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Résumé

Les infections nosocomiales posent un véritable probléme de santé publique du fait de

leur fréquence, leur gravité et leur colt socioéconomique.

280 échantillons ont été prélevés de I’environnement hospitalier de 1’hdpital de Boufarik
durant une période allant du mois de février 2019 jusqu’au mois de mai 2019.

Les résultats ont montré un taux de positivité de 37,14% répartis comme sulit : 63,46 % au niveau
de service de néonatologie, 19,23 % au niveau de service d’accouchement et 17,31% au niveau de
bloc opératoire. Ces pourcentages sont alarmants surtout lorsqu’il s’agit d'un bloc opératoire et
d’une salle de réanimation qui devraient étre normalement stériles afin d'éviter toute sorte de
contamination bactérienne des patients hospitalisés.

72 souches ont été isolées de 1’environnement de I’hopital, dont 8 sont des Pseudomonas
aeruginosa avec un taux de 11,11% et 4 sont des Acinetobacter baumannii avec un taux 5,56%.

L’étude de profil de résistance aux antibiotiques a montré que les souches Pseudomonas
aeruginosa expriment une sensibilité vis-a-vis de tous les antibiotiques testés (AZ, CAZ, CL,
CIP, IMP, GN) et une faible résistance a la TCC. Tandis, que les souches d’Acinetobacter
baumannii expriment des résistances moyennes vis-a-vis de certains antibiotiques (IMP, GN,
CIP, CAZ) et une faible sensibilit¢ a la TCC pour 2 souches, parmi les Acinetobacter
baumannii, 2 souches sont résistantes a I’Imipénéme dont la production de carbapénémase est
négative.

Le test de détection de BLSE a permis de mettre en évidence que les huit (08) souches
de Pseudomonas aeruginosa et les deux (02) souches d’Acinetobacter baumannii sont
productrices de BLSE.

De tels résultats devraient alors étre discutées et utilisée en vue d’orienter d’éventuelles

mesures de prévention. Des phases de surveillance sont a envisager dans les années a venir
en vue de suivre 1I’évolution du phénoméne infectieux nosocomial dans ces différents

services de cet Etablissement Hospitalier.

Mots clés : Service Hopital Boufarik, environnement hospitalier, Acinetobacter baumannii,

Pseudomonas aeruginosa, resistance aux antibiotiques.



Abstract

Nosocomial infections are a real public health problem because of their frequency,
severity and socio-economic cost.

280 samples taken from the hospital environment (Boufarik hospital) during a period
from February 2019 to May 2019 was undertaken.

The results showed a positivity rate of 37.14% distributed as follows: 63.46% at the
neonatology service level, 19.23% at the maternity service level and 17.31% at the operating
theater level. These percentages are quite significant because an operating room and a
resuscitation room are normally sterile to avoid any kind of bacterial contamination of patients
hospitalized.

72 strains were isolated from the hospital environment, of which eight (8) are
Pseudomonas aeruginosa with a rate of 11.11% and four (4) are Acinetobacter baumannii with
a rate of 5.56%.

The antibiotic resistance profile study showed that Pseudomonas aeruginosa strains
express sensitivity to all antibiotics tested (AZ, CAZ, CL, CIP, IMP, GN) and low resistance to
TCC, while Acinetobacter baumannii strains express moderate resistance to some antibiotics
(IMP, GN CIP, CAZ) and low sensitivity to TCC for 2 strains. Among the Acinetobacter

baumannii, 2 strains are resistant to Imipenem with negative carbapenemase production.

The ESBL detection test revealed that the eight (08) strains of Pseudomonas aeruginosa

and the two (02) strains of Acinetobacter baumannii are producing ESBL.

Such results should then be discussed and used to guide possible preventive measures.
Surveillance phases are to be envisaged in the coming years in order to follow the evolution of the

nosocomial infectious phenomenon in these different services of this Hospital Establishment.

Key words: Hospital service Boufarik, Hospital environment, Acinetobacter baumannii,

Pseudomonas aeruginosa, antibiotic resistance.
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Introduction

INTRODUCTION

Actuellement, on assiste a 1’émergence dans nos structures hospitaliéres de bactéries
Gram négatives. La dissémination de ces souches dépend d'une part des « réservoirs » et d'autre
part de la transmission des germes. Les différents réservoirs potentiels de ces bactéries sont les
patients eux-mémes, le personnel soignant, le matériel médical et I'environnement. Ces agents
pathogénes nosocomiaux peuvent bien survivre ou persister sur des surfaces pour des mois et
peuvent ainsi étre une source de transmission en continu en l'absence de désinfection réguliére
préventive des surfaces (Otter et al., 2011).

Les bactéries a Gram négatif sont de plus en plus incriminées dans ces infections
nosocomiales, notamment les espéces Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa.
Ces deux espéces sont des germes pathogenes opportunistes caracterisés par leur ubiquité.
Leurs exigences nutritives modestes leur permettent de survivre et de se multiplier sur des
surfaces. De ce fait, ils sont fréquemment rencontrés en milieu hospitalier. Responsables ces
derniéres années d’infections nosocomiales, notamment au sein des unités de soins intensifs
(Husson et al., 1994).

Ces bactéries font partie du groupe des bactéries MDR (Multi-Drug Résistant) classées
par 1’Organisation mondiale de la Santé comme les plus inquiétantes sur le plan de la résistance
aux antibiotiques (Howard, 2012). En effet, leur capacité a acquérir des génes de résistance
aux antibiotiques, ainsi qu’a survivre dans 1’environnement hospitalier, font d’elles des
bactéries d’importance dans les épidémies nosocomiales (Peleg, 2008). Ces bactéries sont
reconnues a I’hdpital comme cause de bactériémies et de pneumonies acquises sous ventilation,
mais également de surinfections de plaies, d’infections urinaires et de méningites post

opératoires (Antunes, 2014 ; Howard, 2012).

Ces deux pathogénes opportunistes occupent donc une place importante en pathologie
hospitaliére. Le role particulier de I'environnement dans la propagation de ces germes dans les
hopitaux a été longtemps considéré comme négligeable. Leur fréquence croissante, leur
potentiel pathogeéne et leur capacité a acquerir continuellement des résistances, par conséquent,
ces bactéries doivent impérativement faire 1’objet de programmes nationaux de surveillance
dans tous les pays (Cholley et al, 2013 ; D’Alessandro, 2012 ; Cavallo et al., 2002).

A D’échelle nationale, trés peu d'études ont été faites dans ce contexte et les donnees
épidémiologiques concernant la fréquence des bacilles Gram négatifs dans I’environnement

font défaut.
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L’objectif de cette étude est d’isoler, d’identifier et de déterminer les caractéres
biochimiques des souches d’Acinetobacter baumannii et de Pseudomonas aeruginosa a partir
d’échantillons provenant de différents sites de prélévement de 1’environnement appartenant au
différents services de 1’hopital de Boufarik. Nous évaluerons également leurs profils de

résistance vis a vis des antibiotiques.
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l. Acinetobacter baumannii
I.1. Classification d’Acinetobacter

En 1984, le genre Acinetobacter a été officiellement inclus dans la taxonomie mondiale
aprés son apparition sur la liste approuvée des especes bactériennes (Approved Lists of
Bacterial Names) et dans le manuel Bergey’s de Bactériologie systématique (Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology) (Jung et Park, 2015).

Sur la base de I'ADN critéres de parenté, Bouvet et Grimont, en 1986, distinguaient 12
groupes d’ADN (hybridation) ou génospécies, dont certains recevaient des noms d’especes
officiels, notamment A. baumannii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A. johnsonii, A. junii,
et A. lwoffii (Manchanda et al., 2010).

Le genre Acinetobacter appartient actuellement au domaine des Bacteria, phylum des
Proteobacteria, classe des Gammaproteobacteria, ordre des Pseudomonodales et est classé

dans la famille des Moraxellaceae, (Tableau I) (Doughari et al., 2011).

Tableau I : Nomenclature actuelle du genre Acinetobacter

Reégne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Moraxellaceae

Genre Acinetobacter

Espéce A.baumannii

(Doughari et al., 2011).
I.2. Habitat et pouvoir pathogéne

+ Habitat

Les bactéries appartenant au genre Acinetobacter sont considérées comme des
microorganismes ubiquitaires et peuvent étre isolées a partir d'échantillons humains, animaux

et environnementaux (Pailhories et al., 2015).

A. baumannii se retrouve presque exclusivement en milieu hospitalier, en particulier
dans les unités de soins intensifs. Bien que des isolats occasionnels d’A. baumannii aient

été signalés a partir de sources non humaines (Antunes et al., 2014). Elle se trouve que


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Manchanda%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20927292
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rarement dans le cadre de la microflore cutanée normale, selon une étude seulement 3% (ou

plus) de la population sont colonisés par la bactérie (Jaggi et al, 2012 ; Howard et al., 2012).

+ Pouvoir pathogene
A.baumannii est principalement a l'origine d'infections nosocomiales du systéme respiratoire,
de bactériémies, d'infections de plaies ou d'ISU. De maniéere moins fréquente, elle est également
associée a des cas de méningites (Gagne, 2018). Elle n’est pas considérée comme un agent
pathogéne communautaire, mais chez les individus immunodéprimés et les enfants, il se
propage dans des sites de trachéotomie et peut provoguer une bronchiolite et une

trachéobronchite acquises par la communauté (Asif et al., 2018).

1.3. Caractéristique bactériologique
1.3.1. Morphologie et structure

Acinetobacter est un Coccobacille a Gram négatif, mesurant de 1,0 a 1,5um de diamétre
sur 1,5-2,5 pm de longueur, parfois encapsulée, souvent en diplocobacilles ou parfois en chaines
de longueur variable, non sporulées et immobile (Denis et al., 2016 ; Doughari et al., 2011).
Bien que ces bactéries soient genéralement considérées comme immobiles, une mobilité de type
« mouvement par tremblement » ou « twitching motility » a été remarquée notamment sur des
supports semi-solides (Roca et al., 2012).

Cependant, ces bactéries résistent parfois a la décoloration de Gram en retenant le crystal
violet et peuvent donc étre mal identifieées, comme des cocci Gram positif (Doughari et al.,
2011).

1.3.2. Caractére culturaux

Ces bactéries se cultivent bien a 37°C sur les géloses utilisées en routine au laboratoire
(gélose au sang, au sang cuit, trypticase soja, etc). Apreés une nuit d’incubation, elles
ressemblent & des entérobactéries : les colonies mesurent de 1,5 & 3 mm de diamétre, sont de
couleur grisatre et sont généralement lisses mais peuvent étre mugueuses chez les souches
capsulées (Peleg et al., 2008). Les colonies apparaissent blanches sur les géloses chromogenes
de type UTI (Oxoid).

L’incubation se fait & une température de croissance entre 33 et 35°C, mais la seule
espéce a croitre entre 41 a 44°C est A. baumannii (c’est une propriété qui permet de la

différencier des autres espéces génomiques) (Avril et al., 2000).
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1.3.3. Caractére antigénique

La bactérie possede une capacité hydrophobe qui permet la fixation a des matériaux
étrangers tels que les plastiques utilisés dans les dispositifs intravasculaires. Il a été prouvé que
I'nydrophobicité de surface est fortement exprimée dans les souches isolées de patients par
rapport a la flore normale de la peau.

La protéine de membrane externe A (OmpA) est associée a une amélioration de
I'adhésion, en particulier aux cellules épithéliales des voies respiratoires. A. baumannii échappe
a l'abattage induit par la voie du complément alternatif en neutralisant le facteur H, principal
régulateur de la voie alternative en complément, a l'aide de I'OmpA. Les vésicules de la

membrane externe augmentent également la formation de biofilm sur les surfaces abiotiques.

Lipopolysaccharides (SPL) de A. baumannii sont constitués d'un antigene O, le noyau
d'hydrate de carbone et un fragment de lipide A. Le LPS est un agent chimiotactique qui recrute

des cellules inflammatoires et les oblige a libérer leur matériel cytotoxique (Asif et al., 2018).

