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RESUME

Les infections nosocomiales causées par les bactéries multi résistantes (BMR) constituent un
véritable probleme de santé publique particuliérement dans les unités des soins intensifs.

L’objectif de notre travail est d’évaluer le taux des BMR et leur implication en pathologie au
sein de I’unité de réanimation.

Nous avons mené une étude rétrospective sétalant sur une période de 02 ans allant du
01/01/2015 au 31/12/2016. La date du début de I’étude correspond a la date d’inauguration de
I’unité de réanimation du service des UMC du CHU Blida.

Ainsi, nous avons recense 624 prélévements dont 283 (45,35%) sont revenus positifs et sur
lesquel's 443 souches bactériennes étaient isolées. Parmi ces souches, 169 éaient des BMR soit
un taux de 38.15%.

La BMR prédominante est I’ Acinetobacter baumannii multi-résistant avec un taux de 47.33%
(80 /169 souches), suivi des Enterobacteries productrices de B-lactamases a spectre élargi avec
un taux de 33.72% (57/169 souches), de Saphylococcus aureus résistant a la méticilline avec
14.20% (24/169 souches) et enfin de Pseudomonas aeruginosa multi-résistant avec 4.73%
(8/169 souches).

Les BMR proviennent essentiellement des prélevements distaux protégés avec un taux de
41.4% (70/169).

La surveillance et la lutte contre la multi-résistance bactérienne est nécessaire dans les unités de
réanimation.

Mots clés: Réanimation — Infections nosocomiales - Bactéries multi-résistantes -
Acinetobacter baumannii- Prévention.
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Abstract

Infections caused by multidrug-resistant bacterium (BMR) are a real public health problem,
particularly in intensive care units.

The objective of our work is to evaluate the rate of BMR and their involvement in pathology in
the resuscitation unit.We haveconducted a retrospective study over a period of two years from
01/01/2015 to 31/12/2016. The start date of the study corresponds to the date of the resuscitation
unit’s inauguration in the UMC service(Blida CHU).

So, 624 samples were collected, 283 of them (45.3%) returned positive, knowing that 443
bacterial strains were isolated, of these strains 169 were BMR. Themultidrug-resistance rate was
38.15% .The predominant BMR is the multidrug-resistant Acinetobacter baumannii with a rate
of 47% (80/169 strains), followed by the extended spectrum [-lactamase
producingenterobacteriaceae witha rate of 34% (57/169 strains). The richestBMR sample was
the distal protected specimens with arate of 41.4% (70/169).

The surveillance and the fight against the bacterial multidrug-resistant is required in
resuscitation services.

Key words. Resuscitation — Multidrug-resistant bacteria - Acinetobacter baumannii - Protected
distal specimen - Fight.
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« Au lieu de s’ingénier a tuer les microbes dans
les plaies ne serait-il pasplusraisonnable de ne
paslesintroduire ? »

L ouis Pasteur
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INTRODUCTION

Depuis toujours, les bactéries sont a I’origine de nombreuses infections humaines,
certaines mortelles.

La découverte des antibiotiques a longtemps fait croire que la bataille contre les
infections bactériennes était gagnée. Malheureusement, le génie adaptatif des bactéries leur a
permis de dével opper des résistances, favorisees par |e mésusage des antibiotiques.

L’accumulation de la résistance a fait naitre des bactéries multi résistantes (BMR)
définies par I’efficacité d’un nombre restreint d’antibiotiques vis-avis de ces dernieres.
L’apparition des BMR a entrainé des échecs thérapeutiques, d’autant plus que I’industrie
pharmaceutique peine a commercialiser de nouvelles classes d’antibiotiques.

Les services de réanimation, «épicentre de la résistance aux antibiotiques», sont et
resteront le lieu ou les infections nosocomiales a BMR sont les plus fréquentes. Le risque de
contracter ce type d’infections s’est accru avec I’évolution des pratiques de soins et de
recrutement des patients en réanimation.

Les infections nosocomiales par les BMR représentent un probleme de santé publique
majeur. Elles sont responsables d’une haute morbi-mortalité, d’une durée de séjour et d’un
fardeau financier important.

Le laboratoire de microbiologie joue un réle essentiel dans le diagnostic et 1a prévention
des infections en géné&al et en particulier celles causées par des BMR. En effet, les
microbiologistes sont les seuls a pouvoir détecte la multi-résistance grace a des techniques
appropriées.

Le laboratoire de microbiologie est le premier a signaler, donc a donner I’alarme en cas
de BMR. Il intervient en outre dans la surveillance épidémiologique des bactéries.

Le présent travail effectué auniveau du laboratoire central, unité de microbiologie du
Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) de Blida, illustre ces thématiques, en exposant les
principales catégories de BMR isolées dans I’unité de réanimation des Urgences Medico-
Chirurgicales (UMC).
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GENERALITES

|.1.Rappd sur la structure bactérienne:
Les bactéries sont des procaryotes qui possedent les éléments essentiels a la vie

cellulaire, et qui sont :

- le nucléoide,

- le cytoplasme,

- les ribosomes,

- I’enveloppe cellulaire (composée d’une membrane cytoplasmique et d’une paroi bactérienne).
Certaines bactéries peuvent avoir auss :

- un/des flagelles,
- pili communs et/ou sexuels,
- une capsule,
- plasmides [91].
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Figure 1 : Représentation schématique d’une bactérie [156].

La connaissance de la composition de la bactérie et le fonctionnement de chague
composant, permettent d’apprécier les mécanismes d’action des antibiotiques.



1.1.1. L’enveloppe cellulaire
La structure de I’enveloppe cellulaire englobe plusieurs couches différentes : une membrane
cytoplasmique, une paroi bactérienne, et une capsule lorsqu’elle est présente [157].(Annexel)

1.1.1.1. La paroi bactérienne:

Définition :
La paroi est un élément essentiel de la structure bactérienne, elle est constituée d’une ou
de plusieurs couches de peptidoglycane ou de polymeres acides (acides teichoiques et acides
lipoteichoiques) sont insérés [91].

Le role de la paroi est d’assurer la forme générale et de participer a la protection de la
cellule bactérienne [91].

La coloration de Gram met en évidence les propriétés de la paroi bactérienne, ce qui
permet de classer les bactéries sdlon leur morphologie (cocci, bacille) et leur propriété
tinctoriale (Gram positif, Gram négatif) [158].

Structure du peptidoglycane:
Sa structure est commune chez toutes les bactéries. C’est un hétéropolymere composé de
chaines glucidiques (ou s’alternent la N-acétylglucosamine et |'acide N-acétylmuramique)
reliées par des chainons peptidiques [91]. (Annexell)

Biosynthése du peptidoglycane:

La synthese du peptidoglycane est complexe et nécessite I'activité de trente enzymes
différentes. Elle comporte trois étapes principales :
- Une éape intra cytoplasmique: aboutissant a la synthese d'Uridine diphosphate (UDP)-
acétylmuramyl-pentapeptide terminé par un dipeptide; le D-alanyl-D-aanine. Cette étape
nécessite I’intervention de la pyruvyl transférase.
-Une deuxieme éape membranaire: aboutit a la formation dun polymere
d’acétylglucosamine et d’UDP-acétylmuramyl-dipeptide. Ce polymére sort du cytoplasme a
travers la membrane cytoplasmique.
- Une troisieme étape extracytoplasmique : comporte une polymeérisation par transpeptidation
(liaison peptidique entre acides amineés) et par transglycosylation (liaison glucidique). Ces
réactions enzymatiques sont médiées par des carboxypeptidases, des transpeptidases et des
transglycosylases. Pour des raisons historiques, elles sont dénommees « Protéines Liant les
Pénicillines (PLP) » [91].

1.1.1.2. La membrane cytoplasmique:

La membrane cytoplasmique des bactéries se distingue de celle des cellules eucaryotes
par |'absence de stérols (sauf pour les mycoplasmes).

Cette membrane est la limitante externe du cytoplasme. Elle est constituée d’une double
couche d’unités de phospholipides (35 %) et de protéines qui lui sont associées (65 %).
Certaines de ces protéines jouent un réle dans la synthése du peptidoglycane, qui sont les PLP
[159-160].



[.1.2. Ribosomes:

Les ribosomes sont des complexes ribonucléoprotéiques (composés de protéines et
d’acide ribonucléque ARN) présents dans les cellules eucaryotes et procaryotes. Leur fonction
est de synthétiser les protéines en décodant I'information contenue dans I'ARN messager. Leur
structure est composée de deux sous-unites :

la sous-unité 30S : qui traduit I'ARN messager.
la sous-unité 50S : qui se charge de la synthése de la proténe correspondante [161].

1.1.3. Acides nucléiques:

Comme tous les protistes procaryotes, les bactéries possedent un matériel génétique
constitué d'un enchainement linéaire de nucléotides (acide désoxyribonucléique ADN) ou de
ribonucl éotides (ARN).

- L’acide désoxyribonucleique (ADN) : c'est le support de I'information génétique. Il est formé
de deux brins antiparalleles enroulés I’un autour de I’autre pour former une double hélice dansle
cytoplasme gréce al'action des topoisomérases (ADNgyrase).

- L'acide ribonucléique (ARN) : qui possede de tres nombreuses fonctions dans la cellule,
notamment le transport de I’information génétique [160].

Autres : L'acide folique ou folate est impligué dans la synthése des acides nucléiques et de
certains acides aminés, il est fabriqué par les bactéries a partir des éléments présents dans leur
milieu [160-162].



|.2. Antibiotiques:

La découverte des antibiotiques, constitue une avancée thérapeutique qui a grandement
révolutionné I’histoire de la médecine. Les antibiotiques ont permis de sauver d’innombrables
vies menacees par des infections autrefois fatales [163].

|.2.1. Définition des antibiotiques:
(Du grec anti = contre, bios = lavie) [109].

Les antibiotiques sont des molécules dorigine naturelle ou synthétique a action
spécifiquement antibactérienne (bactéricides ou bactériostatiques)[126].

|.2.2. Chronologie de la découverte des antibiotiques :
Chronologie de découverte des antibiotiques :

1928 : découverte de I’action antibiotique du « Penicillum notatum » par Alexander Fleming.

192921941 : les pénicillines.

1936 : les sulfamides.

1946 : le chloramphéncol .

1946 — 1950 : les aminosides.

1949 : lestetracyclines.

1952 : les macrolides.

1956 - 1973 : les glycopeptides.

1960 : les quinolones.

1962 : |es streptogamines. ) )

1962 - 1976 : les céphal osporines de 2°™ et de 3™ génération.

1978 : les fluoroquinolones.

1979 - 2000 : Oxozolodinone et linézolide.

2003 : Daptomycine [136].

|.2.3. Classification desATB :

Les ATB peuvent étre classés selon leur :

Origine: éaboré par un organisme naturel ou produit par synthése (synthétique ou semi
synthétique) [124].

Mode d’action : Les antibiotiques agissent de maniere spécifique sur les bactéries en
bloquant une étape essentielle de leur développement ; certains, inhibent la synthese de leur
paroi, d’autres se fixent sur la membrane cytoplasmique et perturbent sa perméabilité, il
existe ceux qui inhibent la synthese des protéines, et ceux qui inhibent la synthése ou le
fonctionnement des acides nucléiques [134].

Spectre d’activité : selon la liste des especes sur lesquelles les antibiotiques sont actifs
(spectre étroit ou large) [124].



La nature chimique : est basée souvent sur une structure de base, permet de classer les
antibiotiques en familles. Les principales familles utilisées en médecine humaine sont :

- Les B-lactamines - Les aminosides - Les macrolides et apparentés
- Lespolypeptides - Les glycopeptides - Les cyclines
- Lesquinolones - Les phénicolés - Les sulfamides et leurs associations

- Lesnitrofuranes
Il existe d’autres ATB qui ne sont pas classés, tels que : Rifampicine, Acide fusidique,
Fosfomycine.... [126].

Les ATB contrairement, aux antiseptiques, agissent sur les bactéries en inhibant des
fonctions physiologiques précises [164]. Pour exercer leur action, ils doivent se lier a des cibles
moléculaires spécifiques, le plus souvent intracellulaires.

Pour mieux comprendre les mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques
décrits dans ce chapitre, on adoptera la classification par mode d’action et par familles.

- Action sur la biosynthése de la paroi : inhibiteurs de la synthése du peptidoglycane :
B-lactamines, Glycopeptides et Fosfomycine. (Annexe l11)

- Action sur lamembrane cytoplasmique : Polymyxines, Lipopeptides cycliques.

- Action sur la synthése des protéines : Aminosides, Macrolides et apparentés,
Cyclines, Phénicolés et Acide fusidique.

- Action sur la synthése nucléiqgue : Quinolones, Rifampicine, Sulafamide et
Trimethoprime [124].

1.2.3.1.Antibiotiques actifs sur la biosynthése du peptidoglycane :
Les B-lactamines:

Les B-lactamines sont les ATB les plus prescrits en ville et a I’hopital, bactéricides,
efficaces, peu toxiques et leur spectre d’activité est variable en fonction de groupe et sous-
groupe de molécules.

La Pénicilline G est I’ancétre historique de cette famille qui comporte plus de 50
spéciaités. Cing groupes sont décrits : les pénames, les pénemes, les oxapénames, les céphemes
et les monobactames [44-46].



Pénames : Ce groupe d’antibiotiques se subdivise en plusieurs sous-groupes représentés dans le

tableau 1.
Tableau 1 : Liste des penames avec leurs spectres d’action [124].
Sous-groupes Antibiotiques (DCI) Spectre d’activité
Parentérales : Cocci aGram (+) :
-Benzyl Pénicilline (pénicilline G) Streptocoques (groupe A, C, G et
Pénicilline G -Benzyl Pénicilline-procaine B),
et ses dérivés -Bénéthamine-benzylpénicilline Pneumocoques sensibles.
-Benzathine- benzylpénicilline Cocci aGram (-) :
Sensibles aux Orales: Neisseria (surtout Neisseria
pénicillinases - Phénoxy méthyle pénicilline meningitidis).
(pénicilline V) Bacillesa Gram (+) :
Corynebacterium diphteriae,
Bacillus anthracis
Listeria monocytogenes,
Anaérobies......
PénicillinesM - Méticilline (retirée du marchet) Staphylocoque producteur de
(antistaphylococciques) | - Oxacilline pénicillinase.
- Isoxazolyl-pénicillines : Staphylocoque sensibles
Résistantes aux Cloxacilline, Dicloxacilline, alaméticilline (SASM
pénicillinases Flucloxacilline....... Saphylococcus aureus sensible a

laméticilline)

Aminopénicillines
(pénicillines alarge
spectre)

sensibles aux
pénicillinases

- Ampicilline

- Dérivés de I’ampicilline :
Bacampicilline, Méampicilline
Pivampicilline.

- Analogues de I’ampicilline :

Amoxicilline.

- Entérobactéries du groupe | :
Escherichia coli, Salmonelle,
Shigelle, Proteus mirabilis.

- Listeria monocytogenes

- Barthonella spp

- Haemophilus influenzae b
sensible (pénicillinase-)

- Neisseria meningitidis

- Streptocoques (groupes A, C,
G)

Inactifs sur :
- Entérobactéries du groupe Il et
[ :

Klebsidla, Enterobacter,
Serratia, Citrobacter et Proteus
indole+.

-Pseudomonas et Acinetobacter

Carboxy-pénicillines

- Carbénicilline, Ticarcilline

-Pseudomonas aeruginosa et
Acinetobacter

-Bacilles a Gram (-) résistants a
I’ampicilline.

-Entérobactéries productrices de
céphalosporinases : Citrobacter,
Enterobacter, Serratia, Proteus
indolet.




Acyl-amino-pénicillines | - Azlocilline Entérobactéries productrices de
(Uréido-pénicillines) - Mezlocilline céphal osporinases.
- Pipéracilline Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter
Amidino-pénicillines | - Mécillinam Actifs uniquement sur les

-Pivmécillinam

bacilles a Gram (-).
Pas d’action sur les Cocci a

Gram (+)
Pénicillinessulfones: | Ampicilline + Sulbactam Bactéries a Gram -)
inhibiteurs de Pipéracilline + Tazobactam fermentaires

B-lactamases utilisées en
association avec une [3-
lactamine

Bactéries a Gram (-) oxydatives

Céphémes: En général, les céphemes, céphamycines et oxacéphémes, en dépit de leurs
différences de structure sont souvent designés en céphalosporines et classés selon leur activité
antibactérienne en générations. Ce sont tous des produits a large spectre mais dont I'intérét
réside surtout dans leur activité sur les bacilles a Gram négatif [124].

Tableau 2 : Liste des céphemes avec leurs spectres d’action [124].

