCCGAGCGGCGGGGTGTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTCT
AGCACAGGGGAGCTTGCTCCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGAT
GGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTC
GGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGAC
GATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCT
TCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGTTCATCAATTGACGTTACTC
GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
CTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAAGCTAGATGTGTTA
CTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCGTCTCGTAGAGGGGGG
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PRS2
>GAAGTTGATTTGACGGTCAATGGGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAA
AGGGGAAGCTTGCTTCTCGGCTGACAGCGGCGGAAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGACT
ATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAATCTCTTAAACCGAGAGCAGGGGAACTTCGGTCCCAG
TTGCGCTTGAACATCGGACCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCC
CTAGCTCTGAGGTGAGGATGATCCACACTGGGACTCTAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCCAG
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCGGGGCG
TTGGTAAATACTTTCAGTCGGGAGGAAGGCGTTGATGCTAATATCATCAACGATTGTTACCGACGAAAAC
AGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTTAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAATGGCA
TCTAAGACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGTAGAGGGTGAAATGC
ATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTAAGCGTGGGCAAA
GAGCAAACAGGATTAGATACCCACTGGTAGTCCGCTGTAAACGATGTCGATTTGAAGGTTGTTCCCTTGA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC
TACTCTTGACATCGCGATAACTTAGCAGAGAGTGCTGCTTTGCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCAAGGTGATAGGAGACTGCCAAACCGGAGGAAGGTGG
ACGTCGTATACAAAGAGAAGCGACCTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACA
GCGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTACGCCTATTAACGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCACCATGT
TCACGGAGTGGGTTGCAAAGCCAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCAG
AAGTCGCTGGGGTGATAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCGCTTAATC

BBS1

>CAGGACGAAGCGCTGCGGCGTGTCTATTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGTGGAGCTGCC
CCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACTTATGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGAGG
AGACCGAGCTAATACAGTTCCCGGATTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTCACGT
TCAGATTAGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCC
AGGGTGATCGCGACTGAGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCGTAAGG
GAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCGTTACCAGATGAAGGGTTTTTCGGATCGTAA
ATCTGGCTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CGGGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGT
AAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTAGGGTCATTGGAAGATGTGAAAGCCCCCGGCTCGGGAACCG
ACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCTGAACACGTGTAGCGGATGCGTAGAGATGTGG
AGAGACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGA
ACAGGATTAGATACCACTGGTAGTCCACGCCGTAAGGGGTCGATGAGTGCTAAGTGTTAGTTCCGCCCCT
TAGTGCTTAAGCACTGCAGCTAACGCATCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCAGGTGGTGCATGGTTCTTCGGGGACAGAGTGA
GTCGTCAAGCTCGTGTCGTGGATGTTTTAAGTCCCGCAACGGGGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCA
GCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA
TCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGG
TTTAGCCATCCCACAAAATCTGTTCTCAGTCGGATCGTCAGTCTGCAACTTATGACCCTGGGCTGGAAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGCCTAATAATCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
AGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACTTATGCTGAGCCAGCCGCCGAAGGGGGTGCAGAATTGGG
GTGAAGTCGTAACAAGGGTTAACCGTATT

ECK17
>CGGATTCAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGAGGCCTAACACGGCCAACGTGCAAGTCGAG
AACAGGAAGAAGCTTGCTCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATG
GAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCTAACGTCGCAAGGCAACCAAAGAGGGGGACCTTCG
GGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACG
ATCCTAGCCTGGTCTGAGGAAGTGACCAGCCACACTGGAACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGTGAGAC
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTT
CGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCG
CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC
TGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATCTGGAGGAACGGCCCCTACCGGTGGCGAAGGCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCG
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TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCC
TTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACT
TACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAGAATGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGC
CAGCGAAGAACCAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACT
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTATGTTGTGAAGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCT
TTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGA
CCCAGGGCGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGATACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGA
CCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATATTCATGACTGGGGTTGAAGT

ECS11

>AGGCTCAGATTATTGAAGAGTTTGATCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAA
AGGAAGAAGCTTGCTCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAGAGGGGGATAACTACAATACCGCTG
GAAACGGTAGCTATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGCGGACCTTGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCA
GATGGGATTATATAGGTAGGTGGGGCTCAAGACGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGCAGCAGTGGGGAATATTGGCGCCACAATGGAAGC
CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACAAAGTTAATATTTCAGCGG
GGAGGAAGGGAGTCCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAAATAC
GGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGAGTCAGGTTTGTTAATGTG
AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAA
TTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG
GCTTCCGGAGCTAACGCGTTACCGACGGGAGTACGGCCGCACTGAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTCTACGGTCTTGACA
TCCACGGAAGCCTTCGGGAACCGTGTGCGTCCATGGTAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTATCCTCGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGCGCATACAAAGAGAAGCGACGGTGAAGTCGCCAAATACGTTCCCGAATCGCTAGTAATCGTGGATCA
GAACTG