1.3.4. Caractéres biochimiques

Les Acinetobacter sont des bactéries présentant des réactions de catalase positive et
d’oxydase négative, et n’ont pas la capacité de métaboliser les sucres par les voies fermentaires
(Kurcik-Trajkovska, 2010; Vaneechoutte et al., 2011).Par ailleurs, la majorité des tests
biochimiques utilisés habituellement en bactériologie clinique sont négatifs : indole, réduction
des nitrates en nitrites, décarboxylase pour la lysine (LDC), décarboxylase pour l'ornithine
(ODC), production d'hydrogéne sulfuré (H2S), béta-galactosidase et DNase.

Les tests de l'uréase, I'nydrolyse de la gélatine ou la phénylalanine désaminase (PAD)
donnent quant a eux des réponses variables (Doughari et al., 2011 ; Hawkey et Bergogne-
Berezin, 2006).

1.4. Persistance dans le milieu hospitalier

Il existe deux principaux facteurs pouvant contribuer a la persistance d’A. baumannii en
milieu hospitalier : la résistance a la dessiccation et la résistance aux antimicrobiens majeurs.

A. baumannii peut survivre en moyenne 27 jours (extrémes allant de 21 a 33 jours) sur
des lamelles de verre, sans différence significative selon que la souche est épidémique ou
sporadique. La résistance aux antibiotiques est étroitement liée a un environnement sélectif tel
que les services de réanimation ou les micro-organismes sont confrontés a une longue durée

d’exposition aux antimicrobiens (Delbos, 2012).
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La capacité des souches d'A. baumannii a survivre longtemps sur des surfaces séches
contribuera probablement a leur persistance dans les hopitaux. A cet égard, il a récemment été
signalé que la protéine RecA était impliquée dans la réponse au stress en géneral et dans la

résistance au choc thermique et a la dessiccation chez A. baumannii (Giannouli et al., 2013).

La formation de biofilm augmente le taux de survie de A. baumannii sur des surfaces
séches et peut contribuer a sa persistance en milieu hospitalier, augmentant ainsi la probabilité

d' infections et d'épidémies nosocomiales (Espinal et al., 2012).
1.5. Infections liées a Acinetobacter baumannii

A. baumannii est devenu l'un des principaux responsables des infections nosocomiales,
en particulier dans les unités de soins intensifs du monde entier. C’est un agent principal de la
pneumonie sous ventilation assistée, qui représente prés de 15% de toutes les infections
nosocomiales. Elle est aussi impliquée dans des infections du sang dans 10 a 15% des cas a la
suite de procédures invasives (cathéters, tubes ou canules intravasculaires ou respiratoires). A.
baumannii représente une menace croissante pour les patients en neurochirurgie. Il est
responsable de 4% de toutes les infections liees a la méningite et aux shunts, avec un taux de
mortalité de 70%. Il est responsable de 2,1% des infections de plaies acquises en
réanimation (Asif et al., 2018).

1.6. Résistance aux antibiotiques d’Acinetobacter baumannii

Une souche bactérienne est considérée résistante a un antibiotique donné, lorsqu'elle est
capable de croitre en présence de cet antibiotique, a une concentration significativement plus
élevée que celle normalement active sur les souches sensibles de cette espéce. (Bousseboua,
2005).

1.6.1. Type de résistance
# Résistance naturelle ou intrinséque

Elle fait partie du patrimoine génétique normal du germe (Yala, 2001).

Les souches d’A. baumannii sont naturellement résistantes a la pénicilline G, a
I’amoxicilline et aux céphalosporines de premiere et deuxiéme génerations. (Figueiredo,
2011). Elle possede aussi naturellement sur son chromosome un gene codant pour une
oxacillinase (ou B-lactamase de classe D) dont le représentant principal est OXA-51, avec de

tres nombreux variantes décrits comme OXA-69, OXA-66 par exemple. Le rble des genes de
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type blaOXA-51 dans la résistance naturelle de A. baumannii semble tres faible (Héritier et
al., 2005).
+ Résistance acquise

C'est l'acquisition de nouveaux geénes capables de rendre la bactérie (normalement
sensible) insensible a un antibiotique ou a un groupe d'antibiotiques. Ce nouveau géne peut étre
obtenu soit par mutation au niveau du chromosome qui est un phénomeéne rare soit par transfert
d'’ADN de plasmides conjugatifs ou de transposons (mécanisme le plus fréquent) (Yala, 2001).

L’espéce Acinetobacter est connue pour leur résistance intrinseque et leur capacité a
acquérir des génes codant pour la résistance. Celle-ci varie entre les pays, les centres et méme
parmi les différents services au sein du méme hopital (Cisneros et Rodriguez-Bano, 2002).

1.6.2. Mécanisme de résistance aux antibiotiques

La dégradation a médiation enzymatique (béta-lactamases), les manipulations
génétiques (mutations, acquisition ou sortie d'un géne, régulation a la hausse ou a la baisse de
I'expression génique) et les pompes a efflux sont différentes stratégies adoptées par

Acinetobacter pour échapper a la destruction des antibiotiques (Asif et al., 2018).

1.6.3. Supports génétiques de la résistance aux antibiotiques
+ La résistance chromosomique
La résistance chromosomique compte pour au moins 5% de la résistance rencontrée en
clinique. Elle est souvent stable et tire son origine soit d'un géne de résistance (ex: ampC) ou
de mutations ponctuelles dans un géne bactérien qui altérent la cible d'un antibiotique (Murray
et al., 2005). Cette résistance, bien que de support chromosomique, n’est pas figée: Des
enzymes AmpC présentant des modifications structurales, par mutations ou délétions de
nucléotides, ont été décrites (Bernaud et al., 2004). Ces enzymes peuvent étre hyperproduites,
par modification de leur régulation (Bagge et al., 2002). Apres mobilité, les génes codant pour
ces enzymes ont également été observés sur des plasmides : AmpC plasmidique (Philippon et
al., 2002).
* La résistance extra-chromosomique
a. Les séquences d’insertion
Les séquences d'insertion (1S) sont la forme la plus simple d'un élément transposable,
géneralement de taille inférieure a 2,5kb, capables de se déplacer de fagcon autonome dans les
génomes microbiens et ne codent que pour leur propre transposition (Mugnier et al., 2009).

Ces structures sont trés répandues dans le genre Acinetobacter (Segal et al., 2005).
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b. Les transposons
I1s représentent un autre support génétique de la résistance. C’est un €élément génétique
mobile, formé d’une séquence d’ADN sans existence autonome stable, mais cette séquence est
capable de promouvoir sa propre translocation grace a la présence d’un géne codant pour une
transposase (Merad, 2014).
c. Lesintégrons
Les intégrons constituent un systéme de capture et d’expression de génes sous forme de
cassettes. Ces derniéres sont des éléments mobiles capables de s’intégrer ou de s’exciser par un
mécanisme de recombinaison, spécifique de site, li¢ a I’intégrase. A la différence des plasmides,
les intégrons sont incapables d’autoréplication (Toussaint et al., 2002).
1.6.4. Mécanisme biochimique de la résistance aux antibiotiques
# Les p-Lactamines
Les béta-lactamines constituent la famille d'antibiotiques la plus importante, aussi bien
par le nombre et la diversité des molécules utilisables que par leurs indications en thérapeutique
et en prophylaxie des infections bactériennes. Cette famille, qui regroupe les pénicillines, les
céphalosporines, les carbapénemes et les monobactames, est caractérisée par la présence
constante du cycle béta-lactame associé a des cycles et des chaines latérales variables qui
expliquent les propriétés pharmacocinétiques et le spectre d'activité des différents produits. La
grande variéte de leurs modes d'administration, leur large spectre d'activité antibactérien associé
a une action bactéricide, une bonne diffusion tissulaire, une bonne tolérance et un faible nombre
d'interactions médicamenteuses expliquent leur popularité et I'importance de leur utilisation,
seules ou en associations (Cavallo et al., 2004).
A. Mécanisme d’action des p-Lactamines
Les B-lactamines se fixent sur les PLP a la place du dipeptide d’alanine avec lequel elles
présentent une analogie structurale. Cette fixation bloque la synthése du peptidoglycane et de
ce fait la croissance bactérienne. La bactéricide est obtenue avec 1’activation du systéme
enzymatique de la muréine hydrolase qui provoque I’éclatement de la bactérie. B-lactamines
arrét de synthése du peptidoglycane + activation de I’autolyse Effet 1étale (Pourriat et Martin
2005).
B. Résistance aux béta-lactamines
La résistance aux béta-lactamines est médiée par une dégradation accrue par les béta-
lactamases, altération des protéines liant la penicilline, des modifications des porines de la
membrane externe entrainant une diminution de la perméabilité et une expulsion des

antibiotiques hors de la cellule par la pompe defflux. Parmi les béta-lactamases, I'ampC
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céphalosporinase ou la béta-lactamase de classe moléculaire C est plus prévalente chez A.
baumannii (Asif et al., 2018).
B.1. Résistance enzymatiques
%+ Céphalosporinase de classe C
Par production naturelle d’une céphalosporinase de type AmpC qui est normalement
exprimé a bas niveau (Nordmann et al., 2009).
% Oxacillinase de classe D
Par production d’une béta-lactamase de classe D qui est I’oxacillinase (qui hydrolyse
en général I’oxacilline, la méthicilline, cloxacilline ect.....) représentée par le cluster d’enzyme
OXA-51/0XA-69 (Gerischer, 2008).
% Métallo-p-lactamases de classeB
Les P-lactamases de classe B ont besoin d’un atome de zinc pour détruire les
lactamines (Clavilier et al., 2001) cette classe d’enzyme les hydrolyse tous a 1’exception des
monobactames. (Conly et al., 2011).
% p-actamases a spectre élargi Chez A. baumannii
Les BLSE sont soit chromosomiques ou plasmidiques (Sinha et al., 2007) Les enzymes
du type GES et PER, VEB et IBC-2, ont été largement retrouvées chez A. baumannii, Les
enzymes du type VEB hydrolysent de préférence la ceftazidime et I'aztréonam (Rodriguez-

Villalobos et Struelens, 2006).

B.2. Résistance non enzymatiques
% Imperméabilité
Par les protéines de la membrane externe OMP : Les porines sont des protéines capables
de former des canaux permettant le transport des molécules a travers les membranes de
bicouches lipidiques. Avec une structure variable elles sont une stratégie de survie développée
par cette bactérie (Vila, 2007)
% Les pompes a efflux
Ont été montrées pour avoir un réle croissant dans le phénotype intrinseque et acquise
de la résistance aux antibiotiques. Elles sont codees par les chromosomes au sein des bactéries,
mais peuvent également étre acquises dans le cadre horizontal de transfert de genes (Bergogne-
Béreézin, 2008)
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¢ Modification de I’expression des PLP
L’efficacité des béta-lactamines est liée a leur capacité de se fixer aux PLP (cible).
Diverses mutations peuvent entrainer leur modification (PLP) diminuant ainsi I’efficacité de

I’antibiotique (Toure, 2004)
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Figure 1 : Mécanismes de résistance d’A. baumannii aux B-lactamines (Asif et al., 2018)

Tableau Il : Mécanismes de résistances d’A. baumannii aux antibiotiques

Antibiotiques Mécanisme de résistance

Aminosides Modification du groupe amine ou hydroxyle par les enzymes modifiant
le groupe aminoglycoside (adénylases, acétylases)

Quinolones Mutations des génes gyrA et parC entrainant la modification

phénotypiques de 1'ADN gyrase et de la topoisomérase IV ce qui
entraine une affinité réduite pour le médicament.