Sous-groupes Antibiotiques (DCI) Spectre d’action
Céphalosporinesde 1ére - Injectables, instables |- SASM.
génération métaboliquement : -Streptocoques (sauf entérocoques)
(C1G) Céfalotine, Céfapirine. - Haemophilus Influenzae
- Injectables, stables| -Certains bacilles a Gram (-) (E.coli,
Sensibles aux métaboliquement : Proteus mirabilis, salmonelle....... )
céphal osporinases de Cefaloridine, Céfazoline -Inactifs sur Pseudomonas aeruginosa,

nombreux bacilles a Gram (-)

- Céphalosporines orales:

Enterobacter, Serratia, Proteus indole

Céfaexine, Céfradine, | +
Cefadroxil, Céfaclor
Céphalosporines de 2eme -Injectables: Céfoxitine | - SASM
génération (Céfamycine), Ceéfuroxime, | - Streptocoques groupe A
(C2G) Céfamandole - Sreptococcus pneumoniae
- Haemophilus Influenzae b
- Bacillesa Gram-
-Inactifs sur Pseudomonas aeruginosa
Céphalosporines de 3eme -Injectables: - Bacilles a  Gram () :
génération Céfotaxime,  Céftizoxime, | Enterobactéries, Pseudomonas et
(C3G) Céftriaxone, Latamoxef | Acinetobacter (Ceftazidime et
(Oxacephem), Ceftazidime | cefsulodine).
Cefménoxime, Cefpirome, | - Cocci a Gram (+) : Pneumocoque,
Cefsulodine. Streptocoque (sauf Entérocoque)

-Orales: Céfixime

- Cocci a Gram (-)

Autres céphalosporines

Cefepime, Cefpirone

- Pseudomonas
- Cocci aGram (-)
- Entérobactéries




Carbapénéemes, oxapénames et monobactames :

Tableau 3: Liste des carbapénemes, oxapénames, monobactames et leurs spectres d’action
[124].

Groupes Antibiotiques (DCI) Spectred’action

Carbapénémes Imipénéme, Méropéneme | - Cocci a Gram (+) sauf SARM et

Ertapénéme, Faropenem Enterococcus faecium.
- Cocci aGram (-).

Pseudomonas aeruginosa
- Bacillesa Gram (+)

- Anaerobies.
Oxapénames ou clavams(acide | Amoxicilline + Acide | - Bactéries a Gram (-) fermentaires
clavulanique inhibiteurs de (3- clavulanique s .
|actamases tilisés en association | Ticarcilline +  Acide | - BactériesaGram () oxydatives
avec une B-lactamine clavulanique
M onobactames Aztréonam Actif uniquement sur les bacilles a

aeruginosa

baumannii

Mode d’action: Les B-lactamines inhibent la derniere étape de la synthese du
peptidoglycane ; elles inhibent les PLP en se substituant au dipeptide D-alanyl-D-aanine par
anaogie structurale. L'inhibition des PLP aboutit a I'inhibition de la formation des ponts
pentacycliques responsables de la structure réticulée de la paroi. On obtient ainsi des formes
rondes ou filamenteuses qui aboutissent a lalyse bactérienne [103-124].

Lesglycopeptides :
Deux molécules sont comprises dans ce groupe : lavancomycine et lateicoplanine.

Elles ont une action bactéricide et leur spectre d’activité ne concerne que les bactéries a
Gram positif car leur taille importante (les plus grosses molécules d’ATB) ne leur permet pas de
franchir la membrane externe des bactéries a Gram négatif [151].

Elles ont une affinité pour les précurseurs du peptidoglycane. La fixation a ces
précurseurs empéche I’allongement des chaines polysaccharidiques (lors de I’étape de
transglycosylation et transpeptidation) par encombrement stérique [32-102].

Lafosfomycine :
Cette molécule est bactéricide dont le spectre d’activité antibactérien est large (Gram + et
Gram -) [124].

La fosfomycine (ou phosphomycine) inhibe la conversion de |'UDP-N-acétyl
glucosamine en acide UDP-N-acétyl muramique en se liant par une liaison covalente a un résidu
cystéine de la pyruvyltransférase. [165].

-Bacilles & Gram (-) y compris

Gram (-) y compris Pseudomonas

-Inactif sur Acinetobacter




1.2.3.2. Antibiotiques actifs sur la membrane cytoplasmique:

En raison de la similitude entre les membranes bactériennes et celles des cellules
eucaryotes, seul un nombre restreint de molécules antibiotiques, dans cette catégorie, a trouvé
une utilisation en thérapeutique humaine. Deux groupes sont distingués : les polymyxines et les
lipopeptides [166].

Les polymyxines:
Dans cette famille, seules la Polymyxine E (colistine) et la Polymyxine B sont utilisées
en thérapeutique humaine. Ces molécules sont bactéricides a fortes doses. Leur spectre
d’activité est limité aux bactéries a Gram négatif [167-168].

Elles possedent une charge positive et agissent comme des agents tensio-actifs. Elles
agissent sur la membrane cellulaire en se fixant sur les phospholipides d’ou rupture de la
barriere osmotique, ce qui provoque lamort delacellule [124].

Leslipopeptides cycliques::
Dans cette famille, seule la Daptomycine est représentée.
Cette molécule est bactéricide, son spectre d’activité est limité aux bactéries a Gram
positif car elle ne traverse pas la membrane externe des bactéries a Gram négatif [124].

Son mode d’action repose sur une liaison a la membrane cytoplasmique via une liaison
calcium-dépendante. Une fois dans |la membrane plasmique du germe, la Daptomycine induit
une formation de pores entrainant une fuite de potassium et une atération du potentiel
membranaire. L’effet bactéricide est rapide [169].

|.2.3.3. Antibiotiques inhibiteurs de la synthése des protéines::

Plusieurs familles d’antibiotiques inhibent la synthése des protéines en agissant soit sur
la sous-unité 30S soit sur la sous-unité 50S des ribosomes [134].

- Lesantibiotiques agissant sur la sous unité 30S des ribosomes sont :
Les aminosides : ce sont des antimicrobiens bactéricides a large spectre d'action. Elles se
fixent au niveau du site du décodage des codons empéchant ainsi latraduction [124].
Les cyclines : ce sont des ATB bactériostatiques a large spectre d'action. Elles blogquent
I'éongation de la chaine polypeptidique [124].

- Lesantibiotiques agissant sur la sous unités 50S des ribosomes sont :
L es phénicolés : ce sont des antimicrobiens bactériostatiques a large spectre d'action. Elles
bloquent laformation de laliaison peptidique en inhibant la polymérase [124].
Les macrolides, lincosamides et streptogramines MLS : ce sont des ATB
bactériostatiques et qu'ils ont un spectre d'action étroit. 1ls bloquent I'éongation de la chaine
polypeptidique [124].

- Autres:
Acide fusidique : est une substance bactéricide utilisée comme anti staphylococcique. 1
bloque I'action de facteur de la traduction qui permet la translocation du ribosome sur I’ARN

messager [124].



1.2.3.4. Antibiotiques actifs sur la synthese et le fonctionnement des acides nucléques:

- Inhibiteursdela synthésedel'ARN :

Rifampicine : c'est une substance bactériostatique a large spectre daction. Ces
antimicrobiens se lient a I'ARN polymérase ADN dépendante et inhibe l'initiation de la
synthese de I'ARN [124].

- Inhibiteursdela synthesedel'ADN :

Lesquinolones et les fluoroquinolones : les quinolones sont des bactériostatiques et ils ont
un spectre d'action étroit contrairement aux fluoroguinolones qui sont bactéricides avec un
spectre d'action plus large. Ces antimicrobiens se lient a I'ADNgyrase et empéchent le
surenroulement de I’ADN inhibant ainsi sa synthese [124].

- Inhibiteursdela synthése del'acidefolique:
Sulfamide : ces antimicrobiens sont des analogues de l'acide para-aminobenzoique et
inhibent de maniére compétitive la formation de I'acide dihydroptéroique.
Triméthoprime : ces antimicrobiens se lient a la dihydrofolate réductase et inhibent la
formation de I'acide tétrahydrofolique [124].

Les spectres d’activité des différents antibiotiques appartenant aux différentes familles
citées au-dessus sont détaillés au niveau de I’annexe | V.

|.2.4. Résistance aux antibiotiques:

Il a été constaté que I’utilisation thérapeutique de chaque nouvel ATB s’accompagne de
I’apparition d’une résistance bactérienne.

Des géenes conférant des phénotypes nouveaux de résistance sont réguliérement mis en
évidence. Cette évolution est la conséquence de [I’utilisation intensive des antibiotiques,
phénomene décrit sous le terme de « pression de sélection » [170].

|.2.4.1. Définition delarésistance:

Une souche est dite résistante lorsqu’elle est capable de se développer en présence d’une
concentration d’ATB plus élevee que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres
souches de la méme espece. Cette résistance se caractérise par son caractére naturel ou acquis,
son support génétique et son mécanisme [56].



1.2.4.2. Lestypesdelarésistance:

Larésistance bactérienne peut étre naturelle (intrinseque) ou acquise (extrinseque) :

Résistance naturelle:
La résistance naturelle est commune a tout un genre bactérien. Elle se transmet toujours
a la descendance de maniére verticale et détermine les souches dites « sauvages ». 1l s’agit alors
d’un marqueur d’identification de la bactérie. Par exemple, les anaérobies sont naturellement
résistants aux aminosides, les bactéries a Gram négatif aux glycopeptides, et les bactéries a
Gram positif aux polymyxines [119-121].

Résistance acquise :
Larésistance acquise est |'acquisition d'un mécanisme de résistance a un ou plusieurs
ATB, auxquels une souche d'une espece bactérienne était auparavant sensible. Celalui permet
de tolérer une dose d’antibiotique plus élevée que d’autres souches de la méme espece.

Par exemple, I’acquisition d’une PLP exogéne chez Saphylococcus aureus responsable
de I’apparition de la résistance aux pénicillines M [29-171].

1.2.4.3. Supports genétiques delarésistance :

- La résistance naturelle est d’origine chromosomique, elle préexiste chez la bactérie, elle est
spécifique, stable dont latransmission est verticale [121].

- Le support génétique de la résistance acquise aux antibiotiques est d’origine :

Chromosomique : elle résulte d’une mutation, c’est un phénomene rare, transmissible sur un
mode vertical et permanant [121].

Extrachromosomique : lié a I’acquisition d’information génétique exogéne a partir des
ééments génétigues mobiles: plasmides, transposons ou integrons; par transduction,
transformation ou par conjugaison bactérienne [109].

Elle est fréquente (80% des cas), contagieuse dont la transmission est horizontale et non
spécifigue, pouvant concerner plusieurs antibiotiques, voire plusieurs familles
d’antibiotiques entrainant une polyrésistance. Ces mécanismes peuvent étre a l'origine
d'épidémies bactériennes [68].

1.2.4.4. Les mécanismes biochimiques delarésistance:
Les bactéries peuvent échapper a I’action des ATB en jouant sur un des facteurs qui sont
déterminants dans I’activité antibiotique.

Tableau 4 : Les mécanismes d’échappement des bactéries a I’action des ATB [44].

Lesconditionsde M écanismes de larésistance bactérienne
I’activité d’un ATB

-Posséder une cible | -la cible peut muter, perdre son affinit¢é pour I’ATB ou bien elle peut

bactérienne spécifique | disparaitre. Exemple : PLP2a chez le Saureus résistant alaméticilline.

-Rester actif -les bactéries peuvent dégrader I’ATB par production d’enzymes. Exemple

. production des [-lactamases a spectre élargi par les Enterobactéries.

-Accéder alacible -les bactéries peuvent devenir imperméables. Exemple : systeme d’efflux

chez Pseudomonas aeruginosa




Les bactéries ont développé de trés nombreux mécanismes biochimiques de résistance
dont la nature et I’efficacité varient selon les especes et les ATB considérés [172]. Les
principales stratégies connues sont : (Annexe V)

Inactivation enzymatique de I’ATB :

Un des mécanismes de résistance les plus répandus et des plus efficaces. 1l repose sur la
production d’enzymes dont I’origine peut étre intrinséque ou extrinseque a fin de modifier la
structure de I’ATB (par clivage ou addition d’un groupement chimique) de facon a lui faire
perdre sa capacité a se lier a sa cible cellulaire et, par voie de conséquence, a I’inhiber.

Ainsi, I’hydrolyse du cycle B-lactame par les -lactamases empéche les [3-lactamines de
se fixer de fagon covalente sur le site actif des PLP. Dans les années 1990, sont apparues des
enzymes dérivant de pénicillinases, a spectre étendu, capables d’inactiver les C3G et nommées
pour cette raison « 3-lactamases a spectre élargi (BLSE) » [68].

Modification delacible:
-- Enzymatique : revient & produire des enzymes qui, en modifiant les cibles cellulaires, leur
font perdre leur affinité pour les ATB.

-- Mutationnelle : en introduisant des substitutions d’acides aminés ou de bases nucléiques dans
les cibles moléculaires, leur font perdre leur affinité pour les ATB. Exemple : intégration d’un
gene mecA dans le chromosome chez Staphylococcus aureus induit la synthése d’une nouvelle
PLP « laPLP2a» [68].

Pompe a efflux :

L efflux des antibiotiques : phénomene qui consiste a éliminer |"antibiotique de la
cellule & I’aide d"une pompe & extrusion, mécanisme utilisant une force motrice pour expulser
une molécule des qu’elle apparait dans la cellule. Ce qui prévient et limite I’acces de I’ATB a sa
cible[109].

Baisse dela perméabilité:
Les ATB hydrophiles pénetrent dans la bactérie via des protéines transmembranaires
nommees « porines » [109].

La baisse de la perméabilité membranaire repose sur une réduction du nombre de
porines. 1l peut s’agir d’une diminution quantitative d’un ou de plusieurs types de porines ou
d’une modification de la structure (la taille....) d’une des porines essentielles.

Exemple: perte de la porine OpéronD (oprD) chez P.aeruginosa responsable de la
résistance a I’imipenéme [124].
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BACTERIESMULTI-RESISTANTES

La résistance des bactéries aux antibiotiques est devenue aujourd’hui une menace
planétaire. En effet, depuis la découverte de la pénicilline les bactéries se sont réguliéerement
adaptées aux différentes molécules d’antibiotiques introduites dans les schemas thérapeutiques
des infections bactériennes, atelle point que certaines sont devenues multi-résistantes [173].

L évolution de cette résistance caractérise la fin du XXeme siecle, avec la description
des bactéries multi-résistantes (BMR) [172].

Tableau 5 :L’apparition des résistances chez quelques especes bactériennes [42].

Date d’apparition de la ATB concerné Labactérierésistante
résistance
1940 Penicilline G SARP
1961 Méticilline SARM
1981 Céfotaxime Entérobactéries
1986 Imipéneme Pseudomonas aeruginosa

SARP : Saphylococcus aureus résistant alapénicilline

[1.1. Définition des bactéries multi-résistantes:

« Les bactéries sont dites multi-résistantes aux antibiotiques (BMR) lorsque, du fait de
I’accumulation de résistances naturelles et/ou acquises a plusieurs familles d’antibiotiques, elles
ne sont plus sensibles qu’a un petit nombre d’antibiotiques utilisables en thérapeutique ». Ce
petit nombre variant de 0 & 3. Les BMR ne sont cependant pas plus virulentes que les bactéries
sensibles de la méme espéce mais la multi-résistance peut rendre difficile le traitement [101-
147].

[1.2. LesdifférentesBMR :

Les bactéries multi-résistantes concernent aussi bien les bactéries a Gram positif que les
bactéries a Gram négatif.
Parmi les souches a Gram positif, nous distinguons :
- Saphylococcus aureus résistant alaméticilline (SARM).
- Saphylococcus aureus de sensibilité diminuée aux glycopeptides/ vancomycine
(GISA/VISA).
- Enterocoques résistants aux glycopeptides (ERG) et notamment les entérocoques
résistants alavancomycine (ERV).
Et parmi les souches a Gram négatif, nous distinguons :
- Les Enterobactéries sécrétrices de -lactamase a spectre élargi (EBLSE).
- Les Enterobactéries productrices de carbapénémases (EPC).
- Pseudomonas aeruginosa multirésistant (PAMR).



Certaines catégories de bactéries multi-résistantes peuvent étre rattachées a ce groupe :
- Enterobactéries résistantes aux f-lactamines par hyperproduction de céphal osporinases
(EBCASE).
- Acinetobacter baumannii multirésistant (ABMR) [5-68].

Actuellement, les ERG, les ERV et les EPC sont considérées comme des bactéries
hautement résistantes aux ATB (BHRe).

En Algérie, on n’a pas isolé a I’heure actuelle de souches GISA et de souches VISA.

Notre travall concerne uniquementles BMR suivantes: SARM- EBLSE- PAMR
[essentiellement a la céftazidime (CAZ-R), ala ciprofloxacine (CIP-R) et a I’imipénéme (IMP-
R)] et ABMR [essentiellement a la céftazidime (CAZ-R), a la ciprofloxacine (CIP-R) et a
I’imipéneme (IMP-R)], en raison de leur fréquence élevée, de la gravité des infections
nosocomiales dont elles sont responsables et de leur capacité a diffuser dans les services de
réanimation.