CFK1

>GGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAGCACAGAGGAGCTTCTCC
TGTGACGATGGGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCCGATGGAGGGGGATAACTACTGGA
AACGGTAGCTAATACCGCATAACGAGAGGGGGTCGCAAGACCAAACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATG
TGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGA
GGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTC
AGCGAGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAA
CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC
GCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCGAAACTGGCAGG
CTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACC
GGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGAGCAAACAGGATTGA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGA
GCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCATAATGAATGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCA
GAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGCGTCAAGTGGGGATGATCATCATGGCCC
TTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGA
CCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACATGAAGTCTCCGGAATCGCTAGTAA
TCGTGGATCAGAATGCCACGGAATATGCGTTCCCGGGCCTTGTCCCGTCAACACACCGCACCATGGGAGT
GGGTAGGTAGCGCAAAAGAAGG

SEK?7

>GGCAGGATGAATGCGCGCGGCGTGCCTAATACATAGCGAACGCAAGTCGAGACGAGGAGCTTGCTCCTC
TGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAA
CCGGAGCTAATACCGGATAATATATTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTA
TAGATGGATCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGAC
CACAGAAGGTGGCCACACTGATCGGAACTGAGTCCAGACTCGACACGCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
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TCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAAC
TCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCAC
GGCTAAGAACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACT
GGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGGTAACTGTCTACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAG
TGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGACCCGCAAGCGACGTGGGTTTAATTCGAAAGCATGTGGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTG
ACATCCTCTGACCCCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT
CATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACACAAGCAAATCCCATAGAATTGT
TCTAAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTATATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCAT
GCTACGGTGAATACACGAGAGA

PZKS
>CTCAGATGGTGAACGCTGGCAGGCCTAGGCACACATGCAGGATGAAGTCGAGCGTGGAGCTTGCTCCAT
GATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAGAAAG
ACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCT
AGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAATGGG
ATCAGTCACACTGGATCCAGACTGAGACACGGACTCCTACGGGAGGGCGAAAGCCTGATCCACATGCCGC
GCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATGTTT
GCTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGACCTTACCGGTTCACACCATGGGAGGGGTTT
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGG
TGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGA
GTATGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCCCACCTGGAGGCTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAA
CGCATTAAGTCGACCGCCTGAGTACGGGGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAA
CCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTTTCCAGAGATGGATTGGTGC
CGTGAGAAGTCCCGTATGTTGGGTTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTAAGGGTGG
CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GCTACACACGTGCTAGCCTGGGCAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCC
ATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGAGAATGTCACT
ACGTTCCCTGCTCCAGAAGTAGGGCCTTC

SGS3
>GGGTCTGGCGGCAGTCTACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGAGAAGCAGCTTGCTGCTTTCGCTGACG
AGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCT
AATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATG
GGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
CAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGG
AAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTT
TGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTC
GTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG
GCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGT
TAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACCTTG
TAGAGATACGAGGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGA
AATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCA
AAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAG
GGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAG
TGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCA
GAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTG
ATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAAG
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PLS1
>CTAGGGGAGGCACATGCAGTCGAACGGTAGCAGAAGAGCTCATGCTCTTCGGGTGACGAGTGGCGGACG
GGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATA
ACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACACCATCGGATGAACCCAGATGAGATTAGCTAG
TAGGTGGGGTAACGGCTCAACGATCCTAGGCGCTCTAGCTGGAGTCTGAGAGTGACCAGCCACACTGGAA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATG
CAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGAAAG
GTTAATAACCTTTTTCATTGACGTTACGCAGAAGAACCGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAG
ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCCGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGG
TAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCGACGAA
GGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGC
CCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA
CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC
CTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGT
GCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATC
TTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCG
ACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGT
GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCATAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCCC

SPS4
>TAAAGTGAAGGGAATCTAAAGATGGTTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATAGCTAGTT
ACGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGG
TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGGCGCGTAGG
CGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAACGTGTAAGTAACTGTG
CACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCGGTTTCTTAAGTCTGGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGATGTGAAAGCCT
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAT
GTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTG
ACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT
ACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGAAAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCAACGAGCCTCGTGTC
CGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTGATT
TGGGCTTCCCGGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAACACACGTGCTACAATTCCCATAA
GGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGTCATGCAAATTGTTCTCAGTTCGGATTGTGGGGTGAAGG
AGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGT
TCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCA
TTTATGGAGCTGTAAATGATTT

Annexe 5 : L’analyse statistique par le logiciel SPSS

Les deux tableaux suivant mentionnent la valeur minimale et la valeur maximale dans chaque

surface (P, L, T, A) dans les deux EPH

Descriptive Statistics?

N Minimum Maximum Sum
1 1 5 27
21 1 9 76
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T 7 0 4 13
A 19 1 7 57
Valid N (listwise) | 4
a. Care units = Frere Khelif
Descriptive Statistics?

N Minimum | Maximum | Sum
P 8 1 3 17
L 15 1 9 51
T 5 0 2 6
A 15 1 4 34
Valid N (listwise) | 4
a. Care units = Soeur Badj

Chi—square

On propose les deux hypothéses (Ho et Ha) pour la relation entre les résultats et les unités P, L, T, A

Ho : pas d’association significative

Ha : il existe une association significative

ler cas: si on analyse les deux hopitaux ensembl

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
Percent Percent Percent
Care units * Results 8 100,0% 0(,0% 8 100,0%
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Care units * Results Crosstabulation

Results
6 13 17 27 34 51 57 76 Total
Care units |P/48 |Count 0 0 1 1 0 0 0 0 2
Expected Count |,2 2 2 2 2 2 2 2 2,0
L/48 |Count 0 0 0 0 0 1 0 1 2
Expected Count |,2 2 2 2 2 2 2 2 2,0
T/48 |Count 1 1 0 0 0 0 0 0 2
Expected Count |,2 2 2 2 2 2 2 2 2,0
A/48 |Count 0 0 0 0 1 0 1 0 2
Expected Count |,2 2 2 2 2 2 2 2 2,0
Total Count 1 1 1 1 1 1 1 1 8
Expected Count 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,00 8,0
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 21
Likelihood Ratio 22,181 21 | 0,389
Linear-by-Linear 0,046 1] 0,830
Association
N of Valid Cases 8

a. 32 cells (100,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 0,25.

P=

chi—siuare ou chi-deux (%)= -

significative entre les résultats de culture et les différentes unités P, L, T, A.
2eme cas: si on analyse les deux hopitaux indépendamment

Case Processing Summary

, cette valeur est supérieur a 0,05 donc on accepte I'hypothése Ho qui veut dire pas d’association

Cases

Valid Missing Total
Hospital N Percent N Percent N Percent
Frére Khelif ~ Care units * Results 4 100,0% 0 ,0% 4 100,0%
Soeur Badj Care units * Results 4 100,0% 0 ,0% 4 100,0%
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Care units * Results Crosstabulation

Hospital

Results

6 13 17 27

34

51

57

76

Total

Frere Khelif

Care units

P/48

Count

Expected

Count

1,0

L/48

Count

Expected

Count

1,0

T/48

Count

Expected

Count

1,0

A/48

Count

Expected

Count

1,0

Total

Count

Expected

Count

1,0 1,0

1,0

1,0

4,0

Soeur Badj

Care units

P/48

Count

Expected

Count

1,0

L/48

Count

Expected

Count

1,0

T/48

Count

Expected

Count

1,0

A/48

Count

Expected

Count

1,0

Total

Count

Expected

Count

1,0 1,0

1,0

1,0

4,0
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Chi-Square Tests

Hospital Value df Asymp. Sig. (2-
sided)
Frére Khelif Pearson Chi-Square - 9 -
Likelihood Ratio 11,090 9 0,270
Linear-by-Linear Association 0,045 1 0,832
N of Valid Cases 4
Soeur Badj Pearson Chi-Square - 9 -
Likelihood Ratio 11,090 9 0,270
Linear-by-Linear Association 0,005 1 0,946
N of Valid Cases 4

a. 16 cells (100,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 0,25.

Pour les deux hopitaux:

chi- Sﬁ uare ou chi-deux (X?)= -

d association significative entre les résultats obtenus et les différentes unités.

, cette valeur est supérieur a 0,05 donc on accepte 1’hypothése Ho qui veut dire: pas
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