Colistine Mutation dans les génes codant pour le lipide A se qui entraine la perte
de LPS (cible de la colistine)

Chloramphénicol Acquisition du géne d’une acétyltransférase (catl)

Tétracyclines Présence de pompes a efflux

(Asif et al., 2018)

C. Résistance a d’autres antibiotiques
A.baumannii est naturellement résistant a bas niveau au triméthoprime (CMI de 16 a 32
mg/l. CMI : Concentration Minimale Inhibitrice) (Joly-Guillou, 2006 ; Naas et al., 2008). La
résistance aux polymyxines est rare, cependant un mécanisme de résistance impliquant un

systeme de régulation a 2 composants PmrAB a été décrit récemment (Decré, 2012).
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Il. Pseudomonas aeruginosa

I1.1. Classification de Pseudomonas aeruginosa

L’espéce bactérienne Pseudomonas aeruginosa du grec Pseudo (« imitation ») et du
latin aeruginosus (« couvert de rouille ») autre fois appelée « bacille pyocyanique » (Mérens
etal., 2013).

La classification est présentée dans le tableau suivant :

Tableau I11 : Taxonomie de P. aeruginosa
Régne Bacteria
Embranchement Prokaryota
Division Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas
Espece P.aeruginosa

(Delarras, 2007).
11.2. Habitat et pouvoir pathogéne
*+ Habitat

P. aeruginosa est un germe hydrotellurique, présent essentiellement dans les
environnements humides. C'est une bactérie ubiquitaire et résistante dans I'environnement,
répandue dans les eaux polluées ou non, les sols humides et les végétaux ou elle vit a I'état
saprophyte. P. aeruginosa peut étre transitoirement présent chez I'homme et les animaux, au
niveau du tractus digestif (selles), de la peau (plis cutanés humides), du conduit auditif externe

ou du nasopharynx (Mérens et al., 2013).

En milieu hospitalier peuvent étre une source de contamination : on retrouve ainsi
comme source potentielle les siphons d'éviers, les chasses d'eau, les piscines et bains bouillon-

nants, les humidificateurs, les nébulisateurs et les respirateurs artificiels (Mérens et al., 2013).

11
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En milieu hospitalier, P. aeruginosa est parfois présent dans les solutions aseptiques et
sur les instruments tels que les cathéters, les sondes, ou encore dans les canalisations et les
lavabos (Wolfgang et al., 2003).

Sensible a la dessiccation, P. aeruginosa est capable d’une trés grande adaptabilité
nutritionnelle et métabolique, qui lui permet de survivre dans un environnement hostile en

utilisant une grande variété de substrats comme source de carbone (Mérens et al., 2013).
+ Pouvoir pathogene

P. aeruginosa C’est un agent pathogéne opportuniste essentiellement responsable
d’infections nosocomiales (Amazian et al., 2010).

Dans les infections communautaires, elle est responsable principalement de
bronchopneumopathies évoluant sur un mode chronique dans la mucoviscidose et les affections
respiratoires dues a la dilatation des bronches ; d’otites externes, d’endophtalmies apres
traumatisme, d’infections cutanées dans les ulceres (Japoni et al., 2009).

Dans les infections nosocomiales, elle est impliquée dans les pneumopathies chez les
malades sous respirateur, les infections urinaires chez les malades sondés, les infections
cutanées secondaires a des bralures, les infections ostéo-articulaires sur matériel (Fuentefria
etal., 2011).

11.3. Caractéristiques bactériologiques
11.3.1. Caractéres morphologiques

Il s’agit d’un bacille a Gram négatif en forme de batonnet de 1 a 3 um de long et 0,5 a
0,8 um de large. P. aeruginosa est une bactérie dépourvue de spores et de capsules, mobile
grace a la présence d’un flagelle monotriche polaire (Hafiane et Ravaoarinoro, 2008).

11.3.2. Caractéres biochimiques et metaboliques

P. aeruginosa présente un métabolisme oxydatif (non fermentant), réduit géneralement
les nitrates au-dela des nitrites et produit de I’ammoniac a partir de la dégradation de
I’acétamide (Delarras, 2007 ; Pecastaings, 2010).

Elle donne des réponses positives pour les tests : catalase, oxydase, Arginine
d’hydrolase (ADH), citrate de Simmons, et la gélatinase et des réponses négatives pour les tests
suivants : Lysine décarboxylase (LDC), Ornithine décarboxylase (ODC), indole, B-
galactosidase (quelques souches hydrolysent I’ONPG au moyen d’une enzyme différente de
lap-galactosidase) (Touati, 2013 ; Diarra, 2009).
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# Production de pigments

Selon Delarras (2007), P. aeruginosa produit deux types de pigments (fluorescent ou
non) qui servent a son identification, ils peuvent étre mis en évidence dans les milieux de King
B et King A.

e Pyoverdine : pigment jaune-vert fluorescent, soluble dans I’eau, insoluble dans le
chloroforme.
e Pyocyanine (phénazinique) : pigment bleu-vert non fluorescent soluble dans 1’eau et

le chloroforme, P. aeruginosa est la seule espéce a le produire.
11.3.3. Caractéres culturaux

C’est une bactérie mésophile capable de se développer dans des températures allant de
+4°C a +45°C avec une température optimale de croissance entre 30 et 37°C (Saussereau,
2013 ; Khalilzadeh, 2009).

P. aeruginosa est une bactérie aérobie possédant un métabolisme oxydatif, mais en
absence d’oxygene elle peut utiliser les nitrates comme accepteur d’électrons (Van Alst et al.,

2009). Elle est caractérisée par une odeur florale (Flandrois, 1997).

Trois types de colonies peuvent étre observées simultanément ou de maniére isolée sur

milieux solides (Denis ,2007) :

» Colonies larges « L » de 2 a 3 mm de diameétre, a bord irrégulier, rugueuses, une
partie centrale bombée présentant des reflets métalliques.

> Colonie plus petites lisses « S » bombées a bord régulier.

» Colonies muqueuses « M » bombees, coalescentes, filantes rencontrées chez les

souches produisant un slime composé d’un polymeére d’alginate.
11.3.4. Caractéres antigéniques

Il existe, chez P. aeruginosa, un antigéne somatique O (antigéne de la paroi)
thermostable, composé d’une fraction protéinique qui rend le complexe antigénique ;
et d’une fraction polyosidique (polysaccharidique) qui détermine la spécificité de I'antigene
(Cady, 2006).

Le sérotypage des souches, grace a des antisérums dirigés contre cet antigene, permet
de distinguer 16 sérotypes différents selon la classification de I'TATS (International Antigenic

Typing System). Habituellement, 90 a 95% des souches peuvent étre typées avec ce systeme
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(Cady, 2006). Les antigénes O:1 a O:11 sont les plus fréquents ; le sérotype O:12 présente la
particularité d'étre le plus résistant aux antibiotiques et est le plus souvent incriminé dans les
infections nosocomiales (Oulymata, 2007). Il existe aussi un antigéne flagellaire H,
thermolabile. Permettant un typage qui en combinaison avec le typage O, permet de reconnaitre
au moins 25 sérovars (Cady, 2006).

11.4. Infections liées a Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa se place parmi les agents étiologiques majeurs impliqués dans
les infections nosocomiales. La responsabilité de P. aeruginosa était en cause, tous services
confondus, dans 20,6 % des bronchopneumopathies, 15,4 % des infections de la peau et des
tissus mous, 9 % des infections du site opératoire, 7,8 % des infections urinaires et 6,4 % des
bactériémies. Il existe de grandes variations entre les hopitaux et services. P. aeruginosa
représente 10,7 % des bactéries isolées dans les infections nosocomiales survenant dans les
services de court séjour (15,4 % en réanimation contre 10,1 % en médecine , 9,4 % en chirurgie
et 1,7 % en obstétrique), 9,3 % dans les services de soins de suite et réadaptation , 8,7 % dans
les services de long séjour et 6,5 % en psychiatrie. En réanimation et unités de soins intensifs,
les patients, souvent immunodéprimés, sont habituellement intubés, ventilés, sondés et porteurs
de cathéters périphériques et centraux ; le risque de contamination et d'infection a P.
aeruginosa est majeur. P. aeruginosa est en cause dans 15,7 a 17 % des infections en
réanimation (Mérens et al., 2013).

I1.5. Résistance aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa

11.5.1. Mécanismes biochimique de la résistance aux antibiotiques
11.5.1.1. Résistance naturelle

P.aeruginosa posséde une membrane externe faiblement perméable, ce qui lui confere
une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques, dont la plupart des B-lactamines
hydrophiles. Mais cette résistance naturelle résulte le plus souvent de I’intervention d’autres
mécanismes, comme la production d’une céphalosporinase chromosomique et 1’existence d’un

systeme d’efflux (MexAB-OprM) (Carpentier et al., 2003).
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A. Résistance aux f-lactamines
Elle est liée a plusieurs mécanismes :

e Production d’une céphalosporinase chromosomique inductible AmpC, responsable de
la résistance a I’Amoxicilline, et aux C1G, C2G, Cotrimoxazole.
e Faible perméabilité membranaire aux R-lactamines, due a la taille insuffisante des

porines.

Existence d’un phénoméne d’efflux actif, via la production constitutive de MexAB-
OprM et la production inductible de MexXY -OprM (Carpentier et al., 2003).

B. Résistance aux aminosides

P. aeruginosa est naturellement résistant a la Kanamycine via la production d’une

phospho-transférase (Carpentier et al., 2003).
C. Résistance aux autres antibiotiques

P. aeruginosa est naturellement résistant : aux macrolides, aux tétracyclines, a la
Rifampicine, au Chloramphénicol, aux sulfamides, aux Glycopeptides (Carpentier et al.,
2003).

11.5.1.2. Résistances acquises

A. Résistance acquise aux p-lactamines

# Résistance enzymatique

Acquisition de pénicillinases plasmidiques : PSE, OXA, TEM Celles-ci conferent une
résistance a la Ticarcilline et la Pipéracilline et certaines céphalosporines, mais la sensibilité a

la Céftazidime, 1’ Aztréonam, et I’Imipénéme est conservée.

Hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique AmpC par mutation d’un géne
de régulation : « céphalosporinase déréprimée ». Celle-ci confére une résistance aux pénicillines

et céphalosporines, mais la sensibilité est conservée a I’Imipénéme.

Acquisition d’une B-lactamase a spectre élargi (BLSE) : @ Ce sont des enzymes
plasmidiques conférant une résistance aux pénicillines et aux C3G, restaurée théoriquement par
les inhibiteurs de R-lactamases, avec une sensibilité conservée a I’ITmipénéme. Elles sont tres

rarement rapportées chez P. aeruginosa (contrairement a Klebsiella et Enterobacter).
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% Imipénemase

Il s’agit d’'une métallo-B-lactamase conférant une résistance aux carboxypénicillines,
aux céphalosporines et a I’ Aztréonam, ainsi qu’un bas niveau de résistance a I’Imipénéme. La
sensibilit¢ a la Pipéracilline et a 1’Aztréonam est conservée. En cas d’association de ce
mécanisme a un mécanisme d’imperméabilité, on obtient un haut niveau de résistance a

I’Imipénéme (Carpentier et al., 2003).

+ Résistance non enzymatique

% Acquisition par mutations de systémes d’efflux actif

Les mutations aboutissent a la surproduction des pompes transmembranaires permettant
d’expulser 1’antibiotique hors de la bactérie, en utilisant 1’énergie du gradient électrochimique
de la membrane cytoplasmique. Le niveau de résistance est moindre que chez les souches
productrices de B-lactamase. Certaines souches ne sont résistantes qu’a la Ticarcilline, cette
résistance n’étant pas restaurée par les inhibiteurs de B-lactamase. La plupart des souches restent
sensibles a la Pipéracilline et a la Céftazidime (El ouadnassi et Boughalem, 2009 ; Carpentier
et al., 2003).