11.2.1. Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) :

Saphylococcus aureus (Saureus) est une espece bactérienne importante en pathologie
médicale. C’est I’'un des principaux agents étiologiques des infections suppuratives
superficielles et profondes, ainsi que des syndromes liés a I’action des toxines. Sa souche
résistante a la méticilline (SARM) est I'une des principales BMR responsables d’infections
nosocomiales [155].

11.2.1.1. Staphylococcus aur eus (Rappd) :

Définition :
Saureus (staphylocoque doré) appartient a la famille des staphylococcaceae qui sont des
cocci a Gram positif et qui sorganisent en amas ou en grappe de raisin.

Saureus est une bactérie non exigeante agro-anaerobie facultative capable de fermenter
le glucose et de produire une catalase et une coagulase, elle est immobile et le plus souvent
capsulée [59].
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Figure 2 : Aspect deStaphylococcus aureus au microscope éectronique [174].




Habitat :
C'est un germe commensal de la peau et des muqueuses de I'homme et des animaux [84].

Pouvoir pathogene:

S aureus peut impliquer chez I’humain de multi infections pyogénes : cutanée
(furoncles, panaris, impétigo), cardiaque (endocardite), respiratoire (pneumonie), osseuse
(ostéomydlite), systémique (septicémie) [175-176].

Ces infections sont liées a une série d'enzymes et de toxines extracellulaires comme les
coagulases plasmatiques, les hémolysines, les leucocidines, les exfoliatines et la toxine du
syndrome de choc toxique [59].

Résistance naturélle:

Les souches sauvages de Saureus n’ont aucune résistance vis-a-vis les bétalactamines
[127]. Par contre, elles sont résistantes aux quinolones [177].

11.2.1.2. Staphylococcus aureusrésistant ala méticilline (SARM) :

Définition :
Le SARM est un staphylocogue qui a développé une résistance a la méticilline par
modification de sacible (PLP), cette résistance sétend a toutes les bétalactamines [16].

Historique:

Les premiéres souches cliniques de SARM ayant été observées dés 1961, dans I’année
qui a suivi la commerciaisation de la méticilline. Vers 1980, les SARM éaient présents
uniquement en milieu hospitalier. Puis, dans les années 2000, de nouveaux clones de cette
bactérie ont été décrits comme responsables d’infections communautaires [112-129].

M écanisme derésistance :

Laméticilline est une pénicilline M non hydrolysée par |les pénicillinases. Larésistance a
la méticilline est principalement due a la production d’une nouvelle PLP, la « PLP2a» ayant une
affinité diminuée pour les -lactamines.Cette PLP2a est une transpeptidase qui peut catalyser a
elle seule I’assemblage du peptidoglycanne lorsque les autres PLP sont saturées par les (-
lactamines [12-63].

La PLP2a est codée par le gene mecA situé sur un élément génétique mobile trés
particulier qui s’intégre sur I’ADN chromosomique et qui est appelé « Staphylococcal Cassette
Chromosome mec » ou « SCCmec », retrouvé uniquement chez les souches résistantes a la
meticilline [14-73].

Pour les SARM hospitaliers, le gene mecA est porté par un éément chromosomique qui
contient également d’autres genes de résistance aux métaux lourds et a d’autres antibiotiques,
rendant compte du profil de multi-résistance [178].



I1.2.2. Enterobactéries sécrétrices de B-lactamase a spectre élargi (EBLSE) :

Parallelement a I’utilisation massive des B-lactamines, les B-lactamases bactériennes ont
évolué vers la diversification, I’élargissement de leur spectre d’activité, et leur diffusion parmi
de nombreuses espéces d’entérobactéries [145].

Les EBLSE sont a I’origine d’infections potentiellement séveres et de prescription
d’ATB a large spectre bactérien [148].

11.2.2.1. Les Enterobactéries (Rappd) :

Définition :

Les Enterobacteriaceae constituent I’une des
familles les plus importantes dans le monde bactérien.
Cette famille comprend de nombreux genres répondant
aux criteres suivants :

- Bacilles a Gram négatif.

- Aéro-anérobies facultatifs.

- Mobiles ou immobiles.

- Facilement cultivables.

- Fermentent |e glucose avec ou sans production de gaz.
- Réduisent les nitrates en nitrites.

. X Figure 3: Aspect d’E.coli au microscope
- Dépourvus d’oxydase [56-89]. dlectronique [179].

La famille des Enterobacteries comprend actuellement 100 espéces répertoriées. Les
espéeces les plus communément isolées en bactériologie clinique appartiennent a 12 genres :
Escherichia, Shigella, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, Serretia, Proteus, Providencia,
Morganella, Citrobacter, Hafnia, Yersinia. (Annexe V1)

Les différences entre les nombreux genres et especes viennent de criteres plus précis,
comme la fermentation des différents sucres, la production ou non de sulfure, la présence ou
I’absence d’enzymes du métabolisme (désaminases, décarboxylases) [56-89] (Annexe VI1).

Habitat :
Les Enterobactéries sont des hotes du tube digestif de I’homme et de nombreux animaux
ou ils sont retrouvés I’état commensal. Mais cette localisation digestive n’est pas exclusive. On
les retrouve également dans I’environnement (sols, eaux) [149].

Pouvoir pathogene:
Les especes pathogenes possedent une grande variabilité dans leur comportement et leur
agressivité chez I'héte. On distingue alors deux groupes d'entérobactéries pathogenes :

- Les Enterobactéries pathogénes opportunistes : Elles sont susceptibles de déclencher une
infection chez un sujet immunodéprimé, elles sont retrouvées surtout en milieu hospitalier,
ce qui les a mis sur le méme pied que dautres germes dhopitaux tels que le
Saphylococcus et le Pyocyanique dans les infections respiratoires, urinaires et
abdominales en particulier iatrogénes en post-opératoire.



Chez I'hnomme, les entérobactéries sont responsables d’environ 50% des infections
nosocomiales. Exemple : Serratia, Klebsiella [180].

- Les entérobactéries pathogenes specifiques: Leur présence dans |'organisme entraine
souvent une infection dont la gravité dépend de leur point d'entrée. Certaines espéces
provoquent des pathol ogies specifiques :

Salmonella typhi est I’agent responsable de la fievre typhoide ;

Shigella dysenteriae est I'agent responsable de la dysenterie bacillaire ;

Escherichia coli entérotoxique est I’agent responsable de gastro-entérite infantile ou GEI ;
Yersinia pestisest I’agent responsable de la peste [181].

Résistance naturéle:

E.coli est une bactérie naturellement sensible a toutes les B-lactamines, malgré la
présence d’une céphalosporinase chromosomique d’espéce de classe C qui est exprimée a trés
bas niveau (présente mais non détectable) [3]. Les résistances naturelles des autres especes sont
détaillées dans le tableau 6.

Tableau 6 : Larésistance naturelle des Enterobactéries [123].

Bactérie AMP/ | AMC | TIC/ |C1G | FOX | GEN | TCY | COL | NIT
AMX PIP
Klebsiella spp R R
C.koseri R R
C.freundii R R R R
E.cloacae R R R R
E.aerogenes R R R R
S.marcescens R R R R
P.mirabilis R R R
P.wulgaris R R R R R
M.morganii R R R R R R
P.stuartii R R R R R R R
Y.enterocolitica R R R R R
R = résistant
AMP : Ampicilline FOX : Ceéfoxitine
AMX : Amoxicilline GEN : Gentamicine
TIC : Ticarcilline TCY : Tétracycline
PIP : Pipéracilline COL : Colistine

C1G : Céphalosporine de 1%® génération  NIT : Nétilmicine

11.2.2.2. Les Enterobactéries sécrétrices de B-lactamases a spectre dargi (EBL SE) :

Définition desEBL SE :
Ce sont des Enterobactéries qui sécrétent des -lactamases « Les B-lactamases sont des
enzymes capables d’hydrolyser ou d’inactiver le cycle B-lactame» dont |e spectre est dlargi [81].



Historique:

La premiere B-lactamase capable d'hydrolyser les C3G a été décrite en Allemagne en
1985. Elle a été produite par de Klebsiella pneumoniae.

Depuis les années 90, nous assistons a une diffusion des souches d’EBLSE, d’abord
hospitaliére [K.pneumoniae et Enterobacter spp « TEM » (TEMoniera du nom de la premiére
patiente chez qui €elle fut isolée) et de « SHV » (pour Sulf Hydryl Variable)] puis depuis une
dizaine d’année dans la communauté [E.coli « CTX-M » (céfotaximase-Munich)] [5-110].

Définitions, classification et mécanisme derésistance des B-lactamases :

Le principal mécanisme de résistance des entérobactéries aux [-lactamines est la
secrétion de [-lactamases. Celles-ci sont historiqguement décrites en 4 classes selon la
classification dite d’Ambler.

- Classe A : B-lactamases inhibées par I’acide clavulanique.

- Classe B : carbapénémases de type métallo-enzyme inhibées par ’EDTA (éthyléne diamine
tétra-acide).

- Classe C : les céphalosporinases non inhibées par I’acide clavulanique
- Classe D : oxacillinases de sensibilité variable a I’acide clavulanique [90-116].

Les BLSE appartiennent majoritairement a la classe A dans la classification d’Ambler
comme €elles peuvent appartenir alaclasse D.

Les BLSE sont des enzymes, de type pénicillinase, qui hydrolysent toutes les
bétalactamines méme les C3G, excepté les inhibiteurs de bétalactamases, les céphamycines et
les carbapénemes. Leur support étant plasmidique, elles sont transférables de bactérie a bactérie,
de méme espece ou d’espéces différentes. Elles sont souvent associées a des résistances a
d’autres familles d’antibiotiques comme les aminosides et les fluoroquinolones [113-182].

Trois types de BLSE sont prépondérants : il s’agit de TEM, SHV et CTX-M. Les BLSE
de type TEM ou SHV éaient essentiellement isolées chez K.pneumoniae, et CTX-M chez
E.coli [131].

Ainsi TEM et SHV restaient essentiellement cantonnées a I’hépital, alors que CTX-M
diffusait beaucoup plus largement dans la communauté [142].
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Tableau 7 : Profil de sensibilité des Enterobactéries productrices de B-lactamases[115].



I1.2.3.Pseudomonas aeruginosa multirésistant PAMR :

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie ubiquitaire pathogéne opportuniste pouvant
étre a I’origine d’infections nosocomiales et communautaires. Elle se distingue par sa capacité a
acquérir des résistances aux différents antibiotiques [51].

11.2.3.1.Pseudomonas aer uginosa (Rappél) :

Définition :

Pseudomonas aeruginosa ou pyocyanique appartient au genre Pseudomonas, de la famille
des Pseudomonadaceae. C’est un bacille a Gram négatif trés fin asporulé, mobile grace a un cil
polaire qui joue un réle important dans la pathogénicité. C’est une bactérie non exigeante,
aérobie dtrict, elle posséde une oxydase et une catalase. Ces bactéries peuvent produire deux
pigments : la pyocyanine (vert-bleu) et la pyoverdine (jaune vert fluorescents) [52-82].

Figure4 : Aspect de P.aeruginosa au microscope éectronique [183].

Habitat :
Pseudomonas aeruginosa est ubiquitaire, se retrouve particulierement en milieu humide.
C’est une bactérie de I’environnement hospitalier par excellence [184].

Pouvoir pathogene:

P.aeruginosa est un agent pathogéne opportuniste qui se retrouve dans une variété
d’infections (le plus souvent chez les immunodéprimés) notamment des pneumonies, des
bactériémies, des infections urinaires d’origine nosocomiale, mais également dans des infections
de la peau et des tissus mous. Elle sévit particulierement en milieu hospitalier surtout dans les
services de réanimation [139-185].

P.aeruginosa peut sécréter un vaste éventail de toxines extracellulaires, notamment
I’exotoxine A et des entérotoxines [96].



Résistance naturelle:
P.aeruginosa est naturellement résistant a un grand nombre d’antibiotiques en raison :

- de la production d’une béta-lactamase chromosomique inductible de classe C
- d’une mauvaise perméabilité membranaire (systeme d’efflux) [186].

P.aeruginosa est résistant aux : aminopénicillines, C1G, C2G, céfotaxime, ceftriaxone,
kanamycine, tétracyclines, chloramphénicol, triméthoprime, quinolones [125].

11.2.3.2. Pseudomonas aer uginosa multirésistant « PAMR » :

Définition :
En I’absence d’une définition standardisée, la multi-résistance chez P.aeruginosa est
habituellement décrite comme la résistance a au moins trois classes d’antibiotiques actifs sur les
souches sauvages [38-111-135].

Historique:
La résistance de Pseudomonas aeruginosa a I’imipenéme, a apparu pour la premiére
foisen 1986 [42].

M écanisme derésistance :

Les souches de PAMR cumulent constamment plusieurs mécanismes de résistance par
mutations et acquisitions de genes [99]. L’analyse moléculaire de souches résistantes a montré
larésistancede:

- P.aeruginosaa la CAZ : la résistance résulte des mutations entrainant une
surproduction de la céphalosporinase constitutive AmpC, et une acquisition d’un géne
plasmidique qui code pour une BLSE [7].

- P.aeruginosa a I’'l PM : Le principa mécanisme de résistance aux carbapénémes reste
I’imperméabilité par mutation inactivatrice d’opéronD (oprD), géne codant la protéine D2. La
perte de cette porine de la membrane externe confere une résistance de haut niveau a
I’imipéneme [95].

- P.aeruginosa a la CIP : La résistance a la ciprofloxacine dans cette espece est
exclusivement chromosomique. Elle émerge par mutations des génes des topoisomérases |l
(GyrA) et/ou de ceux régulant I’expression des systemes d’efflux. Les mutations de GyrA
semblent pouvoir induire seules une résistance de haut niveau, cependant les systémes d’efflux
actif sont responsables d’une résistance de bas niveau [28-80].



I1.2.4. Acinetobacter baumannii multirésistant (ABMR) :

Les bactéries du genre Acinetobacter sont restées trés longtemps méconnues en raison de
leur faible pouvoir pathogene et de leur taxonomie changeante. Depuis les années 1980, ces
bactéries ont développé de multiples mécanismes de résistance vis-a-visles ATB et ont pris une
place importante parmi les BMR responsables d’infection nosocomiales, et plus particuliérement
en réanimation [79].

11.2.4.1. Acinetobacter baumannii (Rappé):

Définition :
Le genre Acinetobacter est rattaché a la famille des Moraxellaceae (qui comporte
également le groupe Moraxella-Psychrobacter) [23-74].

A.baumannii est un coccobacille a Gram négatif, non fermentaire, immobile, aérobie
stricte, catalase positive et oxydase négative. L’Acinetobacter croit rapidement sur les milieux
nutritifs (gélose de sang de mouton ou de soja trypsique) a 37°C. Les colonies apparaissent
lisses, opaques, de couleur jaune pale agrisatre [13-67-114].

Figure5 : Aspect d’A.baumannii au le microscope é ectroniquel 187].

Habitat

Bien que la plupart des espéces d’Acinetobacter soient ubiquitaires (sol, eau, végétaux,
hommes), A.baumannii n’a pas de réservoir naturel connu en dehors de I’hdpital.

Lors d’épidémies hospitaliéres, A. baumannii est retrouvé dans I’environnement immédiat
du malade (appareils de ventilation, lit, matelas, tables...) et dans I’environnement humide
(siphons de lavabo, linge humide...) ains que sur les mains des soignants. En effet, ce germe
possede une capacité de survie prolongée dans I’environnement, car il résiste bien a la
déssication [75-78-118-150].

Pouvoir pathogene
Acinetobacter baumannii est I'espéece impliguée dans les infections nosocomiales (90 a 95
% des Acinetobacter isolés des prélévements pathol ogiques de patients sont des « baumannii ».
A.baumannii est le plus souvent responsable de pneumopathies, en particulier chez les patients
sous ventilation mécanique. Il peut auss étre la cause de bactériémies et plus rarement



d’infections de la peau et des tissus mous, d’infections urinaires, de méningites, d’endocardites,
de kératites, et d’endophtalmies [114].

Résistance naturélle:

A.baumannii est naturellement résistant a de nombreux antibiotiques tels que les
aminopénicillines, les C1G et les C2G, fosfomycine, trimethoprime ainsi que I’ertapénéme,
I’acide pipémidique et la norafloxacine (mais pas a I’acide nalidxique) [37].

Deux [3-lactamases participent & la résistance naturelle de A. baumannii : AmpC (une
céphal osporinase non inductible exprimeée a bas niveau) et une oxacillinase [188].

11.2.4.2. Acinetobacter baumanii multirésistant (ABMR) :

Définition :

Les espéces d’Acinetobacter sont des bactéries marquées par leur extréme capacité a
acquérir des mécanismes de résistance, elles sont dites BMR lorsqu’elles présentent une
résistance a la céftazidime (CAZ-R) et/ou a I’imipéneme (IPM-R) et/ou a la ciprofloxacine
(CIP-R). Comme elles peuvent étre totorésistantes (BTR) lorsqu’elles sont résistantes a
I’ensemble de ces ATB [23-55].

Historique:
En I’espace de 40 ans, A.baumannii, est passé du statut de « bactérie sans grand intérét
en infectiologie » car peu pathogeéne et sensible & la plupart des antibiotiques commercialisés a
cette époque, a celui de bactérie championne de la « multi-résistance » [37].

M écanisme de résistance :
Les mécanismes de résistance acquise sont extrémement nombreux. Pour la:

- CAZ-R: résulte d’une hyperproduction des [-lactamases de type céphalosporinases
(Acinetobacter Chromosoma Enzyme: ACE-1 et ACE-2) suite a une mutation
chromosomique. Ces enzymes inhibent les C1G, C2G et C3G, les aminopénicillines, les
ureidopénicillines...

- IPM-R: Le principd mécanisme de résistance aux carbapénemes est la secrétion de
carbapénémases de type oxacillinases qui peuvent étre quasi-spécifiques d’A.baumannii.

Il existe d’autres mécanismes : atération des PLP — modification de la perméabilité
membranaire (modification de la structure des lipopolysaccharides).

- CIP-R : les mécanismes de résistance aux quinolones sont liés a une ou des mutations sur
I'ADN-gyrase. Les souches présentant des CMI éevées vis-avis de la ciprofloxacine
présentent une substitution de Serine-83 par une leucine et d’Alanine-84 par une proline
[77-148].



[1.3. Situation épidémiologique des principales souches bactériennes multi-
résistantes:

11.3.1. Staphylococcus aureusrésistant ala meticilline :

- Danslemonde:

La prévalence des SARM dans le monde est tres hétérogene ; elle varie avec les régions,
la période d’étude, les services et les conditions de vie des populations concernées. De fortes
prévalences ont été notées dans les pays asiatiques. A Shanghai, 64% de Saureus éaent des
SARM [58].

En Amérigue du nord, on a rapporté des prévalences allant de 36 a4 62.6% [35].

- En Europe:

En Europe, la situation s’aggrave sur un axe nord-sud. La prévalence de SARM au sein
des infections & Staphylocogque varie de moins de 5 % aux «Pays-Bas, en Suéde ou au
Danemark » a des taux de plus de 50 % en « Grece, en Italie et en Espagne ». Notons que les
pays scandinaves ont mis en place une politique agressive de prévention des les années 1970-
1980 [20].

Le rapport d’European Antimicrobial Resistance Surveillance (EARS) en 2007 montre
une décroissance significative pour des pays ayant des proportions de SARM tres différentes,
Estonie (0-5 %), Autriche (5-10 %), Royaume-Uni, France, Irlande (10-25 %), la Grece et
Chypre (25-50 %). Une augmentation significative est mise en évidence en ltaie, en
Allemagne, en Hongrie et en Slovénie [20].

Le succes des politiques de prévention dans de nhombreux pays européens explique ces
progrés. Entre 2002 et 2010, le taux de SARM a décru de 21,5 a 17,4% en 2010. En France, le
taux de SARM adiminué de 29% en 2003 a 22% en 2010 [85].

- EnAfrique:
La prévalence de SARM varie selon les régions de 10 a 57% soit, en général, une forte
prévaence en Afrique noire et une fréquence plus faible dans les pays du Maghreb[50].

Au Maroc, une étude réalisée au centre hospitalier universitaire international « Cheikh
Zaid » de Rabat a montré que le Saureus représentait 10% du total des germes isolés au niveau
des services de réanimation avec 37.5% de SARM [33].

- EnAlgérie:

Selon le 16" rapport d’évaluation du réseau algérien de surveillance de la résistance des
bactéries aux ATB (2015), I’analyse globale de données aboutit a un pourcentage de SARM de
31.67% des isolats (tous secteurs confondus).Les souches de SARM isolées en réanimation ont
enregistré les taux de résistance les plus élevés 38.65% [1].

Comparée aux autres pays du Maghreb, I’Algeérie enregistre la plus forte prévalence de
SARM par rapport aux deux pays voisins que sont la Tunisie (18 %) et le Maroc (19 %) [155].



11.3.2. Entérobactéries séerétrices de B-lactamases a spectre élargi :
- Danslemonde:

En 15 ans, la diffusion mondiale des BLSE de type CTX-M chez les entérobactéries a
explosé de facon extrémement rapide, d’ou le terme de «pandémie CTX-M» [26]. Les éudes
épidémiol ogiques rapportent que la situation est endémique dans la plupart des pays d’Europe,
d’Asie et d’Amérique du Sud avec de forts taux de prévalence de CTX-M parmi les souches
productrices de BLSE : E.coli (de 30 a 90%) et de K.pneumoniae (de 10 a 60 %) [98]. A noter
gue quelques CTX-M sont retrouvées spécifiquement dans certains pays.

Aux Etats-Unis, 5% des entérobactéries sont productrices de BLSE [107]. La prévalence
des entérobactéries secrétrices de BLSE au Canada est en augmentation avec une prévalence de
BLSE plus importante pour I’espece E.coli que pour K.pneumoniae [154]. En effet, d’apreés les
résultats du programme de surveillance CANWARD, ce taux est passé de 1,6 a 3,2 % pour
K.pneumoniae et de 3,4 a4,9 % pour E.coli entre 2007 et 2008 [g].

- En Europe:
La prévalence des entérobactéries BLSE en Europe a été estimée a 3,9 % en 2007 selon le
programme de surveillance Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection
(MYSTIC) [141].

La surveillance des EBLSE en Europe est basée essentiellement sur K.pneumoniae. Le
pourcentage de souches résistantes aux C3G et secrétrices de BLSE est de 85 % selon le rapport
européen sur la résistance microbienne aux ATB.

En Grece, le pourcentage de souches présentant une résistance simultanée aux C3G,
fluorogquinolones et aminosides dépasse les 50%. En France, ce dernier varie de 10 a 25% [45].

- EnAfrique:

La prévalence des BLSE, en Egypte, semble étre la plus élevée parmi les pays de
I’Afrique du Nord. En effet, d’aprés les résultats d’étude du projet Antibiotic Resistance
Surveillance and Control in the Mediterranean Region (ARMed), la prévaence de la résistance
au C3G (qui est souvent synonyme de production de BLSE) chez les souches d’E.coli en 2005
est de 70 % en Egypte contre 33 % au Maroc, 17 % en Algérie, 11 % en Tunisie [21]. La
prévalence des entérobactéries productrices de BLSE en Afrigue subsaharienne varie de 0,7 a 50
% suivant la population étudiée et |e pays concerné [22-70].

- EnAlgéie:

Les EBLSE représentaient 29.74% des isolats d’entérobactéries en milieu hospitalier en
2015, les données retenues étant celles de 14 laboratoires. Une augmentation du taux est notée
par rapport aux précédentes années (16.8% selon le 9™ rapport).

Tableau 8 : Fréquences d’isolement des EBLSE par espece bactérienne.(AARN 2015)

Espéce bactérienne % desoucheseBLSE | % desouches EBLSE
En 2015(16°™ rapport) | En 2008 (9°™ rapport)
K.pneumoniae 51.24 40.2
Enterobacter spp 37.4 32.7
Serratia marcescens 25 32.1
E.coli 21.77 8.8
Proteus spp 9.93 11
Salmonella spp 3.22 52

Selon ’AARN 2015 : le taux des EBLSE dans le service de réanimation est de 44%

(E.coli 32%,K.pneumoniae 63.8%, Enterobacter spp 43.4%, Proteus spp20%)[1].




11.3.3. Pseudomonas aeruginosa multi-résistant :

- Danslemonde:
L’incidence des PAMR dans les services de réanimation est en hausse constante au cours
des deux dernieres décennies. Dans une étude multicentrique nord-américaine, elle a augmenté
de 4 % en 1993 a 14 % en 2002 [111].

- En Europe:
La résistance aux ATB chez P.aeruginosa est intégrée au protocole de surveillance du
réseau européen EARS depuis 2005.

En 2009, la France a connu une forte augmentation de la proportion de résistance a la
céftazidime chez P.aeruginosa.

En 2011, elle reste parmi les 10 pays d’Europe rapportant une proportion de résistance
située entre 10 et 25%. Quatre pays rapportent une proportion supérieure a 25%. Au total, seuls
15 pays affichent en 2011 une proportion de résistance a la céftazidime chez P.aeruginosa
inférieure a 10%. Une augmentation significative de la résistance a la céftazidime sur la période
2008-2011 est retrouveée dans deux pays, dont la France.

Une diminution significative est retrouvée pour Malte et |a République Tchéque qui avaient
en 2008 des proportions entre 30 et 50% [189].

- En Afrique:
En Egypte ,41 & 70% de souches de P.aeruginosa étaient résistantes a la ceftazidime et
aztréonam, 12,06% étaient résistant a la ciprofloxacine et 13 a 19% étaient résistants aux

carbapénemes [18].

- EnAlgéie:

L’Algérie a connu une augmentation des taux de PAMR dans la derniere décennie allant
de 11.3 a 14.82% pour P.aeruginosa CAZ-R, de 13.9 a15.27% pour P.aeruginosa IMP-R et de
12.8 & 23.48% pour P.aeruginosa CIP-R entre 2007 et 2015 selon le 9°™ et le 16°™ rapport
d’évaluation.

La résistance globale chez les patients hospitalisés (tous secteurs confondus) en 2015
pour : P.aeruginosa CAZ-R est de I’ordre de 13 %, P.aeruginosa IMP-R est de I’ordre de
13.97% et P.aeruginosa CIP-R 10.16%.

L’unité de réanimation présente le taux le plus élevé avec un taux de résistance a
I’imipéneme de 74.91% selon I’AARN en 2015 [1].



[1.3.4. Acinetobacter baumanii multirésistant :

- Danslemonde:
L’eémergence de cas groupés d’infections nosocomiales liées a cette espece bactérienne lui
avalu le surnom récent de «<SARM des Gram négatifs » [190].

Selon le programme de surveillance des antimicrobiens SENTRY antimicrobia
surveillance programme, la résistance d’A.baumannii a été signalée a des taux de 14%, 68%,
65% et 48% respectivement a I'imipéneme, de la ceftazidime, de la ciprofloxacine et de
I’association ampicilline et sulbactam [60]. Bien que certaines études décrivent une résistance
croissante aux carbapénemes et autres antibiotiques, atteignant des taux alant jusqu'a 90%
[137].

Selon les données du Systéme coréen de surveillance des infections nosocomiales, en
2010, I’incidence déclarée d'infections a A.baumannii résistant au carbapéneme était de 82,5%
[86].

- EnEurope:
La Roumanie, la Bulgarie, I’ltalie et la Gréce enregistrent les taux de résistance les plus
élevés avec plus de 50% de souches d’A.baumanii résistantes au carbapénemes [189].

En France, I’analyse rétrospective des signalements recus a I’institut de veille sanitaire
InV'S entre 2001 et 2011 montre une nette augmentation du nombre annuel de signalements pour
A.baumanii résistant a I’imipéneme (ABRI)

Les signalements pour ABRI représentaient entre 2 et 3% de I’ensemble des
signalements recgus de 2003 &4 2008, 3.2% en 2009, 5.1% en 2010 et 11.1% en 2011 [143].

- EnAfrique:
Au Maroc, lestaux de résistance aux antibiotiques d'Acinetobacter éaient de 50,3 a 68,7%
pourla ceftazidime, de 23,8 a 42,6% pour |'imipénéeme, de 17 a 77,5% pour les aminoglycosides,
de 65 a68% pour la ciprofloxacine [88].

- EnAlgérie:
Selon le 16°™ rapport, le taux de la résistance aux ATB des patients hospitalisés (tous
secteurs confondus) est comme suit : 90.06% a ceftazidime, 80.5% a I’imipéneme et 85.41% a
ciprofloxacine.

En réanimation, le taux de résistance a I’imipénéme est de 82.79% [1].
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PRINCIPALESINFECTIONSA BMR EN REANIMATION

Les infections nosocomiales (IN) en Algérie surviennent chez 12 & 13 % des patients
hospitalisés toutes spécialités confondues [9]. Comparativement aux autres services de soins, les
patients de réanimation semblent plus exposés au risque d’acquisition d’une IN, avec un taux de
30% [9], ou 44.16% est due ades BMR [1].

[11.1. Définition:

L’IN en réanimation se définit comme une infection contractée dans le service de
réanimation, alors qu’elle n’était ni présente, ni en incubation, a I’admission. Un délai d’au
moins 48 heures entre I’admission et I’état infectieux est retenu. [9-191]

Cas particulier : Infections du site opératoire |SO (définie ci-dessous).

[11.2. Facteursderisque d’acquisition :

Facteursliésaux patients:

- Gravité des pathol ogies (réanimation).
- Nombre élevé de patients immunodéprimeés plus sensibles a l'infection.
- Nombre éevé de personnes agées.

Facteursliés aux soins:

- Technicité développée, procédures invasives diagnostiques ou thérapeutiques et leur
durée: mise en place de protheses respiratoires, ventilation mécanique, de cathéters
vasculaires et de sondes urinaires.

- Prescription importante d’antibiotiques : « pression de sélection ».

- Manque de personnels soignants qualifiés.

- Défaut d'application des regles d'hygiéne et d'asepsie.

- Duréedesgour.

Facteurs liés a I’environnement :

- Présence dans |a méme unité de porteurs de BMR.
- Eau, ar et matériels contaminés [191].



[11.3. Modesdetransmission :

Voie endogéene
Le malade sinfecte avec ses propres germes a la faveur d'un acte invasif (porte d'entrée)
et/ou en raison d'une fragilité particuliere.

Voie exogene
Il peut alors sagir :

- dinfections croisées, transmises d'un malade a l'autre par les mains ou les instruments de
travail du personnel soignant ;

- dinfections provoquées par les germes du personnel soignant et/ou de patients
hospitalisés porteurs de BMR ;

- dinfections liées a la contamination de I'environnement hospitalier : eau, air, matériel
[191].

[11.4. Différentes N dansles services deréanimation :

Les principal es infections nosocomiales en réanimation et leurs facteurs de risque sont :

[11.4.1. Infections des voies respiratoires et pneumopathies :

Les pneumopathies a BMR sont fréquentes et aggravent le pronostic des malades admis
en réanimation.

La fréquence des infections respiratoires nosocomiales est environ de 10 a 15%. Dans les
services de réanimation, elles sont tres fréquentes, représentant en moyenne 30% des infections
ce qui I’en fait la premiere infection dans ce service.

La source principale dinfection est la flore oropharyngée et les bactéries d'origine
digestive qui colonisent les voies respiratoires par voie ascendante et rétrograde. Les facteurs
posturaux tel que le décubitus qui favorise les micro-inhalations par reflux, I'existence d'une
sonde gastrique et les anti-acides qui altérent la barriere gastrique, favorisent cette colonisation.

La ventilation artificielle représente le facteur de risque principal de l'infection. La
sonde dintubation et la canule de trachéotomie sont des corps étrangers qui entrainent
nécessairement un processus inflammatoire de la muqueuse laryngée et/ou trachéale a leur
contact.

Par ailleurs, les moyens de défense locaux du patient placé sous ventilation mécanique
sont notablement moins efficaces.

L'intubation multiplie le risque de pneumopathie nosocomiale par plus de 20.

Les aspirations trachéales par la sonde dintubation ou la trachéotomie peuvent
également étre source d'infections, notamment quand elles ne sont pas réalisées dans les regles
d'hygiene et d'asepsie [191].



Les principaux germes responsables sont :

- les BGN (60%) : P.aeruginosa, A.baumannii, E.coli, K.pneumoniae, Enterobacter spp et
Proteus spp.
- Les CGP (30%) dont le Saureus principalement [192].

[11.4.2. Infectionsurinaires|U :

L'IU représente 40% des infections nosocomiaes et présente 25% des infections en
réanimation.
La fréquence des formes asymptomatiques, en particulier chez les patients sondés, la fait

souvent méconnaitre s un dépistage a la bandelette et éventuellement un examen
cytobactériol ogique des urines (ECBU) ne sont pas prati qués systématiquement [191].

En plus des facteurs de risque habituels de I'lU communautaire, le principal facteur de
risque de I'lU nosocomiale est |'existence d'une sonde urétrale. Le risque est multiplié par plus
de 10 en cas de sondage a demeure et augmente avec la durée du sondage [191].

E.coli est le micro-organisme le plus souvent isolé (20%) suivi des entérocoques,
P.aéruginosa, A.baumannii et les autres Enterobactéries [146].

111.4.3. Infectionsdu site opératoire 1 SO :

Elles sont définies comme des infections survenant dans les 30 jours aprés l'intervention
ou dans |'année qui suit l'intervention sil y amise en place d'une prothese ou d'un implant.