% Mutation de la porines D2 (mutants OprD)

En association avec une hydrolyse partielle par la céphalosporinase chromosomique, ce
mécanisme induit une résistance sélective a I’Imipénéme. La sensibilité au Méropéneme est

conservée (El ouadnassi et Boughalem, 2009 ; Carpentier et al., 2003).
B. Résistance acquise aux aminosides

La résistance aux aminosides concerne par ordre de fréquence décroissante : la
Gentamicine, la Tobramycine, la Netilmicine, et I’Amikacine. La corésistance avec les B-

lactamines et les fluoroquinolones est fréquente, surtout pour le sérotype O :
Il existe 2 mécanismes différents de résistance aux aminosides :
+ Résistance enzymatique

Acquisition d’enzymes plasmidiques inactivatrices des aminosides. Ce sont les

aminoacétyl-transférases, nucléotidyl-transférases, phospho-transférases.
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% Imperméabilité

Diminution des mécanismes de transport actif de I’antibiotique dans la bactérie,
responsable d’une résistance de bas niveau a tous les aminosides (El ouadnassi et Boughalem,

2009 ; Carpentier et al., 2003) .
C. Résistance acquise aux fluoroquinolones
Elle peut survenir selon 3 mécanismes :
% Modification de I’affinité de la cible

Des mutations des sous-unités A et B de I’ADNgyrase ou de la sous-unité par C de la
topo-isomérase IV, sont responsables d’une augmentation des CMI, d’intensité variable selon

les mutants.
% Trouble de la perméabilité

Par modification des porines ou du lipopolysaccharide.
% Efflux actif

Comme nous 1’avons vu précédemment, il existe une résistance croisée de bas niveau
aux fluoroquinolones avec la résistance aux R-lactamines par efflux. Ainsi de faibles
concentrations de fluoroquinolones peuvent sélectionner des mutants résistants aux 2 familles
d’antibiotiques. Plusieurs mécanismes coexistent la plupart du temps (notamment 1’association
de la mutation de gyrA et d’un efflux), pouvant étre responsables d’une résistance de haut

niveau aux fluoroquinolones (El ouadnassi et Boughalem, 2009 : Carpentier et al., 2003) .
D. Résistance acquise a la Fosfomycine

Elle est frequente : 70 & 80% des souches. Les souches O : 12 sont paradoxalement
fréqguemment sensibles a la Fosfomycine, contrastant avec leur multi-résistance aux autres

antibiotiques (El ouadnassi et Boughalem, 2009 ; Carpentier et al., 2003).
E. Résistance acquise a la colistine

L'émergence et la propagation de souches de P. aeruginosa multirésistantes aux
antibiotiques a conduit a la résurgence de l'utilisation des antibiotiques tels que la polymyxine
B et la colistine comme agents thérapeutiques (Nation et Li, 2009). Pourtant, les bacilles
pyocyaniques sont parvenus a modifier la composition de leur membrane externe de fagon a la

rendre imperméable a ces deux agents par une modification déterminée de la composante
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lipidique A du LPS (Moskowitz et al., 2004). ce qui entraine une réduction de la charge nette
négative de la membrane externe (Vidaillac et al., 2012), soit par des mutations ou par
I’activation de systémes membranaires complexes appelés « systemes de régulation a deux

composants » tels que ParR/S (Muller et al., 2011).

18



Introduction

ENVIRONNEMENT HOSPITALIER

On regroupe habituellement sous le terme d'environnement hospitalier les éléments

suivants : air, eau, surfaces (sols, murs, mobilier, équipement), linge, aliments, dispositifs

médicaux, déchets (Saouide el ayne et al., 2014 ; Hajjar et al., 2000).

Ces €léments supportent de nombreux micro-organismes et cette contamination

environnementale est tres variable qualitativement et quantitativement d'un établissement a

l'autre et au sein d'un méme établissement en fonction des services, des patients (sains,

colonisés, infectés), des soins et des techniques pratiqués (Hajjar et al., 2000).

I11.1. Zone de risque a I’hopital

Les locaux hospitaliers sont classes selon le risque infectieux en 4 types de zones

(Tableau V) :
Tableau 1V : Zone a risque infectieux a I’hépital
Zone 1 Zone 2 Zone 3 Zone 4
Risque faible Risque moyens Risque éleves Tres haut risque

Services administratifs
Salles de réunion et de
formation

Restaurant du personnel
Internats

Halls

Bureaux
Ascenseurs visiteurs
Escaliers
Circulations hors
services de soins

Sanitaires

Services techniques et
logistiques (y compris
réserves)

Locaux d’archivage

Psychiatrie

Centre médico-
psychologique (CMP)
Créche

Salles d’attente
Consultation
Bureaux intra -unités
Sanitaires communs
Chambre de garde
Offices alimentaires
Salles a manger
Salles de détente

Ludotheque

Ascenseurs
Escaliers
Circulations

Local de pré-
désinfection des
dispositifs médicaux

Local de stockage du
linge propre
Local de stockage des

Soins Continus
Réanimation
Urgences

Unité hospitalisation
courte durée (UHCD)
Salle de surveillance post
interventionnelle

salle d’accouchement

Médecine
Chirurgie
Maternité

Pédiatrie

Néonatalogie

Oncologie /Hématologie
Hémodialyse
Odontologie

Médecine nucléaire
Service long et moyen
séjour Soins de suite et
de réadaptation
Balnéothérapie

Exploration
Fonctionnelle

Bloc opératoire
Bloc obstétrical
Bloc d’imagerie
interventionnelle
Bloc Laser

Unité de greffe d’organe et
de moelle osseuse
Service des grands brilés

Laboratoire de virologie et
bactériologie (P3 et 4)

Salle de préparation des
Cytotoxiques oncologiques
(UPCO)

Salle de préparation mise en
forme aseptique(UMFA)
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Matériels Hémodynamique
Imagerie médicale
Local intermédiaire de | Endoscopie
stockage des déchets | Nurserie

et du linge sale Biberonnerie
Local de ménage,
local technique lave- | Salles de soins
bassin, vidoir
Stérilisation Centrale
Stérilisation centrale | (zone de

(zone lavage) conditionnement)
Pharmacie
Blanchisserie Laboratoires (sauf P3-4)
Dépositoire Salle d’autopsie
Vestiaires
Entretien quotidien Entretien quotidien/pluriquotidien

(Galy et Verdeil, 2017)
I11.2. Surface d’environnement hospitalier et Survie des micro-organismes :

Les surfaces environnementales sont toutes surfaces pouvant étre colonisées par des
microorganismes provenant de diverses sources : patients, personnels de santé et visiteurs ; il
peut étre cité le mobilier, le sol, les accessoires comme les barres de maintien ou encore les
murs. Celles-ci jouent un réle important dans la transmission de pathogenes. C’est pourquoi les
améliorations au niveau du nettoyage et de la désinfection ont pu diminuer le nombre de
transmissions de ces microorganismes (Weber et al., 2013).

Les infections exogénes ou infection croisées (voie exogene) sont causées par des
germes extérieurs (ceux des autres malades, de 1’environnement, des matériels, ou ceux
transmis par les gestes de soins). Le risque est augmenteé par la densité des soins et la fréquence
de procédures invasives corroborées aux risques de transmission croisée (Trifi et al., 2017).

La survie des micro-organismes d’origine humaine sur les surfaces varie de quelques
heures a plusieurs mois, en fonction des caractéristiques propres de ceux-ci et des conditions

environnementales (Le Gallou et Lepelletier., 2017).

20




Partie expérimentale

Matériel et méthodes




Introduction

l. MATERIEL ET METHODES

L’étude a été effectuée au niveau du laboratoire d’hygiéne a Blida, durant une période
allant du 28 février jusqu’au mois de mai 2019. Les prélévements ont été effectués au niveau
des services de néonatologie et d’accouchement, et bloc opératoire a I’hopital de Boufarik.

I.1.Matériel
% Matériel biologique

Représenté par les préléevements, souches de référence Escherichia coli ATCC 25922,

% Matériel non biologique
Représenté principalement par des milieux de culture, des réactifs, des appareillages

(Voir annexe).

1.2. Méthodes

I.1.1. Type des prélevements

Les prélevements ont été réalisés par écouvillonnage. Les sites de prélevement différent
d’un service a un autre. Dans les services de néonatologie et d’accouchements les prélevements
sont effectués a partir des lits, couveuses, portes, fenétres, chariots, robinets, mur, tables,
barboteur.

Au niveau du bloc opératoire, les prélevements sont faits a partir de table opératoire,
scopes, masque respiratoire, potence, scialytique, respirateur électrique, interrupteurs,
évier/robinet (Tableau V).

Tableau V : Nombre de prélévements selon les sites

Lieu de prélévement Sites de prélévement Nombre de
prélevement
Service de néonatologie  Lits 54
Rideaux 6
Chariot 10
Potence 9
Evier/robinet 14
Sols 10
Mur 12 190
Fenétres 9
Porte 12
Couveuses 18
Chaise 4
Biberon 6
Distributeur de savon 4
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Service d’accouchement

Bloc opératoire

Total

Table d’éxamination
Barboteur

Lit

Porte

Fenétre

Mur

Scopes
Evier/robinet

Sol

Table d’éxamination
Chariot
Evier/robinet
Masque respiratoire
Porte

Table opératoire
Potence

Scopes

Respirateur électrique
Scialytique
Interrupteurs

1.1.2. Méthode de prélevements

Wo o, N BAADNMNDNOLBA~OOOPR OO O
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50

40

On utilise un écouvillon sorti de son emballage stérile, on humidifie I’extrémité en le

pressant contre la paroi du tube.

plongeant dans un tube contenant le diluant (milieu BGT) et on ¢élimine I’excés de diluant en le

A D’aide de I’extrémité de I’écouvillon, on trace des stries sur une surface en faisant

diluant et on incube les prélévements a 37°C pendant 24h.

tourner I’écouvillon entre le pouce et I’index. On replace 1’écouvillon dans le tube avec le

Les différentes étapes de I’identification bactérienne sont présentées dans la figure 2.

22



Introduction

[ Prélevements ]

A

[ Culture sur BGT ]

'd \

[ Examen macroscopique + ] [ Examen macroscopique - J

\

Examen microscopique a
I’état frais

Milieu

Gélose
[ J _ [ Isolement ] - Hektoen

nutritive

[ Coloration de Gram J

l

[ Bacille ou coccobacille J

a Gram -

Identification
biochimique

[ Test de J _ [ Antibiogramme J - [ Leos;g: J

BLSE

Figure 2 : Différentes étapes d’identification bactérienne
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1.1.3. Examen macroscopique
Apres incubation, les prélevements doivent faire 1’objet d’une observation
macroscopique (a 1’ceil nu). Cette observation permet de déterminer la présence ou I’absence

d’une culture bactérienne (présence ou absence de trouble).
1.1.4. Etat frais

L'examen a I'état frais se pratique sur les prélevements troubles entre lame et lamelle et

observés au microscope photonique Gx 40.
Le but est d’observer les bactéries vivantes et permet de :

% Mettre en évidence leur mobilité.
% Mettre en évidence leur mode de groupement.
+¢+ Faire une approche de leur morphologie.

1.1.5. Isolement et purification

Apreés incubation, 1’isolement a été fait a partir des tubes contenant du bouillon BGT
présentant un trouble. Deux types de milieux de culture ont été utilisés : la gélose nutritive

(GN), la gélose hektoen. L’ensemencement sur gélose a été fait comme suit :

% La premiére partie de la boite a été ensemencée a 1’aide de I’extrémité cotonnée de

I’écouvillon imbibé dans le bouillon BGT, en frottant a la surface de la gélose.

% La deuxiéme partie a été ensemencée par une pipette Pasteur, a partir du premier
ensemencement, en faisant des stries éloignées.

Les boites ont été ensuite incubées a 37°C pendant 24 a 48 heures jusqu’a I’apparition
des colonies. Ensuite, sélectionner les colonies présentant des bacilles ou coccobacilles a Gram
négatif.