L'1SO survient chez 3 a 7% des opérés. Les infections sont superficielles dans 50 a 60%
des cas mais dans environ 20 a 30% des cas, elles sont profondes et nécessitent une reprise
chirurgicale [191].

Les bactéries responsables des 1SO sont : Saureus, E.coli, P.aeruginosa, Enterobacter
spp, Proteus spp et K.pneumoniae..[192].

[11.4.4. Infections sur cathéter (KT) vasculaire:

Elles représentent environ 4% des infections nosocomiales.En réanimation, les patients
ont un ou plusieurs dispositifs intravasculaires : voie veineuse périphérigque, voie veineuse
centrale, KT artériel [191].

Ces dispositifs représentent des portes d'entrée aux infections du fait de la rupture de la
barriere naturelle cutanée. Par conséguence, les bactéries commensales de la peau sont la
premiere cause de ces infections dont le S.aureus principalement [192].

Le risque infectieux augmente avec la durée du maintien du KT et la fréquence des
manipulations sur laligne de perfusion [191].



[11.4.5. Bactériémies /Septicémies :

Elles représentent environ 6% des infections nosocomiales et 5 a 10% de I’ensemble des
infections en réanimation.

Les bactériemies sont la premiéere cause de mortalité attribuable a I'infection
nosocomiale, bien que lalétalité par bactériémie soit diminuée au cours des derniéres années.

Les dispositifs intravasculaires sont la source principale, représentant environ un tiers
des bactériemies nosocomiales. Un foyer infectieux a distance peut également étre associé a une
bactériémie nosocomiale, en particulier un foyer urinaire, pulmonaire ou digestif [191].

Saureus est la principale bactérie incriminée dans les bactériémies, suivi d’E.coli,
P.aeruginosa et les autres Enterobactéries [192].

A rappeler quelesBMR ne sont pas plusvirulentes
gue les souches bactériennes sensibles de la méme

espece
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DETECTION DES BACTERIES MULTI-
RESISTANTES AU LABORATOIRE

Le laboratoire de microbiologie est impliqué dans la recherche des agents étiologiques
des infections et I’établissement d’antibiogrammes pour favoriser la désescalade du traitement
antimicrobien et réduire son spectre en fonction des résistances observees.

Les outils de détection, utilisés au niveau des différents laboratoires de microbiologie,
sont divers; des méthodes de détection phénotypiques (manuelles ou automatisées) ainsi que
des méthodes de détection génotypiques sont mises en pratique [120].

IV.1. Méthodes de la détection phénotypique:
Les tests de sensibilité conventionnels aux antibiotiques, dits tests phénotypiques,

mesurent le phénotype de la résistance. Cette détection fait appel a des méthodes manuelles et a
des automates.

[V.1.1. Méhodes manuelles:

- Détection des SARM : la recherche de la résistance des SARM fait appel a des techniques
complémentaires spécifiques, qui sont: le test a la céfoxitine (30ug), Screening test a
I’oxacilline SARM, recherche de la PLP2a par agglutination [31-53].

- Détection des EBLSE : les méthodes manuelles du diagnostic phénotypiques reposent sur le
test de double diffusion sur gélose ou test de synergie entre un inhibiteur de - lactamases
(IBL / acide clavulanique) et une C3G et les bandel ettes E-test [117-132)].

- Détection des PAMR et des ABMR : la détection comprend |la recherche des BLSE, et les
tests de mise en relief de Carbapenemase. Elle se base également sur le résultat sous une
forme quantitative par la concentration minimale inhibitrice (CMI) correspondant a la plus
faible concentration antibiotique qui inhibe la croissance bactérienne in vitro [31-117].

IV.1.2. Méthodes automatisés :
Les automates permettent I’association de l'identification du germe ainsi et que I’étude

de sa sensibilité aux antibiotiques.



Phoenix : Le Phoenix a été développé dans le souci de répondre a tous les besoins des
laboratoires. D'utilisation simple, il apporte au laboratoire performance, sécurité,

productivité et flexibilité [193].

Sa galerie unique permet de réaliser l'identification et I'antibiogramme facilement, sans
tests supplémentaires. Elle est formée d’un coté ID, contenant des substrats déshydratés pour
I’identification des bactéries, et d’un cété AST contenant des concentrations variées

d’antibiotiques [43].

Figure 6 : Le Phoenix

Le systéme Phoenix est capable de détecter avec précision et rapidement les isolats

produisant des BLSE d’E.coli, K pneumoniae et K.oxytoca.
L’appareil permet d’effectuer au maximum 100 tests d’identification [43].

LeVITEK 2: Le VITEK automatise toutes les étapes nécessaires a la réalisation des tests
d'identification et d'antibiogrammes avec les cartes VITEK. Il est composé d'un préparateur,
d'un incubateur/lecteur, d'un ordinateur et d'une imprimante [194].

Figure7: LeVitek 2



Le test VITEK 2 de BLSE est un nouvel outil pour la détection rapide de la production
de BLSE basée sur I'évaluation simultanée des effets inhibiteurs de la céfépime, céfotaxime,
ceftazidime seul et en présence de I'acide clavulanique [138].

Les deux systemes sont trés sensibles pour la détection des BLSE. Les souches
productrices de BL SE exposées au Phoenix montraient une plus grande sensibilité par rapport au
Vitek 2. Le systéme Phoenix donne des résultats rapides.

Par contre, il aune spécificité plus faible (81%) que celle du Vitek 2 (85%), reflétant ala
fois le defi de la nature des souches et aussi le grand impact mathématique d’un résultat
incorrect lorsque seulement 26 souches BL SE négative ont été testées [83].

V.2. Méthodes de la détection génotypique:

Les méthodes de biologie moléculaire sont encore marginales en bactériologie. Elles
restent principalement du domaine de la recherche. Elles permettent I’identification bactérienne
par différentes méthodes, essentiellement : PCR (Polymerase Chain Reaction), PCR temps réel
ou PCR multiplex couplée a I’hybridation, ou autres méthodes, qui sont en genéral les tests les
plus rapides et sont adaptés soit a la caractérisation des génes sur colonies, soit directement a
partir de certains prélévements comme les urines ou les hémocultures [4].

Ces tests permettent aussi la détection de genes de résistance aux antibiotiques et le
typage de souches.

Ces tests sont bases sur I’amplification enzymatique ciblée d’un segment d’ADN portant
sur une partie ou la totalité du géne de résistance [15].

Le cycle d'amplification comporte 3 étapes :

1- Ladénaturation de I’ADN double brin par la chaleur 94°C.
2- L'hybridation amorce-ADN a55°C.
3- L'dongation a72°C [62].

IV.2.1. Détection des SARM par biologie moléculaire:

De nombreux systémes ont été proposés. Il est possible de détecter les souches
résistantes a la méticilline de Saureus avec La PCR-Multiplex (classique ou Real-time) : un
couple d’amorces spécifiques d'espéce S aureus (nuc) et une sonde spécifique du gene mecA
sont utilisés [94].



V.2.2. Détection des EBL SE par biologie moléculaire :

Lors de la détection génotypique, on utilise des techniques de détection de génes
plasmidiques spécifiques (CTX-M, TEM et SHV) par PCR conventionnelle, en temps réel ou
multiplex..... [148].

La PCR Multiplex BLSE contient des amorces oligo-nucléotidiques marquées qui
permet simultanément, I'amplification spécifique de différentes régions dADN lors d'une seule
réaction de PCR.

La Multiplex BLSE détecte toutes les entérobactéries possédant un ou plusieurs genes
(blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaOXA) importants responsables de la synthese de BLSE, [83]
ces genes sont amplifiés en utilisant des amorces spécifiques (OT2R, SHV-R, CTX-MC «t
OXA-R) & partir de I’ADN total ou de I’ADN plasmidique et suivant plusieurs protocoles [62].

IV.2.3. Détection delarésistance chez P.aeruginosa par biologie moléculaire:

La résistance d’isolats de P.aeruginosa aux fluoroquinolones est reliée a des mutations
ponctuelles dans les genes gyrA (codant I’ADN gyrase) et parC (codant la topo-isomérase IV) et
dans les genes régulant I’efflux, mexR, mexZ et mexOZ, pour la résistance aux fluoroquinolones
et les aminosides. Le pyroséguencgage est une technique qui peut étre utilisée pour la recherche
des des mutations ponctuelles [130].

V.2.4. Détection delarésistance chez A.baumannii par biologie moléculaire:

Des oxacillinases hydrolysant les carbapénémes sont de plus en plus présentes chez
Acinetobacter baumannii.

La détection du gene blaOXAS58 était menée par PCR suivie par une analyse des
sequences. Les plasmides étaient extraits et hybridés avec une sonde spécifique de blaOXA58.
Les empreintes d’ADN chromosomique des souches isolées étaient obtenues par électrophorése
en champ pulsé [195].

Les méthodes moléculaires, bien gu'il sagisse des bon tests de confirmation avec une
sensibilité et une spécificité élevées, mais coltent cher et n'sont pas disponibles dans la plupart
des laboratoires de routine [41].
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TRAITEMENT ET PREVENTION

V.1. Traitement desinfectionsa BMR :
L'antibiothérapie utilisée pour le traitement d'une BMR doit reposer sur les données de
["antibiogramme.

V.1.1. Traitement desinfectionsa SARM :
Dans le traitement des infections a SARM, le traitement de choix reste un glycopeptide
(vancomycine ou teicoplanine).

D'autres molécules telles que : acide fusidique, fosfomycine, rifampicine ont une activité
antistaphyloccoccique et peuvent étre utilisées en association avec un glycopeptide. En aucun
cas ces molécules ne doivent étre utilisées seules [30-34].

V.1.2. Traitement desinfectionsa EBL SE :

En présence d’une EBLSE, le carbapénéme demeure I’agent le plus utilisé.
L augmentation de la consommation de carbapénémes, favorisant ainsi la dissémination des
EPC. La recherche d’alternatives aux carbapénémes pour le traitement des infections a des
EBLSE est donc cruciale pour préserver I’efficacité de ces -lactamines de dernier recours.

La grande majorité des BLSE acquises par les Enterobactéries (TEM, SHV et CTX-M)
est sensible in vitro aux inhibiteurs de B-lactamases. L utilisation prudente des associations béta-
lactamine / inhibiteur de béta-lactamases (BL/IBL) a été récemment validée par I’European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing pour les souches avec des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) < 8 mg/L.

Aux Etats-Unis, le Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) définit la
sensibilité aux BL-BLI par des valeurs de CMI < 16 mg/L pour les associations pipéracilline-
tazobactam et ticarcilline-clavulanate, et < 8 mg/L pour I’association amoxicilline-clavulanate
[72].

V.1.3. Traitement desinfectionsa PAMR :

La colistine représente actuellement la principale option pour le traitement des infections
a PAMR. L’efficacité des polymyxines en monothérapie au cours des infections a PAMR
semble acceptable [54].

Plusieurs associations d’antibiotiques inactifs lorsqu’ils sont utilises seuls ont montré un
effet synergique in vitro sur des souches cliniques de PAMR, notamment : «ticarcilline
/tobramycine / rifampicine» et « macrolides (clarithromycine ou azithromycine)/tobramycine ».
La rifampicine semble également potentialiser I’action de certaines molécules anti-
Pseudomonas. Ces combinaisons synergiques, dont les mécanismes sont mal élucides, n’ont pas
démontré leur efficacitéin vivo et ne peuvent donc pas étre recommandées actuellement [122].



V.1.4. Traitement desinfectionsa ABMR :

Pour les souches multi-résistantes, le sulbactam, le tazobactam et |'acide clavulanique se
concentrent particulierement bien dans les urines. Ces molécules associées (ticarcilline/acide
clavulanique, pipéracilline/tazobactam), ou seul (sulbactam), pourraient étre utilisées dans le
traitement des infections urinairesa ABMR.

L'association ampicilline/sulbactam, ou seul le sulbactam est actif, a été utilisée avec
succes dans le traitement des méningites a Acinetobacter baumannii.

Sur les souches multirésistantes sans possibilité de choix d'une molécule active sur
I'antibiogramme  (A.baumannii  toto-résistant), les  associations ticarcilline/acide
clavulanique/sulbactam, plus ou moins rifampicine, se révelent parfois une possibilité
thérapeutique. Ces associations ont été testées avec succes dans un modele de pneumopathie
murine a Acinetobacter.

La rifampicine en association avec la polymyxine B (colistine) a été également utilisée
dans ce type d'infection [79].

V.2. Maitrise dela diffusion des bactéries multi-résistantes en réanimation :

La lutte contre les BMR dans un établissement de soins passe par la mise en place d'un
programme de maitrise des BMR puis |'évaluation de l'impact de ce programme sur la
prévaence des BMR [124].

V.2.1. Critéres de choix du programme de maitrise des BMR dans un service ou un
établissement de soins (ES) :
Les BMR peuvent étre distinguées en deux catégories :

Celles qui disséminent par transmission croisee ou (épidémique) : elles passent de patient a
patient par les mains du personnel soignant, le matériel ou par contact direct : il Sagit des
SARM, des EBL SE et des A.baumannii.

Celles qui émergent dans la flore du patient suite a une mutation sous |'effet d'une forte
pression de sélection due a la priss dATB : cest le cas de P.aeruginosa ou des
entérobactéries résistantes aux C3G.

En pratique les deux catégories des BMR sont impliquées dans les infections
nosocomiales ; la maitrise de ces germes résistants sappuie sur des méthodes différentes selon
leurstypes:

- Pour éradiquer les BMR atransmission croisee, il faut renforcer les mesures d'hygiéne dans les
services d'hospitalisation.

- Par contre, pour éradiquer les BMR a pression de sélection, c'est |'utilisation rationnelle des
ATB quil faudrait privilégier car le renforcement seul des précautions d’hygiene ne suffit

pas[124].



V.2.2. Programme de maitrise desBMR :

V.2.2.1. Programme de maitrise desBMR atransmission croisée:

V.2.2.1.1. Identification précoce des patientsinfectés ou colonisés:

-Dépistage: Les stratégies de dépistage doivent cibler les bactéries commensales (EBLSE,
SARM) plut6t que les bactéries saprophytes, méme si P.aeruginosa et plus encore A.baumannii
représentent un risque particulier en réanimation [17].

Des I'admission en réanimation, un écouvillonnage du nez, éventuellement du périnée,
est préconisé pour le SARM, un écouvillonnage rectal pour les EBLSE. L'intérét du dépistage
est d'identifier les patients porteurs, afin de mettre en ceuvre les mesures d’'isolement spécifiques,
de sensibiliser I'équipe soignante et d'orienter le choix de I'antibiothérapie en cas de présomption
d'infection [61].

-Détection au laboratoire: Le laboratoire de microbiologie détecte la multi-résistance grace a
des techniques microbiol ogiques appropriées et effectue la notification du cas porteur de BMR
(contact biologiste-équipe soignante, signalisation sur lafeuille de résultat).

Un large choix d’outils est offert afin d’identifier une BMR, parmi lesquels des tests de
sensibilité aux ATB (antibiogramme), des tests complémentaires, des tests de diagnostic
immunol ogiques, des outils de biologie moléculaire avec la PCR en temps réel [46].

-Signalisation : Le laboratoire de microbiologie est le premier a signaler, donc a donner
I’alarme en cas de BMR [124].

V.2.2.1.2. Mise en place des précautions standard et complémentaires :

Précautions « standard » :
Les Précautions « standard » doivent étre respectées pour tout patient, tout soin, par tout
soignant.
1) Hygiéene des mains systématique : technique de FHA (Friction Hydro-Alcoolique) apres le
retrait des gants, entre 2 patients, entre 2 activites.

2) Port de gants : s risque de contact avec du sang ou tout autre produit d’origine humaine, et
pour tout soin. Les gants doivent étre changés entre deux patients, deux activités (1 gant = 1 soin
= 1 patient).

3) Port de surblouses, lunettes, masques : s les soins ou manipulations exposent a un risque de
projection ou d’aérosolisation de sang ou tout autre produit d’origine humaine (ex : aspiration,
kinésithérapie, manipulation de matériel et linge souillés ...).

4) La gestion du matérid souillé : le matériel piquant / tranchant a usage unique est déposé
immédiatement aprés usage dans un container adapté. Le matériel réutilisable souillé est
manipulé avec précaution et subit un procédé d’entretien (stérilisation ou désinfection)

approprié.

5) La gestion des surfaces souillées : les nettoyer et les désinfecter avec un désinfectant
approprié.

6) Transport de prélévements biologiques, de linge, de matériel souillé : ils doivent étre
transportés dans un emballage étanche et fermé.

7) Si contact avec du sang ou liquide biologique :



- aprés piqUre ou blessure : lavage et antisepsie au niveau de laplaie.
- apres projection sur les muqueuses (conjonctive, bouche...) : ringage abondanta I’eau[100].

L es précautions complémentaires :

Les précautions complémentaires d'hygiene viennent toujours en complément des

précautions "standard" en fonction du mode de transmission de I’infection.