La purification se fait en poursuivant le repiquage sur le méme type de milieu jusqu'a
I’obtention d’un isolat pur présentant les mémes caractéristiques que celui obtenu en premier

isolement.
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1.1.6. Coloration de Gram
I1 s’agit de la coloration de base en microbiologie. Elle permet de mettre en évidence les
propriétés de la paroi bactérienne, et d'utiliser ces propriétés pour les distinguer et les classifier
en deux genres (Gram+ et Gram-).
s+ Technique

o Etaler une goutte de suspension microbienne sur une lame

« Laisser bien sécher a la flamme.

e Recouvrir la lame avec du violet de Gentiane ou Crystal violet ; laisser agir 1min.

o Par-dessus ajouter le lugol 1min

e Rincer al’eau.

o Eliminer les colorants et décolorer rapidement a 1’alcool 30sec

e Rincer a I’eau pour arréter la décoloration

e Recouvrir la lame de Fuchsine ou safranine 1 min

e Rincer a I’cau et laisser sécher a 1’air (ou a la flamme)

e Observation a I’objectif X 100 avec I’huile a immersion.

Apres I’application du violet de gentiane et de la solution de lugol, il se forme un
complexe coloré dans les cellules et toutes sont colorées en bleu-violet. 1l existe une différence
de perméabilité a 1’agent de décoloration (alcool) entre la structure des parois des bactéries
Gram+ et Gram- ce qui entraine une différence dans la vitesse de dissolution des complexes
formés. Ainsi, les bactéries Gram+ conservent leur coloration violette alors que les Gram— sont
complétement décolorés. La derniére étape (fuchsine) constitue simplement une coloration de

contraste afin de recolorer les bactéries Gram- en rose-rouge pale.

1.1.7. Tests biochimiques
1.1.7.1. Galerie classique
* Test d’oxydase
Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase des
bactéries.
e Technique
Sur une lame ou boite de pétri, déposer un disque d’oxydase imprégné par le réactif et
a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée prendre une colonie de bactérie isolée et la gratter sur

le disque.
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e Lecture : observation immédiate
Oxydase + : le disque prend une teinte bleu ou violette.
Oxydase - : le disque reste incolore (Guillaume, 2004).
# Test de catalase
Pendant la respiration aérobie, certaines bactéries produisent du peroxyde d’hydrogene
(H202), celui-ci est tres toxique et certaines bactéries sont capables de le dégrader grace a des
enzymes qu'elles synthétisent.
Catalase «
H2Op = H,0 + %2 O
e Technique
Sur une lame propre et seche déposer deux gouttes d'eau oxygénée (H20;) a chaque
extrémité. A ’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, ajouter une colonie bactérienne isolée a
une goutte et la deuxiéme goutte servira de témoins positif ou négatif.
e Lecture : observation immédiate
Catalase + : dégagement de bulle d’O>
Catalase - : absence de bulle d’O2 (Guillaume, 2004).

4+ Gélose TSI (Triple Sugar Iron)
Permet de mettre en évidence la fermentation du saccharose, du lactose et du glucose
avec ou sans dégagement de gaz et production d’hydrogeéne sulfuré HoS.
e Technique
A partir d'une suspension bactérienne en eau distillée stérile d’une colonie isolée
suspecte prélevée a partir d’un milieu d’isolement sélectif, ensemencer la surface inclinée par
stries et le culot par piqire centrale.
Incuber a 37°C pendant 24 heures (bouchon desserré) de maniere a favoriser les
¢changes gazeux dans I’étuve.
e Lecture
La gélose TSI fournit quatre renseignements principaux
*  Fermentation de glucose
Culot rouge : glucose non fermenté / culot jaune : glucose fermenté
* Fermentation du lactose et/ou du saccharose
- pente inclinée rouge : lactose et saccharose non fermentés

- pente inclinée jaune : lactose et/ou saccharose fermenté(s)
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* Production de gaz
- apparition de gaz dans le culot.
* Formation d’H2S
- formation d’une coloration noire entre le culot et la pente ou le long de la pigare (Guillaume,
2004).
% Citrate de Simmons
Milieu synthétique pour la différentiation des Entérobactéries sur la base de ’utilisation
du citrate comme seule source de carbone.
e Technique
La pente est ensemenceée par une série de strie longitudinale, réalisée par pipette Pasteur,
a partir d'une suspension de la culture solide en eau distillée stérile. Incuber a 37°C pendant 24
heures dans I’étuve.
e |ecture
Virage de l'indicateur de pH au bleu : citrate de Simmons + / Pas de virage de l'indicateur

de pH : citrate de Simmons - (Guillaume, 2004).

# Bouillon Clark et Lubs
Bouillon glucosé pour la différentiation des entérobactéries, réaction de Vogues

Proskauer et rouge de méthyléne concernant la fermentation du glucose.

e Technique
Grace a une pipette Pasteur et a partir d'une suspension de la culture solide en eau
distillée stérile mettre quelque goutte de la suspension dans le bouillon Clark et Lubs et incuber
a 37°C pendant 24h.
Apres 24h d’incubation partager le volume sur deux tubes a essais :
- Le test VP : ajouter 5 gouttes de VP1 et 5 gouttes de VP2 on incline le tube pour permettre

une bonne oxygénation pendant 10 min ensuite on fait la lecture.

- Le test RM : ajouter 2 a 3 gouttes de rouge de méthylene, la lecture est immédiate.
e Lecture

- Test VP : annaux rouge sur la surface : VP+, absence : VP-

- Test RM: rouge: RM+, jaune: RM- (Guillaume, 2004).
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+ Urée Tryptophane ou Urée Indole
Appelée aussi urée indole qui est un milieu synthétique permet la recherche de 1’uréase
et de I’indole pour I’identification des bactéries a Gram -.
e Technique
Mettre quelque goutte la suspension bactérienne en milieu Urée-tryptophane et incuber
a 37°C pendant 18h a 24h.
Apres I’incubation, on fait la lecture de I'uréase ensuite I’indole apres 1’ajout de
quelques gouttes du reactif de Kovacs et la TDA (Tryptophane désaminase).
e Lecture
*Pour ’uréase

- Virage de la couleur au rose violacé : réaction positive.

- Pas de virage : réaction négative.
*Apres additionnement du réactif de Kovacs

- Formation d'un anneau rouge : indole +.

- Absence d’anneau rouge : indole -.
*Apreés additionnement de 2 gouttes du TDA
- couleur brun : TDA +/ Absence de couleur brun TDA - (Guillaume, 2004).

% Mannitol Mobilité
Le milieu mannitol mobilité permet d’étudié la mobilité des germes, et la recherche de
la fermentation du mannitol (produit de réduction du D-mannose).
e Technique
A I’aide d’une pipette Pasteur, ensemencer le milieu par piqure centrale avec la souche
a étudier puis incuber a 37°C pendant 18h a 24h.
e Lecture

- Virage de la couleur du milieu vers le jaune indique la dégradation du mannitol.

- Diffusion des germes autour de la piqure en tour-billant indique la mobilité.

% LDC/ODC et ADH
Le diagnostic différentiel des especes appartenant aux familles des Enterobacteriaceae,
Vibrionaceae et Pseudomonadaceae, met en évidence la recherche de la lysine décarboxylase
(LDC), de I'ornithine décarboxylase (ODC) et de l'arginine dihydrolase (ADH).
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Les Décarboxylases (LDC, ODC) constituent le groupe ou se situent les réactions les
plus importantes en ce qui concerne la biodégradation des acides aminés par les bactéries
= libération d’NH3

e Technique

Mettre quelque goutte de la suspension bactérienne sur les milieux LDC, ODC et ADH
ensuite ajouter quelque goutte d’huile de vaseline pour crée 1’anaérobiose, puis les incuber a
37°C pendant 24h.

e Lecture

Milieu jaune : test - / milieu reste violet : test + (Guillaume, 2004).

+ ONPG (Ortho-Nitro-Phenyl pyrano- Galactoside)
La recherche de I’enzyme  Galactosidase.
e Technique
Elle consiste a mettre un disque d’ONPG prét a I’emploi, dans 1 ml d’une suspension
bactérienne (colonie bactérienne + eau physiologique) et a incuber & 37°C pendant 18 a 24h.
e Lecture
Milieu jaune : ONPG + / Milieu reste incolore : ONPG - (Guillaume, 2004).

+ Nitrate réductase
Ce test permet de rechercher I’enzyme Nitrate Réductase qui transforme le nitrate en nitrite.

e Technique et lecture

Sur bouillon nitraté, ensemencé avec la souche a étudier et incubé a 37°C pendant 18 a
24 h. ajouter successivement 5 gouttes de chacun des réactifs : NR 1 (solution d’acide
sulfanilique) et NR 2 (solution d’alpha-naphtylamine).

» Coloration rouge-orangée apres addition des 2 réactifs, la souche est nitrate réductase
positive : (c’est a dire qu’elle posséde une enzyme : la nitrate réductase qui catalyse la
réduction des nitrates en nitrites).

> Le milieu reste inchangé : on ajoute alors de la poudre de zinc.

*  Coloration rouge : on a donc eu transformation des nitrates en nitrites par le zinc. La
bactérie ne possédait pas cette enzyme, (nitrate réductase négative).
*  Pas de coloration : les nitrates ont été transformes par la bactérie au-dela des nitrites.

La bactérie posséde cette enzyme, (nitrate réductase positive) (Guillaume, 2004).
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1.1.7.2. Galerie Miniaturisé (api 20E)
La galerie api 20E est un systéme standardis¢ pour [I’identification des
Enterobacteriaceae et autre bacilles a Gram-, comprenant 20 tests biochimiques miniaturiseés.
+ Technique
% Préparation de la galerie : Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et remplir
les alvéoles avec de 1’eau distillée pour créer une atmosphére humide, ensuite déposer

stérilement la galerie dans la boite d’incubation

X/
°e

Préparation de I’inoculum : Prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé
et la mettre dans un tube d’eau distillée stérile pour réaliser une suspension bactérienne
de 0,5 Mc Farland.

% Inoculation de la galerie : Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la
galerie a l'aide de la méme pipette (pour éviter la formation de bulles au fond des tubes,
poser la pointe de la pipette sur le c6té de la cupule, en inclinant 1égérement la boite

d'incubation vers l'avant) :

c1T) |V | |cEx

*  Pour les tests remplir tube et cupule,
*  Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non les cupules),

* Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en remplissant

leur cupule d’huile de vaseline.
* Refermer la boite d'inoculation et I’incuber a 37°C pendant 24h (Bio Mérieux).

+ Lecture : (voir annexe)
1.1.8. Antibiogramme

L’antibiogramme permet de déterminer la sensibilité d’une bactérie vis-a-vis des ATB.
Il a étée réalisé selon la méthode diffusion en milieu gélosé, méthode des disques
(Antibiogramme standard). La methode utilisée est celle de Kirby-Bauer préconisée par le
NCCLS (National commitee Clinical Laboratory Standard).

% Principe

La méthode des disques consiste a déposer a la surface de la gélose Mueller-Hinton
préalablement ensemencée avec une suspension bactérienne, des disques pré imprégnés d’une
dose connue des différents antibiotiques. Chaque antibiotique diffuse au sein de la gélose a
partir du disque et y détermine des concentrations inversement proportionnelles a la distance

du disque. Aprés incubation a 37°C pendant 24 heures, chaque disque est entouré d’une zone
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d’inhibition de la croissance bactérienne. La multiplication des bactéries s’arréte 1a ou existe

dans la gélose, une concentration d’antibiotique égale a la concentration minimale inhibitrice

(CMI). Les caractéres de sensibilité ou de resistance de la souche en seront deduits.

*

¢ Choix des antibiotiques

Le choix des antibiotiques utilisés dans cette étude a été fait selon la standardisation des

tests de sensibilité aux antibiotiques a I’échelle nationale 7¢™ Edition 2014. La liste des

antibiotiques testés sur Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa est présentee

dans le (Tableau V) :

Tableau V : Liste des antibiotiques testés sur Acinetobacter baumannii et

Pseudomonas aeruginosa.