Tableau 9 : Les précautions complémentaires [100].

Modes de| Transmission par Transmission par les Transmission
transmission | contact interhumain secr étions oro- aérienne
Précautions trachéobronchiques Précautions
Précaution «contact » Précautions «air »
complémentair «gouttel ettes»
Hygiene des mains FHA FHA FHA
Chambre recommandée (ou recommandée (ou Chambreindividuelle
individuelle regroupement) regroupement obligatoire
Masque Lunettes Précautions Standard | Masqgue type chirurgical Masque obligatoire
dans I'environnement Type FFP1
immédiat du patient
(<1,5m)
Gants Si contact avec patient Précautions Standard Précautions Standard
ou environnement
Surblouse Si contact avec patient Précautions Standard Précautions Standard
ou environnement
Matériel et linge Précautions Standard Précautions Standard Précautions Standard

Transport du patient

A limiter

A limiter

A limiter

FHA : Friction Hydro-Alcoolique.

V.2.2.2. Programme de maitrise desBMR « a pression de sélection » :

Pour lutter contre les BMR «a pression de sélection », il faut mettre en place une
stratégie de maitrise axée sur l’aspect « d’antibiothérapie », sous la responsabilité de la
commission des ATB. Son objectif principal seralaréduction de laconsommation des ATB.

Les mesures consistent en :

- L’amélioration des prescriptions par I’élaboration de protocoles locaux d’antibiothérapie

et d’antibioprophylaxie chirurgicale (fiches, réunions périodiques...)

- Le control des prescriptions des molécules récentes ou a large spectre (exiger une
validation par le microbiol ogiste)

- Effectuer des audits de pratique c’est-a-dire des enquétes visant a analyser les pratiques

et évaluer la conformité avec les protocoles.

La surveillance de la consommation des ATB par le suivi des ATB dispenseés en pharmacie et
exprimés en DDJ (dose définie journaliere) rapportée a 1000 jours d’hospitalisation [124].
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Protocole, durée et objectifs de I’étude :

Le présent travail a été effectué au niveau du laboratoire central, unité de microbiologie
du CHU de Blida. Son objectif est d’évaluer le taux et I'implication en pathologie des
différentes BMR.

Il s’agit d’une étude rétrospective étalée sur une période de 02 ans (du 1% Janvier 2015
au 31 Décembre 2016), la date de début de I’étude correspond a la date de I’inauguration de
I’unité de réanimation du service des urgences medico-chirurgicales,et portant sur les BMR
isolées a partir des prélevements issus de malades hospitalises dans cette nouvelle unité.

Les résultats étaient exploités a partir des registres et grace au logiciel WHONET 5.6,
ceci est un logiciel utilisé pour la surveillance de la résistance bactérienne aux ATB.



MATERIELSET METHODES

VI.1. Matériels:

VI1.1.1. Matériels non biologique :

Le matériel non biologique estreprésenté par :

les différents équipements, les

fournitures, la verrerie, les milieux de culture et d’identification, les solutions de coloration et

les réactifs d’identification.

Tableau 10 : Le matériel non biologique disponible au laboratoire de microbiologie.

Equipements Fournitures Verrerie
- Paillasse - Blouse de laboratoire - Boite de Pétrie 90 mm
- L’évier et eau courante - Gants de diamétreen
- Eau physiologique - Savon pour lesmains plastiques.
- Bec bunsen - Liquide désinfectant - Lame et lamelle
- Microscope optique - Ances, ciseaux et pinces - Pipettes Pasteur
- Etuve a 35°C. - Collecteurs des objets - Tubes aessal stériles
- Séchoir - Portoirs pour tubes - Tubes secs
- Réfrigérateur - Disques d’ATB - Cellule de Nageotte et
- Congélateur - Bougie, bocal et jarre cellule de Malassez
- Bain-marie - Ecouvillons en coton stérile
- Densitométre - Poires et embouts

- Seringues stériles

- Huile dimmersion

- Huile de vaseline stérile

- Pied & Coulisse métalique

Milieu de culture et Solution de coloration Réactifs
d’identification d’identification
- Gélose nutritive - Violet de gentiane. - Réactifsde VP (VP I
- Gélose de BCP - Lugol. et VPI).
-Milieu Mac-conkey - Bleu de méthyléne. -Réactifs de Kovacs.
- Milieu Hektoen - Fuschine. - Réactifs pour TDA.

- Milieu de Mueller Hinton.
- Milieu de conservation.

- Bouillon coeur cerveau B.H.1.B.

- Bouillon nutritif

- Gélose Triple-Sugar-Iron (TSI).

- Milieu citrate de Simmons.
- Milieu Clark et Lubs.

- Milieu Ferguson.

— Milieuen ampoules (LDC,
ODC, ADH, Témoin).

- Galeries API.

- Alcool éthylique a 95°.

- Réactif NR1 et NR2.
- Disques d’ONPG
-Disque d’oxydase
- Eau oxygénée H,0..




VI1.1.2. Matériel biologique:
V1.1.2.1. Lesprélévements :

Les échantillons regus sont constitués : du sang (hémoculture), de LCR, des urines,des
prélevements distaux protégés (PDP) et de pus et sérosités ; provenant des malades hospitalisés
en réanimation.

Chaque prélévement recu doit étre réalise dans des conditions tres rigoureuses d’asepsie
et il doit étre accompagné d’une fiche de renseignement sur laquelle sont mentionnées des
informations relatives & chaque malade (nom, prénom, &ge, sexe, les signes cliniques et
I’existence d’une éventuelle antibiothérapie en précisant la nature de I’ATB).

Les BMR qu’on a détectées ont été isolées a partir des prélévements suivants :

e Leshémocultures:

L’hémoculture est un examen trés performant, essentiel en
pathologie infectieuse, sa réalisation doit étre conduite avec une grande
rigueur. Elle permet de porter un diagnostic étiologique formel, elle est
positive au cours des septicémies et des bactériémies.

Le sang est prélevé, le plutdt possible, apres les premieres
constatations cliniques avant toute antibiothérapie et au moment des
frissons ou des élévations thermiques. Chez I’adulte, 10 ml sont prélevés
et 1 a 2 ml chez I’enfant par ponction veineuse(en effet, les autres sites
de préévement augmentent, de facon significative, la fréquence des
contaminants). Chez le nouveau-né, la ponction de la fontanelle ou la
ponction jugulaire sont parfois nécessaires [128-134]. Figure8: Unflacon

d’hémoculture.
[Original€e]

* Leliquide Céphalo-rachidien "LCR" :

Le liquide céphalo-rachidien est prélevé au niveau lombaire, entre
les espaces vertébraux L4-L5 ou L5 et S1, a I’aide d’une aiguille a
ponction lombaire (PL) et recueilli dans des tubes stériles accompagnés
d’un maximum de renseignements cliniques. Le LCR est traité
immédiatement en raison de la lyse rapide des polynucléaires [39-64].

Figure9: Un préévement de
LCR
[Origina]



e Lesurines:

Il s’agit d’un prélevement aseptique d’urine qui peut étre effectué au
jet ou par sondage vésical. En réanimation, les patients sont sondés, |e recueil
des urines s’effectue par ponction sur le site spécifique du dispositif de sonde,
aprés désinfection soignée etclampage de la tubulurell ne faut jamais
prélever dans le sac collecteur (pullulation microbienne+++) ou déconnecter
la sonde dusac collecteur.

Une culture d’urine devrait étre accompagnée d’un sédiment urinaire
(colonisation ou infection des voies urinaires). L’échantillon d’urine doit étre
gardé au réfrigérateur s’il n’est pas immédiatement transporté au laboratoire
[196-197].

» Divers(puset sérosités) :

Le préléevement de pus est effectué par écouvillonnage pour les
infections superficielles et par ponction & I’aide d’une seringue pour les
infections profondes, il doit porter exclusivement sur le pus et éviter toute
contamination.

Ce produit pathologique étant souvent polymicrobien et est lui-méme
un excellent milieu de culture [57].

L es prélevements distaux protégés PDP :

Réalisés chez les patients intubés ventilés ou trachéotomisés. Un
double cathéter est introduit a l'aveugle, les sécrétions sont aspirées a la
seringue. Le cathéter est coupé dans un tube stérile.

Au laboratoire, 1 ml de soluté isotonique est gouté dans le tube
contenant le préléevement, vortexer pour homogénéiser les sécrétions [57-
198].

Un milieu de transport est a prévoir si la mise en culture ne peut étre
effectuée dans un délai moinsde 2 h.

Figure10: Un
échantillon d’urines.
[Originae]

Figurell: Un
prélévement de pus.
[Original€e]

Figure12: Un PDP.
[Originaeg]



V1.1.2.2. Souchesderéférence:

Une souche peut constituer une souche de référence en raison de ses caractéres
antigéniques, biochimiques ou de son pouvoir pathogene, bien connus. Ces derniers constituent
un outil dans la démarche d’assurance qualité.

On a utilisé des souches bactériennes d’origine américaine : les ATCC (American Type
Culture Collection).

Tableau 11 : Les souches de référence utilisées au |aboratoire de microbiologie.

Souches bactériennes Souches bactériennes de référence
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus ATCC 25923 SARM (-)
Saphylococcusaureus  ATCC 43300 SARM (+)

Entérobactéries Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa | Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Acinetobacter baumannii

Figure 13 : Lesdifférentes souches ATCC utilisées au niveau de laboratoire de
microbiologie. [Origina€]



VI1.2. Méthodes : Etude bactériologique

Le but de toute étude bactériologique d’un prélevement pathologique est I’identification
du ou des germes qui s’y trouvent et I’étude de la sensibilité aux ATB.

Tous les prél evements biol ogiques suivent |es étapes suivantes :

l Prélevement |
Examen Examen Mise en culture
macroscopique microscopique

. 24348h
a I'état frais Apreés coloration . d’incubation
Culture Absence de Prélevement
positive culture polymicrobien

non conforme

Ré-isolement Arrét du '
des bactéries diagnostique A refaire

Identification

Etude de la
sensibilité aux ATB
Tests
complémentaires

Figure 14 : Démarche de diagnostic bactériologique. [Originale]

Réponse au clinicien



Pour I’ensemble des prélevements recus au niveau du laboratoire (hémoculture, LCR,
urines, pus et sérosités) ; la démarche cités ci-dessus a été suivi, mais tout en respectant la
spécificité de chagque technique pour chaque type de prélévement.

VI.2.1. Examen macroscopique :

Il s’agit de I’observation du prélevement a I’eil nu, afin de déterminer certains
paramétres : la couleur, I’aspect.

V1.2.2. Examen microscopique :

L’examen microscopique reste un acte fondamental de diagnostic bacteriologique. Il
comporte un examen a I’état frais et apres coloration (coloration de bleu de méthyléne ou
coloration de Gram).

V1.2.3. Mise en culture (Isolement des bactéries) :

C’est I’étape la plus importante dans le diagnostic bactériologique. Il s’agit
d’ensemencer les milieux de culture appropriés :

- Géose nutritif (GN) pour les germes non exigeants.

- Milieu Chapman sélectif pour les staphylocoques

- Milieu Hecktoen sélectif pour les BGN non exigeants, comme on peut utiliser le BCP
(Pourpre de bromocrésol)

- Gélose au sang cuit (GSC) et gélose au sang frais (GSF) pour les germes exigeants.

On incube les boites ensemencées pendant 24 248 h a 37°C dans I’étuve ;

- En atmosphere normal pour la GN, le Chapman, I’Hecktoen et le BCP.
- En atmosphere enrichi avec 5% de CO2 pour la GSF et la GSC.

Apres la durée d’incubation, on observe les boites ensemencées a la recherche d’une
éventuelle culture. Devant toute culture positive, on doit déceler les bactéries potentiellement
responsables de I’infection.

On différencie entre les types de colonies selon la taille, I’aspect et la couleur.

V1.2.4. ldentification des bactéries:

Les bactéries sont identifiées en se basant sur les caracteres morphologiques et
biochimiques de chaque espece bactérienne.

L’identification des bactéries incriminées a été effectuée par les techniques standards de
laboratoire a savoir la coloration de Gram, les tests d’orientation (test de la catalase etle test de
I’oxydase) et les galeries biochimiques classiques et miniaturisées (Galeries Api).



Tableau 12 : Identification des bactéries concernées (Original).

Tests d’identification | Coloration de | Tests d’orientation | Galeriesbiochimiques
Bactérie Gram Catalase | Oxydase
aidentifier
S aureus CGP + / Api Staph
Enterobactéries BGN / - Galerieclassique ou
Api 20EouApi 10S
P.aeruginosa BGN / + Api 20 NE
A.baumannii Cocco-bacillea / + Api 20 NE
Gram négatif

L’ensemble des techniques utilisées afin de réaliser les différents examens et tests cités
ci-dessus sont détaillées au niveau de I’annexe VIII.

V1.2.5.Etude dela sensibilité aux antibiotiques :

Chaque bactérie identifiée et incriminée a bénéficié d’une étude de la sensibilité aux
antibiotiques selon les normes du CLSI et |a standardisation en vigueur.

V1.2.5.1. Antibiogramme par diffusion desdisques:

L’antibiogramme a pour but de mesurer la sensibilité d’une souche bactérienne a un ou
plusieurs ATB en classant celle-ci en Sensible, I ntermédiaire ou Résistante (S, | ou R).

C’est un test routinier mais néanmoins complexe pour assurer un résultat de qualité
fiable. 1l doit étre réalisé afin de prédire le résultat des traitements antibiotiques. Son principe
consiste en un test de toxicité qui doit étre réalisé rapidement sur un panel d’antibiotiques.

L’antibiogramme permet aussi de donner I’alerte sur la présence d’une BMR. Des tests
complémentaires doivent ére réaises pour la confirmation de la multi résistance (Annexe
VII1 : fiche technique)

Figure 15 : Antibiogramme par diffusion des disques[199].




V1.2.5.2. Lestests complémentaires :

Pour certains ATB ou familles d’ATB, I’antibiogramme standard n’est pas suffisant et
des tests compl émentaires doivent étre pratiqués avant une interprétation définitive.

A- Recherchedelareésistance de Staphylococcus aureus a la méticilline :
La détection adéguate des souches de SARM est trés importante a des fins
thérapeutiques et épidémiol ogiques.

Il existe un certain nombre de méthodes phénotypiques pour détecter la résistance a la
méticilline, réalisées au laboratoire : screening test, les techniques de diffusion des disques de
I’oxacilline et de céfoxitine et la recherche de la PLP2a par méthode d’agglutination sur latex.

Screening test :

Principe:

La résistance de Saureus a la méticilline (aux pénicillines M en général) est croisée avec
toutes les [3-lactamines. De ce fait, sa recherche est systématique pour chague isolat clinique.
Les éléments essentiels a considérer pour cette recherche sont :

- La concentration en NaCl du milieu influe sur I’expression de cette résistance ; certaines
souches (Voir populations de souches) SARM expriment mieux ce phénotype en milieu
hypersalé.

- L’oxacilline qui présente une meilleure stabilité que la méticilline, est indiquée pour la
technique de recherche des SARM.

- La quantité de bactéries inoculées a la surface de la gélose : I’écouvillon ne doit pas étre trop
sec au moment de I’ensemencement [200].

Technique:

- Préparation du milieu : diluer 6 mg d’oxacilline (poudre injectable d’un flacon de 1g) dans
10 ml d’eau distillée stérile, puis faire une dilution au 1/10eme. Prendre 2 ml de cette
solution dans une boite de Pétri de 90mm de diamétre, gjouter 18ml de gélose Mueller
Hinton additionnée de 4% de NaCl. Les boites sont coul ées extemporanément et doivent étre
parfaitement seches avant I’emploi, et convenablement numérotées.

- L’inoculum est preparé a partir d’une culture pure de 18 h de la souche de Saureus a
étudier, en réaisant une suspension de densité égale a 0,5 McFarland. Les souches de
référence sont préparées et testées dans les mémes conditions
Saureus ATCC 25923 souche sensible a I’oxacilline.

Saureus ATCC 43300 souche de résistance hétérogéne a I’oxacilline
- Imbiber un écouvillon stérile avec la suspension bactérienne. L’ensemencement se fait par

spot.
- Incubation : sefait a 35°C pendant 24 h [200].



L ecture et interprétation :

Vaider la technique en vérifiant les
souches de référence :

- Saureus ATCC 25923 : absence de culture
- Saureus ATCC 43300: présence de
culture

La présence d’une culture bactérienne
pour la souche a tester, indique qu’elle est de
phénotype SARM [200].

i
2eme souche 3
A
Figure 16 : Test a I’oxacilline (Screening test) [200].

L es techniques de diffusion des disques de I’oxacilline et de céfoxitine :

Principe:

Pour Saureus, le disque de céfoxitine est comparable a celui de I’oxacilline pour
détecter la résistance a I’oxacilline par production de PLP2a (géne mecA) ; cependant, le disque
de cefoxitine est plus facile a lire et donc c’est la méthode préférée [125].