Famille Antibiotiques Sigle Charge Diametres critiques
Du disque R I S
Carboxypénicillines | Ticarcilline +|TCC | 75/10png |[<14 15-19 >20
3 acide calvulanique

g Monobactames Aztréonam AZ 30ug <15 16-21 =>22
S [ Carbapénéme Imipénéme IMP | 10pg |<18 19-21 >22
= C3G Céftazidime CAZ 30 ng <14 15-17 >18
Aminosides Gentamicine GN 10 pg <12 13-14 =15
Quinolone Ciprofloxacine CIP 5ng <15 16-20 =>21
Polypeptide Colistine CL 10 pg <10 >11

1.1.8.1. Antibiogramme par diffusion des disques

+ Milieu pour antibiogramme

(Rahal et al., 2014)

e Le milieu adéquat doit étre coulé en boftes de Pétri sur une épaisseur de 4 mm

e Les géloses doivent étre séchées avant I'emploi

% Technique

» Préparation de I'inoculum

A partir d'une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d'isolement approprié, racler a

I'aide d'une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

Utiliser un écouvillon pour prélever plus facilement les colonies bactériennes.

e Bien décharger I'anse ou I'écouvillon dans 5 a 10 ml d'eau physiologique stérile a

0,9%.

31




Introduction

e Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a
0,5 MF ou a une D.O. de 0,08 a 0,10 lue & 625 nm.
» Ensemencement

e Tremper un écouvillon stérile dans I'inoculum.

e L'essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du
tube, afin de décharger au maximum.

e Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas,
en stries serrees.

e Reépéter I'opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier
de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant
I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

» Application des disques et incubation
Appliquer les disques a l'aide dune pince préalablement flambée, en appuyant
légerement. Les disques doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement. Une
distance minimale de 15 mm doit séparer un disque périphérique du bord de la boite, et chaque
disque doit étre éloigné au minimum de 30 mm des autres. Incuber les boites a 37°C pendant
24 heures, couvercle en bas.

> Lecture et interprétation

Pour chaque antibiotique la mesure du diametre de la zone d'inhibition se fait a 1’aide
d'un pied a coulisse. L’interprétation des souches (sensibles, intermédiaires ou résistantes) se

fait selon les diamétres critiques qui sont représentées dans le (Tableau V), (Rahal et al., 2014).
1.1.8.2. Test de synergie

Les BLSE dérivées des enzymes de classe A (Ambler) sont inhibées par les
inhibiteurs de f-lactamases (acide clavulanique, sulbactam et tazobactam), Le test consiste
a rechercher une image de synergie entre un disque d’antibiotique contenant un inhibiteur
de B-lactamases et un disque de C3G ou un monobactame.

# Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa

e Technique

La recherche de la BLSE se fait dans les conditions standard de I'antibiogramme
en déposant un disque de Ticarcilline+acide clavulanique (TCC 75/10ug) a 30 mm (centre
a centre) d'un disque de C3G : Céftazidime (CAZ 30ug), Aztréonam (AZ 30uQ).
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e Incubation

Incuber 18 H a 35 °C

e Lecture

Le test est positif s'il y a apparition d'une image de synergie entre les disques : (TCC
et CAZ), (TCC et AZ)

S'il y a absence de synergie, on peut rechercher la BLSE par :

Le rapprochement des disques TCC et CAZ (15 mm et 20 mm centre a centre)
au lieu de 30 mm, (Rahal et al., 2014)

1.1.8.3. Test de Hodge
s Principe
Test phénotypique largement utilisée pour la détection des carbapénémases.
e Souches de réference : Escherichia coli ATCC 25922 sensible aux
Carbapénémes.
e Souches a tester (Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii).
- Gélose Mueller-Hinton (MH).
- Disque d’Imipene¢me.
% Technique
e Ensemencer une souche d’E.coli ATCC 25922 sur une gélose MH.
e Ensemencer en stries radiales (du centre de la boite a la périphérie) la souche a tester
(Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii).
e Sécher la boite pendant 15 min
e Appliquer un disque d’Imipenéme au centre de la boite.
e Incuber la boite 18h a 35°C en atmosphére normale.
% Lecture et interprétation
L’échancrure de la zone d’inhibition a I’intersection entre une strie et la culture d’E. coli

ATCC 25922 indique la présence d’une carbapénémase, (Rahal et al., 2014)
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1. RESULTATSET DISCUSSION

Sur une période de quatre mois, s’étalant du mois de février 2019 jusqu’au mois
de mai 2019, 280 échantillons ont été prélevés a partir de différents sites de I’environnement au
niveau du service de néonatologie, service d’accouchement et le bloc opératoire de 1’hopital de

Boufarik. Apreés culture, isolement et identification nous avons obtenu les résultats suivants :
1. 1. Répartition des résultats des différents préléevements effectués

Sur un total de 280 prélevements provenant des services de néonatologie,
accouchement et bloc opératoire, 104 cas avec un taux de 37,14% se sont révélés positifs, tandis
que 176 cas avec un taux de 62,86 % se sont révélés négatif (Figure 3).

62,86%

M résultat positif k4 résultat négatif

Figure 3 : Répartition des résultats des differents prélevements effectués
Ce taux assez élevé fait penser que les infections nosocomiales posent toujours un
véritable probléme de santé publique du fait de leur fréquence, leur gravité et de leur cout socio-

économique (FKI et al., 2008). En effet, elles représentent une charge importante pour les
patients comme pour la santé publique.

Dans une étude transversale descriptive qui a été menee dans deux hépitaux (Hopital
universitaires de Lubumbashi et Hopital Janson Sendwe) au Congo au sein de cing services
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d’hospitalisation (Chirurgie, Gynéco-Obstétrique, Médecine interne, Pédiatrie et Réanimation)

par Kakupa et al., (2016), la prévalence globale d’infections nosocomiales est de 34,5%.

Selon une étude menée par Ouendo et al., (2015) au Centre National Hospitalier et
Universitaire Hubert Koutoukou Maga de Cotonou (Bénin), la fréquence des infections
associées aux soins et des infectés était respectivement de 10,88% et 9,84%.

11.2. Répartition des résultats selon les sites de prélévements

Selon I’origine des prélévements, on remarque que le nombre de prélévements
effectués au niveau de service de néonatologie est plus élevé que celui de service

d’accouchement et du bloc opératoire.

Sur les 104 échantillons positif , on a enregistré un taux de positivité de 63,46%
au niveau de service de néonatologie. En revanche, au niveau de service d’accouchement et de
bloc opératoire sont représentés comme suit 19,23% et 17,31% (Figure 4).

70,0%

63,46%

60,0%
50,0%
40,0%

30,0%
19,23% 17,31%

20,0%

0,0%

Fréquence d'isolement

SERVICE DE SERVICE BLOC OPERATOIRE
NEONATOLOGIE D'ACCOUCHEMENT

Sites des préléevements

Figure 4 : Répartition des résultats selon les sites de prélevements

Actuellement, il devient admissible que la fréquence des infections nosocomiales (IN)
dans les services de réanimation est plus élevée que dans les autres secteurs de soins. Leur
gravité potentielle dans ce type de service est liée a la plus grande fragilité du patient et a la
nature méme des soins prodigues (actes invasifs plus fréquents et répétés). Le patient de
réanimation est fragile (de par ses antécédents) ou vient d’étre fragilisé (de par son motif
d’admission) (Trifi et al., 2017).

Une étude multicentrique a été menée dans 27 hopitaux de la région

méditerranéenne (en Algérie, en Egypte, en Italie, au Maroc et en Tunisie) par Amazian
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et al., (2010), qui ont constaté que les services de réanimation étaient ceux qui présentaient le
taux de prévalence le plus éleve (24,8 %), suivie des services de pédiatrie (11,3 %). Les services
chirurgicaux, la gynéco- obstétrique et les services médicaux avaient des taux de prévalence de
8,0 %, 7,7 % et 7,6 % respectivement.

11.3. Répartition des bactéries isolées selon les services
Un total de 72 a été obtenu a partir de 104 échantillons positifs. Parmi elles, 39
souches (54,17%) ont été isolées a partir du service de Néonatologie, 27 souches (37,50%) a

partir du service d’accouchement et six souches (8,33%) a partir du bloc opératoire.

,33

M service de néonatologie M service d'accouchement i bloc opératoire

Figure 5 : Répartition des bactéries isolées selon les services

Les résultats obtenus dans cette étude rejoignent ceux de Cavallo et al., (2002).
En effet, ces mémes auteurs signalent que la contamination de I’environnement hospitalier varie
qualitativement et quantitativement dans le temps, d’un établissement a un autre et, au sein d’un
méme établissement en fonction des services, des patients, des soins et des techniques

pratiquées.

Ces résultats (figure 5) pourraient également étre expliqués par les différences des
fréquences de prélévements entre les différents services. Par exemple, le nombre des
prelevements réalisés dans le service de néonatologie (190) était plus élevé que ceux réalisés
au niveau du service d’accouchement (50) et ceux du bloc opératoire (40). En plus, I’abondance
et la diversité des souches dans ces services pourraient tre expliquées par le fait qu’il s’agit

des lieux ouverts et trés fréquentés ou une grande diversité de personnes passe a travers et, par
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conséquent, que la diversité microbienne devrait étre plus liée a celle associée a la communaute

humaine locale (Poza et al., 2012).
11.4. Résultats de I’identification bactérienne

Les résultats de la culture, coloration de Gram, et galerie classique pour les deux
bactéries, Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa, sont representés dans le

(Tableau V11 et Tableau VIII) et la galerie api 20e pour A. baumannii dans le (Tableau IX).
Tableau VII : Résultats d’identification d’A. baumannii et P. aeruginosa

Bactéries  Acinetobacter baumannii Pseudomonas aeruginosa

Culture

Couleur : (grisatre sur Gélose nutritive et Couleur : verdatre sur Gélose nutritive

verdatre sur hektoen) (Pyocyanine).
Odeur :ammoniaque Odeur : florale
Colonie petites : circulaire, convexe, a bord Colonies larges : a bord irrégulier,
régulier, lisse. rugueuses, bombée présentant des reflets
métalliques.
Coloration
de
Gram
Test
d’oxydase
Et Test
de catalase

Catalase + oxydase - Oxydase + Catalase +
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TSI
Saccharose/lactose (-), glucose (+), H2S (-), Saccharose/lactose (-), glucose (+), H2S (-),
production du Gaz (-) production du Gaz (-)

Citrate de

Simmons

Citrate de Simmons (+) Citrate de Simmons (+)
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VP/RM
VP (-) RM (-)
Uréase
Uréase (-) Uréase (-)
indole o SRS
Indole (-)
TDA

TDA ()
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" Mannitol

Mobilité

Mannitol (-), Mobilité (-) Mannitol (+), Mobilité (+)

ADH,

LDC,

OoDC

ADH (-), LDC (-), ODC ()
ONPG
ONPG (-) ONPG (-)
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Nitrate

réductase

Nitrate réductase (-) Nitrate réductase (+)

Tableau V111 : Résultats de la galerie classique chez A.baumannii et P.aeruginosa

Abaumannii | - | - | + |+ |- |- |- |+]| - |- | | -|=- |- 1]=-/|=-1|-1]-"/1-

Paeruginosa | - | + | + |+ |- |- |- |+ | - | - |- -|+|[+]|+|-]- |- |+

Tableau IX: Lecture de la galerie Api 20e d’A. baumannii

Acinetobacter
baumannii

- -

(+) : test positif

(-) : test négatif
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11.5. Fréquence de bactéries isolées dans les différents services

L’environnement hospitalier constitue une niche écologique importante de
microorganismes pouvant étre un réservoir a partir du quelles différentes infections peuvent se
développer (Zenati et al., 2016). Dans la présente étude, nous avons constaté que les différents
services (néonatologie, accouchement et bloc opératoire) ont une fréquence faible des souches
d’Acinetobacter baumanii et Pseudomonas aeruginosa et sont donc moins présentes sur les
surfaces qui entrent en contact fréquemment avec les patients (lits, évier, robinet, fenétres) par
rapport aux autres isolats bactériens. On peut voir d’aprés nos résultats qu’un taux assez bas
soit 5,56 % (4 souches au total) parmi les 72 souches isolées représentent le pathogéne

environnementale opportuniste Acinetobacter baumanii.