Technique:

En pratique, pour une meilleure détection de la résistance, les disques d’oxacilline (1ug)
et de cefoxitine (30pg) doivent étre testés simultanément au niveau de I’antibiogramme standard
de Saureus[125].

L ecture et interprétation :

Tableau 13: Recherche de la résistance a I’oxacilline et interprétation des tests (méthode de
diffusion des disques) [125].

Oxacilline Céfoxitine Interprétation
(1ug) (30ug)

=13mm =222mm Souche OXA S

<12mm <21mm Souche OXA R

Figure 17 : Staphylococcus aureus résistant a
I'oxacilline (SAMR) [201].



Test d'agglutination au latex pour la détection dela PLP2a:

Le test d'agglutination au latex peut étre effectué facilement dans les laboratoires de
microbiologie de routine. C’est une méthode alternative pour la PCR pour la confirmation du
SARM.

Tous les isolats qui présentaient une résistance a la céfoxitine ont été testés pour le
produit mecA (PLP2a) pour confirmer le SARM.

Principe:
Les particules de latex sensibilisées avec des anticorps monoclonaux dirigés contre
PLP2a réagissent spécifiquement avec le SARM pour provoquer une agglutination visible a I'eil

nu. Les Staphylococcus aureus sensibles a la méticilline (SASM) n'agglutinent pas les particules
de latex.

Technique:

- Déposer 50 pl de surnageant d’échantillon dans deux cercles d’une carte d’agglutination.

- Ajouter dans un cercle une goutte (25ul) de latex sensibilise et dans le deuxieme cercle une
goutte (25ul) de latex de contrdle.

- Mélanger a I’aide des batonnets fournis et étaler sur toute la surface des cercles noirs.

- Agiter la carte par une rotation manuelle ou a I’aide d’un plateau rotatif pendant 3 min.

L ecture et interprétation :

Observer la présence ou non d’agglutination :

- L’absence d’agglutination du latex de controle valide la technique.
- La présence d’agglutination du latex sensibilisé uniquement indique que la souche posséde
laprotéine PLP2a.

FLPZa +++ FLPZa +

Figure 18 : Test d'agglutination au latex
(ladétection de la PLP2a) [202].



B- Recherche des BL SE chez lesentérobactéries:

On recherchera une BLSE devant un diamétre inférieur aux valeurs suivantes :

- Céfotaxime (CTX < 27mm) - Ceftazidime (CAZ <22mm)

- Ceftriaxone (CRO < 25mm) - Aztréonam (ATM < 27mm)
Test desynergie:

Principe:

Les BLSE dérivées des enzymes de classe A (Ambler) sont inhibées par les inhibiteurs
de B-lactamases (acide clavulanique, sulbactam et tazobactam) [125].

Technique:

La recherche de la BLSE se fait dans les conditions standards de I’antibiogramme en
déposant un disque d’amoxicilline + acide clavulanique (AMC 20/10ug) & 30mm centre a centre
d’un disque de C3G (Céfotaxime : CTX 30ug ou Ceftriaxone : CRO 30ug). Incuber 18 h a 35°C
[125].

Remarque : Cette technique permet lamise en évidence des TEM et SHV.

Pour les autres BLSE de classe A (CTX-M,...) : Le test de synergie doit étre fait dans les
mémes conditions standards de I’antibiogramme en déposant un disque d’AMC a 30mm centre a
centre d’un disque de : CAZ, CTX ou CRO et ATM en raison de I’existence de phénotypes de
résistance différents (céfotaximase ou ceftazidimase ...)[125].

L ecture et interprétation :

La production d’enzyme peut se traduire par I’apparition d’une image de synergie ou
bouchon de champagne entrelesdisques: - AMC et CTX -AMCet CAZ -AMCeATM.

Figure 19 : Souche de K.pneumoniaeproductrice Figure 20: Souche 9'E-CO| i pr,odugtri cede
de [-lactamase a spectre dargi. 3-lactamase a spectre élargi.

(Bouchon de champagne) [Original€] (Bouchon de champagne) [Originale]



Recommandation :

Chez P.mirabilis, P.penneri, P.vulgaris, Morganella morganii, Providencia stuartii, les
BLSE s’expriment a bas niveau ; dans ce cas, le test de synergie est optimisé en disposant les
disques a une distance de 40 a 45mm au lieu de 30mm.

Absencedesynergie:

En I’absence d’une image de synergie, la production de BLSE sera suspectée devant
toute diminution du diamétre autour des disques de C3G.

Risque d’erreur d’interprétation :

Chez Klebsiella oxytoca, P.vulgaris, P.penneri, Citrobacter koseri, le test de synergie est
positif avec aztréonam et / ou ceftriaxone, mais reste négatif avec ceftazidime dont I’activité est
conservée, signe d’hyperproduction de B-lactamase naturelle chromosomique ou aztréonamase
[125].

Test de confirmation ou technique du double disque::
Cetest devra étre fait systématiquement devant :
- L’absence de synergie avec diminution des diamétres des C3G.

- La présence d’une résistance aux molécules suivantes : ampicilline, ticarcilline, céfazoline
avec un diamétre < 6mm, par contre I’AMC présente un diamétre d’inhibition.

Technique:
Ce test se fait dans les conditions standard de I’antibiogramme.

- Appliquer les disques d’antibiotiques : Déposer un disque d’AMC et un disque de C3G
(CTX ou CRO) aune distance de 30mm (centre a centre).

- Laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure, a la température ambiante (sur la
paillasse), |a boite sera déposée couvercle vers le haut.

- Apres 1 h d’incubation, oter le disque d’AMC et le remplacer par un disque de CTX ou
CRO.

- Incuber la boite 18 h a 35°C.

- La méme technique est réalisée en paralée pour la souche : E.coli ATCC 25922 non
productrice de BLSE [125].

L ecture et interprétation :

Le test du double disque est positif quand le
diamétre d’inhibition autour du C3G, appliqué apres
diffusion du disque AMC est = 5mm par rapport au
diameétre d’inhibition autour du disque de C3G [125].

Figure 21: Test du double disque positif.
[Origina]



C- Recherchedelareésistance chez P.aeruginosa et A.baumannii :

Au niveau de notre laboratoire, la recherche de la multi-résistance chez P.aeruginosa et
A.baumannii est basée sur les résultats de I’antibiogramme par diffusion des disques et par la
Concentration Minimale Inhibitrice (CMI).

Antibiogramme par diffusion :

Tableau 14 : Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibition pour P.aeruginosa
et A.baumannii

Disques d’ATB CAZ (30 ug) IMP (10 ug) CIP (5 ug)
Bactéries R I S R I S R I S
P.aeruginosa 14 15-17 18 13 14-15 16 15 16-20 21
A.baumannii 14 15-17 18 13 14-15 16 15 16-20 21

Figure 22 : Un antibiogramme d’un A.baumannii
toto-résistant [Originalg].

Figure 23 : Unantibiogramme d’un P.aeruginosa
.multi-résistant [203].

Pour ’ABRI (A.baumannii réesistant a I’imipénéme) la détermination de la CMI de
I’imipéneme est nécessaire pour compléter les résultats de I’antibiogramme.



Détermination dela CM|I par bandelettes E-test :
Principe:

Cette technique, utilisant des bandes imprégnées d’un gradient de concentration de
I’ATB (IMP), permet d’obtenir simplement et rapidement une détermination de la CMI, dans les
mémes conditions que I’antibiogramme standard. En routine, elle constitue une alternative
acceptable ala méthode de référence [ 76].

Technique:

- Ensemencer I’inoculum bactérien sur gélose Mueller-Hinton
- Déposer au centre la bandelette E-test qui comporte des concentrations croissantes de
I’imipéneme allant de 0.02 a 32 pg/ml. (Annexe VII1)

L ecture et interprétation :

Aprés incubation de 24 h a 37°C, la valeur lisible a la zone d’intersection entre la
bandelette et I’ellipse de croissance bactérienne correspondra a la CMI.

Tableau 15 : Valeurs critiques de CMI (IMP) pour A.baumannii.

CMI critique (ng/ml)

R I S

16 8 4
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RESULTATS

VI1I.1. Résultats généraux :

Durant les deux ans d’étude, 624 prélévements ont été recus, dont 287 (45.99 %) étaient
positifs.

Prélevements

Préléevements positifs Prélevements négatifs
45.99% 54.01%

Figure 24 : Répartition des pré evements.

VII.1.1. Répartition des prélevementsregus selon letype et par année:
Le nombre des prélévements recus a fortement augmenté durant la 2™ année de I’étude
pour chague type de prélevement. En effet, le nombre de préévements recus a triplé voir

guadruplé ; de 126 prélévements en 2015 4498 en 2016.

Tableau 16 : Répartition des prélevements recus selon le type par année.

Type du L’année du Nombre des Nombre des Nombretotal
préevement prééevement prélévements prélévements des
positifs (+) négatifs (-) prélévements
Urines 2015 13 32 45
2016 28 121 149
Hémocultures 2015 27 30 57
2016 110 106 216
LCR 2015 1 6 7
2016 3 12 15
PDP 2015 4 1 5
2016 65 28 93
Pus et sérosités 2015 9 3 12
2016 23 2 25

STl 283 371 624



VII1.1.2. Répartition du nombre des bactéries isolées selon le type de prélevement et par
annee:

443 souches bactériennes étaient isolées des différents prélévements: 86 souches en
2015 et 357 souches en 2016.

La répartition du nombre des bactéries isolées
selon le type de prélevement et par année
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Figure 25 : Répartition du nombre des bactéries isolées selon le type de prélévement et par année.

VII1.2. Etude des bactéries multi-résistantesisolées :

VI1.2.1. Taux desBMR isolées:
Sur les 443souches bactériennes isolées, 169 (38.15% ) étaient des BMR.

&ouches de BMR

143

souches [— +*

bactériennes

274

- souches non
~_multi-résistantes

Figure 26 : Répartition des souches bactériennes isol ées.



VI1.2.2. Répartition du taux des BMR par année d’isolement :

Les 169 souches de BMR sont réparties comme suit : 29/86 (33.72%) souches en 2015
et 140/357 (39.21% ) souches en 2016.

2015

m Autres bactéries

® BMR

2016

m Autres bactéries

= BMR

Figure 27 : Répartition des souches de BMR isolées par I’année d’isolement.

On remarque que la proportion des bactéries multi-résistantes a augmenté de 5% entre

les deux années de I’étude.

VI11.2.3. Répartition desBMR isolées selon letype du prélévement :

Les BMR ont été abondamment isolées a partir des PDP suivi des hémocultures, des pus
et serosités, des urines et enfin de LCR, avec des taux respectifs de: 41.42%, 26.62%,

20.71%,10.65% et 0.59%.

Répartition des BMR isolées selon le type du
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Figure 28 : Répartition des BMR isolées selon le type du prélevement.



V11.2.4. Répartition desBMR isolées:

Sur les deux années d’étude, on note que la BMR qui prédomine est I’A.baumannii
multi-résistante (80 souches), suivi des Enterobactéries productrices de [-actamases a spectre

élargi (57 souches), de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (24 souches) et enfin de
P.aeruginosa multi-résistant (8 souches).

Parmi les 57 souches d’EBLSE, la K.pneumoniae est I’espece majoritaire (33 souches)
suivi d’E.coli (13souches), de P.mirabilis (6 souches) et enfin d’E.cloacae (5 souches).

Concernant les autres especes d’entérobactéries, aucune souche productrice de B-lactamases a
spectre elargi n’a été isolée.

La répartition des BMR

ABMR
47.33%

K.pneumoniae
19.52%
EBLSE

33.72%

E.coli
7.69%

P.mirabilis
3.55%
E.cloacae
2.95%

PAMR
4.73% SARM
n=169 14.20%

Figure 29 : Répartition des BMR isolées selon I’espéce bactérienne.



VI11.2.5. Répartition des différentesBMR selon letype de préévement :

La figure montre que I’ABMR est la BMR la plus isolée a partir des hémocultures et des
PDP, tandis que les EBL SE sont dominantes dans les urines et dans les pus et sérosités.

Urines Hémocultures

n=18 n=45
PDP Pus et sérosités "V
m EBLSE
= PAMR
m ABMR
n=35

Figure 30 : Répartition des différentes BMR isoléesselon |e type de prélévement.

VII1.2.6.Taux de BMR au sein des principales bactériesisolées:

La figure montre que I’espece bactérienne qui posséde la fréquence la plus élevee de
multi-résistance est 1’A.baumannii avec un taux de 98.76%, en deuxiéme position le Saureus
(61.53%), puis les Enterobactéries (47.89%) et enfin le P.aeruginosa (13.33%).

Taux de la multi-résistance au sein des principales bactéries
isolées
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Figure 31 : Taux de lamulti-résistance au sein des principal es bactéries isol ées.



VI1.2.7. Larésistance des staphylocoques a la méticilline :

Le taux des souches de SARM isolées des différents prélevements provenant de la
réanimation est de 14.2 % (24 souches parmi 169 souches de BMR), ce qui correspond a 24/
39 souches de Saureus (61.5 %).0n a remarqué la présence d’un nombre important des
MRSCN (meticillino-resistant Staphylocccus coagulase negatif) qui est de 43 souches pour 73
souches de SCN (58.9 %).

La résistance des staphylocoques a la méticilline

60
40
20
S.aureus SCN
n=112 @ Sensile a la méticilline @ Résistant a la méticilline

Figure 32 : Larésistance des staphylocoques alaméticilline

V11.2.8. Répartition des Enterobactéries selon le profil BLSE :

Dans la présente étude, I’espece d’entérobactéries la plus résistante est la K.pneumoniae
(61% des isolats de cette espece étaient productrices de BLSE), suivie d’E.coli (59%),
d’E.cloacae (45%) et enfin de P.mirabilis (29% ). Aucune souche productrice de BLSE n’était
isolée chez les autres espéces.

Répartition des entérobactéries selon le profil BLSE
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Figure 33 : Répartition desentérobactéries selon le profil BLSE.



VI11.2.9. La multi-résistance de P.aeruginosa et d’A.baumannii :

L’étude de la résistance aux ATB a montré chez A.baumannii un taux alarmant de
résistance aux B-lactamines ; la quasi-totalité des souches étaient résistantes a la CAZ 74%
(60/81) et 66.6% (54/81) résistantes a I’IMP, ces taux sont aussi inquiétants que ceux de la
résistance aux fluoroquinolones ; en effet 84.9% (68/81) étaient résistantes a la CIP. Parmi ces
souches résistantes 45.7% étaient toto-résistantes (CAZ-IMP et CIP résistantes).

La multi-résistance chez A.baumannii
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Figure 34 : Lamulti-résistance chez A.baumannii.

Les CMI (IMP) a été déterminée chez 35 souches d’A.baumannii. Les résultats obtenus
sont résumés dans | e tableau suivant :

Tableau 17 : Lesvaleurs des CMI (IMP)chez 35 souches d’A.baumannii [125].

CMI =4 CMI =6 CMI =8 CMI =12

1 9 22 3

Concernant les P.aeruginosa, on observe que: 7% des souches (4/60) étaient résistantes
alaCAZ, 10% (6/60) a I’IMP et 1.6% (1/60) ala CIP. Parmi ces souches, une seule était toto-
résistante 1.6%.

Dans notre étude, la Colistine était testée pour 08 PAMR isolées, et elle a resté active sur
toutes les souches.



VI11.2.10. Lesrésistances associées :

- SARM:

Chez les SARM, on releve 85.71%, 55.55%, 13.63% et 63.63% des souches testées
étaient non sensibles (R+) respectivement a: I’amikacine, la gentamycine, I’erythromycine et

I’ofloxacine, les deux souches testées pour la ciprofloxacine reviennent résistantes et aucune
résistance alavancomycine ni alateicoplaine n’a été signalée.

Les résistances associées des SARM
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Figure 35 : Lesrésistances associées des SARM.
- EBLSE:

Notre analyse a également mis en évidence chez les EBLSE que 13.33% des souches
testées (6/45) étaient non sensibles a I’amikacine, 72.72% (24/33) a la gentamicine, 43.9 %
(18/41) a la CIP et aucune résistance a I’'lMP (0/43) ni a la fosfomycine (0/4) n’a été signalée.

Les résistances associées des EBLSE

B souches non sensibles
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Figure 36 : Les résistances associées aux autres antibiotiques des EBL SE.
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DISCUSSION

Nous avons effectué une étude rétrospective afin d’évaluer le taux et I’implication en
pathologie des BMR au sein de I’unité de réanimation du service des UMC du CHU Blida.

Dans notre étude, nous avons ciblés la maorité des bactéries multi-résistantes
responsables des infections nosocomiales en réanimation : SARM, les EBLSE, |le PAMR et
I’ABMR qui sont les souches multi-resistantes les plus répandues et doivent faire I’objet d’une
surveillance particuliére.