Un taux de 11,11% (8 souches au total) parmi les 72 souches isolées représente le

pathogene environnementale opportuniste Pseudomonas aeruginosa (Figure 6).

Le reste qui représente un taux 83,33% et donc 60 souches au total des 72 souches

isolées représentent le reste de bactéries isolées.

100,00%

80,00%

-
c
OEJ 60,00%
Q
e}
2 40,00%
xe}
ot
=}
3
5 0,00%
Acinetobacter baumanii Pseudomonas autres bactéries
aeruginosa

Bactéries isolés

B Acinetobacter baumanii B Pseudomonas aeruginosa  Eautres bactéries

Figure 6 : Répartition des résultats selon les bactéries isolées

La flore retrouvée sur les surfaces dépend de plusieurs facteurs comme I’activité
humaine qui entraine un apport de microorganismes par le patient lui-méme, par les soignants

et par les visiteurs en particulier en I'absence d’un bio-nettoyage efficace (Méité et al., 2010).

Des travaux nationaux et internationaux ont rapporté la contamination par des

souches d’A. baumannii, P. aeruginosa multi-résistantes de 1’environnement hospitalier proche
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des patients tels que, les draps, bordure du lit, les couvertures et des équipements médicaux.
Ces souches ont une capacité de survie qui peut durer des mois sur des surfaces inanimées et
sont fréquemment isolées des patients atteints d’infections nosocomiales (Zenati et al.,
2016 ;Touati et al., 2010).

Ces isolats bactériens concernés par cette étude étaient répartis comme
suit (Tableau X) :

* Une souche d’Acinetobacter baumannii et donc un taux de 1,39 % a été retrouvée au
niveau du service de néonatologie au niveau d’un lit.

*  Deux souches d’Acinetobacter baumannii et donc un taux de 2,78 % a été retrouvee au
niveau du service d’accouchement au niveau des lits

* Une souche d’Acinetobacter baumannii et donc un taux de 1,39 % a été retrouvée au
niveau du bloc opératoire.au niveau d’une table opératoire.

*  Cing souches de Pseudomonas aeruginosa et donc un taux de 6,94 % a été retrouvée au
niveau du service de néonatologie au niveau de : lit, évier/robinet et fenétre.

*  Deux souches de Pseudomonas aeruginosa et donc un taux de 2,78 % a été retrouvée
au niveau du service d’accouchement au niveau d’un lit et d’un évier.

*  Une souche de Pseudomonas aeruginosa et donc un taux de 1,39 % a été retrouvée au

niveau du bloc opératoire au niveau d’un évier.
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Tableau X : Répartition des bactéries isolées selon les services

Nombre  Sites de prélevement  Nombre et Nombre et Autres
des % % de bactéries
bacteéries de P.aeruginosa
isolées A.baumannii
Service de 39 Lits
neonatologie Rideaux
Chariot
Potence
Evier/robinet
Sols
Mur
Fenétres
Porte
Couveuses
Chaise
Biberon
Distributeur de savon
Table d’éxamination
Barboteur

J
)

~ 1,39% > 6,94% 37=51,39%

[cNolNoNeololNolololNolNelNololNo ol
OO OO0 O0OOPFrOONMNODOON

\
\

)
)

Service 27 Lit
d’accouchement Porte
Fenétre
Mur
Scopes
Evier/robinet
Sol
Table d’éxamination
Chariot

— 2,78% — 2.78%  15=20,83%

O OOO0OOCOoCoOoConN
[cNeoNeol JNololNolNoely

\
\

)
}

Bloc opératoire 6 Evier/robinet
Masque respiratoire
Porte
Table opératoire
Potence
Scopes
Respirateur électrique
Scialytique
Interrupteurs

— 1,39% — 1,39% 8=11,11%

OO OO OPFrOoOo
ocNolololNoNoNoelNol )

Total 72 4 8 60
% 100% 5,56% 11,11% 83,33%

Dans notre étude, seulement 4 souches d’A. baumannii ont été isolées. Ces
résultats concordent avec les données d’une étude marocaine décrivant I’importance de cette

espéce surtout en unité de soins intensifs (Elouennass et al., 2003) ou avec ceux de Debabza
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(2015), ou trois souches d’A. baumannii ont été isolées, exclusivement du service de
réanimation et une souche a été isolée a partir de I’air et deux souches a partir des oreillers au

niveau de 1’hdpital de Tébessa.

En effet, il a été démontré qu’une humidité relative plus élevée favorise la survie

d’A. baumannii (Weber et al., 2010).

La contamination environnementale étendue par Acinetobacter a été démontrée
dans de nombreuses épidémies. Les sites colonisés incluent les barriéres de lit, les tables de
nuit, les surfaces des ventilateurs, les éviers, 1’équipement d'aspiration, les matelas,
I’équipement de réanimation les rideaux, les élingues de levage du patient, les vadrouilles, les
seaux, les poignées de porte, les stéthoscopes, les incubateurs, et les claviers d'ordinateur. La
colonisation des équipements et des dispositifs des voies respiratoires a été courante. La
fréquence de la contamination de l'environnement dans des situations épidémiques a été
rapportée de 3% a 50%. La colonisation des mains du personnel soignant avec Acinetobacter a
également été demontrée, ou elle peut survivre sur le bout des doigts pour les 60 minutes
(Weber et al., 2010). Dans notre travail, la fréquence d’isolement d’A. baumannii est trop
faible, Ainsi, le taux de contamination environnementale par cette bactérie est presque

négligeable (Figure 6).

Ce taux est nettement inférieur a celui rapporté par Thom et al., (2011) qui était
9,8%. Cette différence pourrait étre le fait que, dans cette derniere étude, les prélévements ont
été réalisés, a partir des surfaces environnantes de patients colonisés ou infectés par des A.

baumannii multi résistants, au cours d’une épidémie.

Par ailleurs, une grande variation de la fréquence de contamination de
I'environnement a été rapportée, entre différentes études, elle peut étre expliquée par plusieurs
facteurs, y compris la cultivable du microorganisme, le degré d'excrétion par le patient, la
méthode d'échantillonnage et la facilité de contamination ou la difficulté de nettoyage de
I'environnement. Les différences méthodologiques dans la collecte et la culture des échantillons
rendent les comparaisons entre les études, difficile, et dans certains cas le niveau réel de la

contamination environnementale peut étre sous-estimé (Otter et al., 2011).

Nos résultats montrent aussi une prévalence de 11,11 % du microorganisme isolé
P. aeruginosa (8/72) (Figure 6), Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Debabza,

(2015) avec un taux de (11,44%). Cette fréquence pourrait étre en partie expliquée par le fait
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qu’elle peut résister aux désinfectants couramment utilisés en milieu hospitalier (Orji et al.,

2005).

Elles sont aussi comparables avec ceux de Nwankwo (2012) ou le prélévement a
été fait a partir de lavabos. Cette fréquence d’isolement pourrait étre expliquée par le fait des
conditions humides favorables a cette bactérie (Oliveira et Damasceno, 2010).

Dées I’occupation du lit, le linge est trés rapidement contaminé : apres 8 heures,
voire méme apreés deux heures d’occupation du lit, une prolifération bactérienne peut étre
observée, sous 1’effet de la chaleur et de I’humidité. La contamination du linge varie suivant
plusieurs facteurs comme le type de piéces de linge (drap supérieur, drap inférieur, alése ou
oreiller) (Gaillon et al., 1996), et 1’état clinique des patients (colonisés ou infectés). Parmi Les
bactéries rencontrées, on trouve fréquemment A. baumannii et P. aeruginosa (Boyce et al.,
1997).

Nos résultats sont également comparables & ceux de Gaillon et al., (1996) qui ont

rapporté que les oreillers sont parmi les pieces de literie les plus contaminées.
11.6. Antibioreésistance

Cette partie du travail concerne I’étude de la sensibilité et de la résistance de

Pseudomonas aeruginosa et d ’Acinetobacter baumannii vis-a-vis des antibiotiques.
%+ Chez Pseudomonas aeruginosa

D’apreés les résultats de la figure 7 et 8, les souche de Pseudomonas aeruginosa sont tres
sensibles aux Ciprofloxacine (CIP), Céftazidime (CAZ), Imipéneme (IMP), Gentamicine (GN)
et la Colistine (CL) avec un taux de 100% ainsi qu’a 1’Aztreonam (AZ) a 84,5% et a la

Ticarcilline + acide calvulanique (TCC) a 62,5%.

Par contre ces souches ont une faible résistance a la Ticarcilline + acide calvulanique
(TCC) a12,5%.
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Figure 7 : Zones d’inhibition des antibiotiques testés chez Pseudomonas aeruginosa. (photo

originale)
1000y  1000% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
,07%
90,0% 87,5%
80,0% Hl Sensibles
é i 62,5%
(&] 0
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2 500%
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[0, 0% ,0%0,0% SISD,0%0,0% ,0% ,0%0,0% JIN0,0%0,0% N 0,0%0,0%
i 0,0%
cIP CAZ AZ TCC IMP GN cL

Antibiotiques testés

Figure 8 : Antibiorésistances de Pseudomonas aeruginosa

«+ Chez Acinetobacter baumannii

D’apres les résultats de la figure 9 et 11, quatre souches d’Acinetobacter baumannii sont

tres sensibles a la Colistine avec un taux de 100%.
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Deux souches sont sensibles aux Ciprofloxacine (CIP), Céftazidime (CAZ), Imipéneme
(IMP), Gentamicine (GN) avec un taux de 50%, et faiblement sensible & la Ticarcilline + acide

calvulanique (TCC) avec un taux de 25%.

Figure 9 : Zones d’inhibition des antibiotiques testés chez deux souches sensible

d’Acinetobacter baumannii (photo originale)

Les deux autres souches sont résistantes aux Ciprofloxacine (CIP), Céftazidime (CAZ),

Imipénéme (IMP) et Ticarcilline + acide calvulanique (TCC) avec un taux de 50%. (Figure 10
et 11).

Figure 10 : Zones d’inhibition des antibiotiques testés chez deux souches résistant

d’Acinetobacter baumannii (photo originale)
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Figure 11 : Antibiorésistances d'Acinetobacter baumannii

Les bactéries a Gram négatif non fermentants sont considérees comme des pathogenes
opportunistes, émergeants, multi-résistantes. Le plus souvent, elles sont responsables
d’infections nosocomiales difficiles a controler et a traiter, en particulier dans les unités des

soins intensifs (Peleg et al., 2008).

Les résultats du test de sensibilité aux antibiotiques (Figure 8) ont montré que les
souches de P. aeruginosa présentent une faible résistance a un antibiotique : TCC (12,5%).
Dans une étude algérienne menée par Touati (2013), portant sur des BGNnF, la TCC était
inactive sur 20% des souches de P. aeruginosa.

Par ailleurs, nos souches montrent des taux de sensibilite élevées a d’autres
antibiotiques, 100% pour (CAZ, CIP, GN, IMP, CL) et AZ de 87,5%. Ces résultats se
rapprochent a ceux de Mérens (2011), des taux de sensibilité de P. aeruginosa de : 89,2 % pour
la CAZ, 81,7 % pour IMP et se rapprochent de ceux de Debabza, (2015) avec des taux de
74,29% pour GN, 97,14% pour CIP et 100% pour AZ alors que pour la CAZ, la sensibilité est
moindre avec un taux de 20%.

Nos résultats sont en dis-concordance avec ceux de Nwankwo (2012) dont les taux de
sensibilité sont 35,7% pour GN, 21,4% pour CIP et 57,1% pour CAZ.
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Les résultats du test de sensibilité aux antibiotiques (Figure 11) ont montré que les
souches d’A. baumannii sont moyennement résistantes aux CIP, IMP, CAZ et TCC avec un
taux de 50% Cependant, Liazid (2012) a trouvé des résultats completement différents, ou les
taux de résistance a 1’égard de : IPM et CIP, ont été respectivement : 80% et 97,14%.

Par contre, la CAZ qui était inactive sur la totalité des souches dans 1’étude de Liazid,
(2012) et de Debabza, (2015). La TCC présente un taux de resistance accrue a 100% dans
I’étude de Touati, (2013) et de Debabza, (2015).

La GN a conservé une bonne activité sur la moitié des souches d'A. baumannii, ce qui
est différent des études menées par Liazid, (2012) et par Debabza, (2015) dont le taux de

résistance au GN est respectivement de 74,28% et de 66,67%.

Il faut noter que parmi les quatre souches étudiées d’A. baumannii et les huit souches
de P. aeruginosa, la colistine présente un taux de sensibilité élevée de 100%. Ce résultat est
comparable avec celui rapporté par Savov et al., (2012) dont des souches environnementales
sont sensibles a la colistine.

Selon Gounden et al., (2009), La colistine est un antibiotique acceptable pour le
traitement des infections a A. baumanii lorsque l'organisme résiste aux autres antimicrobiens

disponibles.

I1.7. Test de synergie (Recherche de Béta-lactamase a spectre élargi)

Le phénotype BLSE a été observé chez 2 souches d’Acinetobacter baumannii et chez
les 8 souches de Pseudomonas aeruginosa. Ce phénotype est confirmé par l'apparition d'une
image de synergie entre les céphalosporines de 3éme génération (CAZ, AZ) et (TCC), (Figure
12 et 13).

Nos résultats se rapprochent de I’étude de Hakemi Vala et al., (2014), qui montrent que
15 des isolats de P. aeruginosa et 6 d’A. baumannii étaient positifs pour la production de BLSE.

Par contre, ces résultats ne concordent pas avec ceux de Owlia et al., (2012) dont des

isolats d’A. baumannii résistants a la Céftazidime étaient des producteurs de BLSE.
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Figure 12 : Résultats de test de synergie (Pseudomonas aeruginosa).
(Photo originale)

Figure 13 : Résultats de test de synergie (Acinetobacter baumannii).

(Photo originale)

11.8. Test de Hodge
Deux souches d'Acinetobacter baumannii ont montré une résistance a I'lmipeneme, pour
cela, le test de Hodge a éte realisé afin de détecter d'‘éventuelle production de carbapénémase.
Le test de Hodge phénotypique a permis de mettre en évidence l'enzyme a activité

carbapénémase, et ce avec la formation d'échancrure au niveau du diametre a l'intersection entre
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la strie et la culture d'E.coli ATCC 25922 (sensible a tous les antibiotiques). Les deux souches
sont révélées négatives en présentant une résistance a I'lmipéneme.

Nos résultats sont différents de ceux rapportés par Diene et al., (2013) dont 3 isolats
clinique des souches d’A. baumannii ont été résistantes a I’IMP et sont productrices de
carbapénémase.

Selon une étude menée par Kusradze et al., (2011), sur 12 souches d’A. baumannii
provenant de différents pays (Belgique, Irak et la Géorgie), 6 se sont révélées résistantes a I’ IMP
et productrice de carbapénémase.

L’utilisation, souvent abusive, des antibiotiques favorise 1’évolution des bactéries vers
la résistance entrainant fréqguemment des échecs thérapeutiques. (Courvalin, 2007)

L'exposition des populations aux antibiotiques est une condition indispensable a
I'émergence de la résistance acquise aux antibiotiques chez les bactéries et a la diffusion des
bactéries naturellement résistantes ou ayant acquis des résistances. (Guillemot et Leclercq,
2005)

Avec le contrédle et I’éviction de la porte d’entrée, I’antibiothérapie représente toujours
la pierre angulaire du traitement curatif des infections bactériennes tant communautaires que
nosocomiales. Or, le probleme émergent de la (multi)résistance bactérienne aux antibiotiques
et la diminution du nombre de nouveaux antibiotiques développés chaque année font craindre
une diminution future de I’efficacité clinique des antibiotiques. En réponse a ce probléme
majeur de santé publique, des stratégies complémentaires ou alternatives a I’administration
d’antibiotiques sont développées pour le traitement préventif et curatif des infections
bactériennes. Ces nouvelles approches comprennent la lutte contre les facteurs de virulence
(toxines, biofilm), la vaccination et la modulation de I’immunité de I’hote, la protection ou la

régulation du microbiote et la phagothérapie. (Caballero et Figueiredo, 2018).
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CONCLUSION

Cette ¢tude a permis de déterminer la fréquence d’Acinetobacter baumannii et
Pseudomonas aeruginosa isolés au niveau du laboratoire d’hygiéne a Blida et prélevés au
niveau de I’hdpital de Boufarik entre février 2019 et mai 2019. L’identification biochimique

ainsi que le profil de résistance aux antibiotiques ont été déterminés.

Les résultats de cette étude ont montré la place qu’occupent ces germes au sein de cette
structure hospitaliére. La fréquence d’isolement est assez faible pour Acinetobacter baumannii
(5,56%) ainsi que pour Pseudomonas aeruginosa (11,11%).

Les sites les plus contaminés ont été les surfaces du proche environnement des patients
et précisement ceux couramment touches comme les lits, les lavabos et les fenétres.

Les 4 souches d’Acinetobacter baumannii ont été isolées des 3 services (néonatologie,
accouchement, bloc opératoire) et retrouvée au niveau des lits et une table opératoire.

Tandis que les 8 souches de Pseudomonas aeruginosa également isolées des 3 services
ont été retrouvée au niveau des lits éviers/robinets et fenétre.

L’¢tude de la sensibilité aux antibiotiques a montré que les souches de BGN isolées
expriment a des degrés variables une sensibilité vis-a-vis des antibiotiques testés. Le taux de
sensibilité chez les huit souches de Pseudomonas aeruginosa était comme suit : un taux de
100% pour : Ciprofloxacine (CIP), Céftazidime (CAZ), Imipéneme (IMP), Gentamicine (GN)
et la Colistine (CL). Un taux de 84.5% pour I’ Aztreonam (AZ), et un taux de 62,5% pour la
Ticarcilline+acide calvulanique (TCC). Par contre une faible résistance a la Ticarcilline+acide
calvulanique (TCC) a 12,5%.

Pour les quatre souches d’Acinetobacter baumannii elles sont trés sensibles a la
Colistine (CL) avec un taux de 100%. Deux souches sont sensibles aux Ciprofloxacine (CIP),
Céftazidime (CAZ), Imipéneme (IMP), Gentamicine (GN) avec un taux de 50%, et faiblement
sensible a la Ticarcilline + acide calvulanique (TCC) avec un taux de 25%.

Tandis que les deux autres souches sont résistantes aux Ciprofloxacine (CIP),
Céftazidime (CAZ), Imipénéme (IMP) et Ticarcilline + acide calvulanique (TCC) avec un taux
de 50%.

Pour le test de synergie, le phénotype BLSE a été observé chez deux souches

d’Acinetobacter baumannii et chez les huit souches de Pseudomonas aeruginosa.
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En ce qui concerne, le test de Hodge réalisé pour les deux souches d’Acinetobacter
baumannii, il s’est révélé négatif pour les deux.

Ces résultats nous incitent a proposer des recommandations au sein des structures
sanitaires :

» Renforcement de 1’application des mesures générales d’hygiéne, et plus précisément
I’hygi¢ne des malades et de I’environnement hospitalier.

» Sensibilisation du personnel hospitalier concernant ce risque sous-estimé et de la
nécessité dune surveillance adéquate de ces germes dans les environnements
hospitaliers Algériens.

» Adopter un programme de surveillance spécifique pour chaque service en tenant en
considération les spécificités des services et leur capacité de contribuer aux infections.

» L’organisme hospitalier doit évaluer réguliérement la qualit¢ du nettoyage et de la
désinfection de I’environnement physique.

L’application de ces mesures de base permettra de contribuer a la limitation de la
contamination de [’environnement hospitalier et ainsi de la survenue des infections
nosocomiales.

En perspectives de cette étude, il serait intéressant de :

» Pouvoir approfondir 1’aspect génétique des résistances étudiées chez ces BGN et
identifier tous les supports génétiques des résistances associées aux [-lactamines pour
la totalité des isolats,

> Optimiser les méthodes et les milieux de prélevements pour les différents types de BGN
afin d’améliorer la sensibilité et la précision des données.

» Identifier les relations entre les souches isolées d’un patient hébergeant ces BGN et

celles isolées de son environnement par des études genétiques.

Des rapports prospectifs contrdlés sont nécessaires pour élucider correctement le role
joué par la contamination des surfaces et de l'air (et de décontamination) dans la transmission

des agents pathogénes nosocomiaux.
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Matériels non biologique

* X X X X X X * ¥ ¥

E S S

1. Verreries

Api 20E

Boite pétrie
Ecouvillons

Lames et lamelles
Pince métallique
Pied a coulisse
Pipette pasteur stérile
Portoir

Tubes a essai stérile
Tubes sec

2. Appareillage

Etuve

Bec benzene
Microscope optique
Autoclave

3. Milieu de culture

Milieu Composition g/l

Milieu BGT — Peptone de caséine......20
— Extrait de viande..........2
— Extrait de levure...........1

— Phosphate
dipotassique.............3,4

— Phosphate
monopotassique......... 0,2
— Glucose........c.ceeenennnn. 4
— PH. 7,1

Photos
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Gélose nutritive — Peptone................... 10
— Extrait de viande..........3
— Extrait de levure.......... 3
— Chlorure de sodium........ 5
— Agar...........ooooeel. 18
— pH.... 7,3
Hektoen — Peptone  pepsique de
viande...........o.ooieennn. 15
— Extrait de viande.......... 3
— Extraitdelevure............. 3
— Chlorure de sodium.......5
— Sels biliaires............... 4
— Salicine...........ooeetl. 2
— Lactose.................... 12
— Saccharose................ 12
— Fuchsine acide............ 0,1
— Bleude
bromothymol......... 0,065
— Agar..........ocoeeennn. 18
— pH. 7,3
Milieu Muller-Hinton | — Hydrolysat de ”X ;
Caséine.......c......... 17,5 i
— Extrait de viande........... 3 B
— Amidon................1,5 |39 |
— Agar..........cooeoenennn. 16
- pH... 1,3

SR

* ¥ X X X X X

4, Milieu d’identification

TSI (Triple Sugar Iron)
Mannitol-Mobilité
Citrate de Simmons
Clark et Lubs

Urée Tryptophane
Bouillon nitraté

La lysine décarboxylase (LDC), l'ornithine décarboxylase (ODC), l'arginine dihydrolase

(ADH) et Temoin.
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* X X X X X ¥

¥ ¥ ¥ ¥ X X X X X *

5. Réactifs

Kovacs

TDA (tryptophane dysaminase)
Vogue-Proskauer 1 (VP 1)
Vogue-Proskauer 2 (VP 2)
Rouge de methyle

Nitrate réductase 1 (NR 1)
Nitrate réductase 2 (NR 2)

6. Les solutions et les disques imprégnés

Violet de Gentien + lugol + fuschine + alcool (pour la coloration de Gram)
L’eau oxygénce

L’eau distilé stérile

L’eau physiologique

L’huile de vaseline

L’huile a immersion

Poudre de zinc

Disque d’oxydase

Disques d’ONPG

Disques d’antibiotiques
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Tableau de lecture de la galerie Api 20E