Dans de nombreux services hospitaliers, la survenue d’infections a bactéries multi-
résistantes, seulement sensibles a un petit nombre de familles ou sous familles d’antibiotiques,
est devenue une préoccupation majeure. Les résultats de plusieurs enquétes montrent que la plus
grande prévaence de BMR se trouve en réanimation [1].

Durant la période de I’étude, nous avons recensé 624 prélévements dont 283(45,3%) sont
revenus positifs et sur lesquels 443 souches bactériennes étaient isolées. Ce taux confirme que la
documentation des infections bactériennes sont dans les unités de soins intensifs est importante

[9].

Concernant la multi-résistance des bactéries, nos résultats révélent que 38.15 %
(169/443) des bactéries isolées en réanimation étaient des BMR, une prévalence beaucoup plus
élevée (66% de BMR) a été identifiée dans une étude réalisée dans I’unité de soins intensifs du
CHU-Benbadis Constantine en 2011 [66]. L’installation des BMR en réanimation s’est faite dés
la premiere année qui a suivi I’inauguration de I’unité, ces germes ont continué a sévir I’année
d’apres, en effet, le taux de ces derniers était de 34% (29/86) en 2015 et de 39% (140/357) en
2016. L’augmentation du nombre des BMR isolées est relative a I’augmentation du nombre de
prélévements recus qui a triplé voir quadruplé entre les deux années (de 126 prélevements en
2015 a 498 en 2016). Mais nous avons constaté une légére augmentation de la multi-résistance,
qui est de 5% . Cette augmentation n’est pas significative numériquement mais elle est de lourde
conséquence sur le plan pathologique et économique. On peut conclure que malgré les
signalements de la présence de BMR au sein de I’unité, aucune mesure préventive n’a éte prise.

Notre étude a montré que la BMR prédominante est I’A.baumannii multi-résistant
(80 /169 souches), suivi des entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre éargi
(57/169 souches), de Saureus résistant a la meéticilline (24/169 souches) et enfin de
P.aeruginosa multirésistante (8/169 souches). Les résultats obtenus sont compatibles avec ceux
de plusieurs études internationales qui rapportent que le germe multi-résistant le plus incriminé
est I’A.baumannii au niveau des services de réanimation [49]. Mais ce constat est différent de
celui rapporté par des éudes européennes qui rapportent toujours le SARM comme principal
BMR, en raison de I’efficacité des mesures de lutte contre I’infection nosocomiale dans ces pays
[155].



Notre étude rapporte que I’hémoculture est le prélévement qui a présenté le taux le plus
élevé en matiére de positivité suivi du PDP, avec des taux respectifs de 48.40% (137/283) et de
24.38% (69/283).Nos données concordent parfaitement avec ceux rapportée par I’équipe de
Coline Grisotto [71]. En revanche le PDP est |e prélévement le plus riche en BMR avec un taux
de 41.42% (70/169).Les germes multi-résistants isolés a partir de ce dernier éaient surtout des
BGN, dominés par I’ABMR (30/70 = 42.85%).

La résistance a la méticilline est de I’ordre de 61.53% (24 SARM /39 Saureus). Ce taux
est relativement faible par rapport & celui rapporté par I’équipe de Constantine ou 91% des
Saureus étaient des SARM [66]. Les données sur le SARM semblent plus hétérogenes selon les
pays [58]. Au Maroc, une étude réalisée au CHU international « Chelkh Zaid » de Rabat a
montré que le SARM représentait 37.5% du total des S.aureus isolés au niveau des services de
réanimation [48]. Des études européennes situent toujours le SARM comme principal germe
multi-résistant malgré la baisse ces dernieres années de son incidence [27-92].

Dans la présente étude, les isolats de K.pneumoniae productrices de BLSE sont de
I’ordre 61% (33/54 souches de K.pneumoniae isolées). Cette prévaence est élevée par rapport a
des études nord-américaines ou européennes, (29,7% aux Etats-Unis [36]et 25,5% en
Allemagne [106]), similaire a celle décrite au CHU Annaba, pour I’Arabie Saoudite [108]et
I'Amérique latine [104] et inférieure a celle enregistrée en Turquie (80%)[2], et en Inde
(96%)[149]. Par contre la prévalence de la production de BLSE est de 59% pour E.coli, elle est
inférieure a celle de I’Inde (91%) [149], similaire a celle de I’Arabie Saoudite (60%) [108],
légérement supérieure a celle de la Turquie (50% )[2]et fortement supérieure a celle de CHU
Annaba (16%). Toutes ces données confirment que les bactéries productrices de BLSE ont
cause de nombreuses épidémies au niveau local, régiona et international, ayant fréguemment
comme foyer d’origine les services de réanimation [145].

Nous avons constaté une différence entre les taux d’isolement des deux BGNnf, ou on
note une dominance d’A.baumannii (81 souches isolées) par rapport a P.aeruginosa (60
souches). Cette différence peut étre interpréter par la présence d’une compétition entre ces deux
especes. Une étude a déterminé qu’Acinetobacter est le plus fréquent par rapport au
Pseudomonas lorsque ces deux souches ont été cultivées ensemble dans un chémostat avec des
concentrations limitées d'alcool benzylique (source de carbone et d’énergie) [19]. Ainsi, ces
différences peuvent étre également liées aux types de préévements pratiqués et a I'écologie
bactérienne des hopitaux [133].

L’étude de la résistance chez A.baumannii arévélé un taux alarmant de résistance aux -
lactamines ; la quasi-totalité des souches étaient résistantes ala CAZ (75%), ce taux est proche
de celui retrouvé dans des études en Tunisie (71%) [10] et au Maroc (69%) [47]. Larésistance a
I’IMP est de 66.6% (54/81), ce taux est relativement bas de celui rapportée par I’AARN 2015
(83%), et par les études du Maroc (100%) [47]. Par contre, il est plus élevé que celui rapporté
par les éudes Tunisiennes (37%) [10]. La résistance aux fluoroquinolones est aussi tres
inquiétante, en effet, 85% des A.baumanii étaient résistantes a la ciprofloxacine, ce taux est
proche de celui du Maroc (88.5%) [47].



Depuis quelques décennies, I’A.baumannii pose de grands problémes thérapeutiques
partout dans le monde, principalement dans les services de réanimation. La capacité de survie
dans des conditions rudimentaires (I’ Acinetobacter résiste a la dessiccation pendant plusieurs
semaines et sur les mains plus de 60 minutes [107-118]), la résistance naturelle et la grande
diversité des plasmides conferent a la bactérie un grand potentiel d’acquisition des résistances,
par ailleurs, I’utilisation croissante d’antibiotiques a large spectre sélectionne les souches muilti-
résistantes. Actuellement I’émergence de la résistance aux carbapénémes chez A.baumannii est
devenue une préoccupation mondiale dans la mesure ou ces molécules sont souvent le traitement
efficace contre les souches multi-résistantes [47-49].

Dans notre étude, le taux de la résistance est tres faible pour le P.aeruginosa, qui est de
7%, 10% et 1.6% a la céftazidime, a I'imipéneme et a la ciprofloxacine respectivement. Ce
taux est tres bas comparativement a une étude tunisienne, avec les fréquences suivantes : 45.6%,
35.6% et 54% de la résistance a la céftazidime, a I'imipénéme et a la ciprofloxacine
respectivement [10].

Nous avons aussi analysé les résistances aux antibiotiques autres que les [-lactamines
associées a la meticillino-résistance. Elles sont respectivement de I’ordre de 85.71% (6/7),
55.55% (5/9), 13.63% (3/22), 63.63% (14/22) et 100% (2/2) al’amikacine, a la gentamicine,a
I’erythromycine et a I’ofloxacine et la ciprofloxacine. Aucune résistance a la vancomycine ni a
la teicoplanine n’a été détectée. Une autre étude réalisée a Rabat et publié par Elhamzaoui et al
[48], a retrouvé que 54% de SARM étaient résistantes a la gentamicine et toutes ces souches
étaient sensibles aux glycopeptides. La résistance a I’oxacilline est le plus souvent associée a
une résistance aux aminosides (95%), aux fluoroquinolones (90%) et aux macrolides (95%)
[93].

Le profil de multi-résistance des SARM hospitaliers est d0 au fait que le géne mecA est
porté par un élément chromosomique qui contient également d’autres genes de résistance aux
métaux lourds et a d’autres antibiotiques [178].

Concernant les résistances associées aux antibiotiques chez les EBLSE, on constate que
13.33% (6/45) des souches testées étaient non sensibles a I’amikacine, 72.72% (24/33)a la
gentamicine, 43.90% (18/41) a la ciprofloxacine et aucune résistance a I’'IMP (0/43) ni a la
fosfomycine (0/4) n’a été signalée.

Les géenes des BLSE sont généralement portés par des plasmides transférables de grande
taille (85-275Kb) sur lesquelsils sont souvent associés a des genes codant pour la résistance aux
aminosides, au chloramphénicol, aux sulfamides , au triméhoprime, aux cyclines et aux
fluoroquinolones [11].

Ces antibiotiques représentent le traitement de choix des infections a SARM et EBLE
ce qui justifie I’étude de la sensibilité de ces derniers.



Cette situation est évidemment due a la conjonction de la fréguence dutilisation des
dispositifs invasifs, s&§our prolongé, de la réduction des défenses associée a l'immunodépression
et I'utilisation intensive d’antibiotique.Cette dernierea favorisé I’émergence de ces souches,
obligeant les cliniciens a prescrire des antibiotiques au spectre de plus en plus large. Prenant
I’exemple de I’Europe, ou les pays du Sud sont les plus gros consommateurs d’antibiotiques et
rapportent en paraléle les taux de résistance les plus élevés [6].

L’analyse globale des données microbiologiques mets I’accent sur deux points
essentiels:
- La prédominance de I’A.baumannii multi-résistant dans le service de réanimation avec
47.33% (80 souches I’A.baumannii multi-résistant/169 souches de BMR) ;
- Sagrande implication dans les différentes pathogénicités, en particulier, les pneumopathies
nosocomiales (30 souches I’ A.baumannii multi-résistant /70 souches de BMR isolées a partir
des PDP).

Depuis quelques années, I’A.baumannii est considéré comme un pathogéne opportuniste
responsable d'un taux croissant d'infections séveres en réanimation, dont les pneumopathies
principalement [127]. Cette bactérie adhere facilement non seulement a des surfaces biologiques
mais aussi abiotiques, sur laquelle il est capable de former des biofilms ce qui facilite le
processus de colonisation du matériel prothétique (appareils de ventilation) [69], dont la
manifestation la plus frappante d'’Abaumannii est |'apparition endémique et épidémique des
souches multi-résistantes dans les hdpitaux. La gravité et I'évolution souvent fatale de ces
infections sont dues a la conjonction d'un terrain immunodéprime et a une bactérie ayant une
capacité d'acquérir et d'accumuler |es facteurs de résistance a de nombreux antibiotiques [67].

La présente étude a plusieurs limitations. Tout d'abord, la transmission patient- patient
n’a pas été étudiée vu I’absence d’analyse des souches par biologie moléculaire, d’autre part le
statut de portage des germes au moment de |’admission n’était pas connu.

Il est a noter que nos résultats ont été difficiles a comparer a d’autres études parce que
ces derniéres ne s’intéressent qu’a une seule espéce bactérienne, a un seul type d’infection ou
ont été restreintes a certains services. De méme, |la période de notre éude était relativement
courte pour des meilleurs résultats.
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RECOMMANDATIONS

Face a I’accroissement constant de la résistance des bactéries dans nos hopitaux et en
particulier en réanimation, il apparaissait logique d’élaborer des recommandations spécifiques
pour ces organismes multi-résistants.

Ces recommandations ont pour objectif d’optimiser la détection des germes multi-
résistants au laboratoire et de tenter d’apporter des réponses pratiques sur les mesures utiles a
appliquer en matiere de prévention, de surveillance et de contréle de la transmission croisée de
Ces organismes.

Nos recommandations sont destinées aux différentes structures sanitaires :

1. Au servicederéanimation :

Concernant I'environnement architectural et matériel :

- Avoir un environnement architectural et matériel facilitant les isolements géographique et
technique du patient porteur de BMR.

- Gérer les stocks de consommables, |a maintenance des matériels:

- identifier et former les personnes responsables de leurs gestions ;
- identifier un lieu de stockage et d'entretien ;
- élaborer des protocoles écrits pour leur gestion.

- N'introduire dans la chambre que le strict nécessaire (notamment ne pas introduire les
dossiers médicaux).

- Pour certaines BMR, I’environnement immédiat des patients porteurs peut étre contaminé et
nécessite un nettoyage et une désinfection adaptés : points d’eau et surfaces pour le PAMR
et pour I’ABMR.

- Linstallation d’au moins un lavabo équipé (distributeurs de savon liquide et de papier
essuie-mains, réguliérement approvisionnés) dans chague chambre.

Concernant le personnel soignant :

- Avoir un personnel qualifié et en nombre adapté ala charge de travail.

- Impliquer le personnel médical dans I'organisation du travail.

- Définir chaque poste de travail et responsabiliser chague membre de I'équipe.

- Former le personnel a la maitrise de la diffusion des BMR (prise de conscience des risques
et mesures préventives).

- Lepersonnel soignant doit signaler les patients porteurs de BMR (pictogramme commun).

- Ameliorer les mesures d’hygiene (la désinfection des mains par une utilisation étendue des
solutions hydro-al cooliques).

- Nepasintroduire tout personnel étranger au service dans la chambre.

2. Aulaboratoire de microbiologie :

Dépistage systématique des patients a I’admission et du personnel soignant médical et
paramédical alarecherche des SARM et EBLSE.
Signalisation : La notification rapide et claire par le laboratoire qui permet de faire connaitre
a I’équipe soignante les patients porteurs de BMR. La notification repose sur :

- le contact personnalise entre le biologiste et I’équipe soignante ;

- lamention du caractére multi-résistant de la bactérie sur la feuille de résultats (une fiche de
signalisation de BMR est proposee ci-apres).
Informer réguliérement le personnel de I'évolution de la situation épidémiol ogique.
Développer un outil moléculaire de surveillance des résistances bactériennes aux ATB.



3. Au Centre Hospitalo-Universitaire:

 Créer un poste de médecin infectiologue ou hygiéniste en réanimation : c’est un acteur qui
organise la prise en charge des patients porteurs de BMR : circulation de I’information, mise en
place de précautions complémentaires et suivi épidémiologique.

» Fournir les moyens nécessaires a la mise en pratique des programmes de lutte contre les
infections nosocomiales en général, et contre les infectionsaBMR en particulier.

* Lutte contre la pression de sélection des ATB : Il est indispensable de créer un comité des anti-
infectieux au sein de chaque hépital qui aura pour mission principale I’élaboration d’une
politique de I’utilisation rationnelle des ATB. Ce comite doit fonctionner en articulation avec le
CLIN, et sastructure et ses missions doivent faire I’objet d’un texte réglementaire.

» Renforcer la qualité des enquétes de surveillance (en favorisant I’expertise externe :
transparence méthodologique, notamment par Iaudit, P’implication des usagers, la
communication).

4. Aux autorités sanitaires:
Mettre en place (ou soutenir s’il existe) en collaboration avec le Ministere de la Santé, un
programme national de lutte contre les infections nosocomiales a bactéries multi résistantes
spécifiguement en réanimation afin de maitriser la diffusion de ces souches et d’éviter
I’évolution vers I’impasse thérapeutique.

Etablir un plan d'action & court, moyen et long terme :

- Intégrant le programme de maitrise de la diffusion des BMR dans | e projet d'établissement

- Priorisant les actions a mener et a financer, en fonction de la situation épidémiologique
locale et des moyens de |'établissement

- Intégrant les actions de : prévention, surveillance, évaluation, vigilance (alerte et actions
correctives).

Ce sont moins les recommandations que leurs
respect qui importe



SIGNALISATION D’UNE BACTERIE MULTI-RESISTANTE AUX
ANTIBIOTIQUES

IDENTIFICATON DU PATIENT
Nom :
Prénom :
Sexe:

Date de naissance :

RESULTATS DE L’ANALYSE
Réservé au laboratoire:

Site de I’isolement :

[ Urines Pulmonaire Cathéter

| Selles [ Hémocultures [ Sphere génitale
| Sphére ORL [ Pus " Sphererectale

[ Autres:

NaturedelaBMR :

-  SARM (Saureus Résistant alaMéticilline) : |
- EBLSE (Entérobactérie sécrétrices de B-lactamases a spectre élargi) : [

-  PAMR (P.aeruginosa multi-résistant) : [ CAZ-R [ IMP-R [ CIP-R
- ABMR (A.baumannii multi-résistant) : | CAZ-R | IMP-R [ CIP-R
- Autres: [

Réservé au SEMEP :

Pr écautions complémentaires d'hygiéne:

Précautions complémentaires d'hygiene: [ Oui [ NON
Sl oui : I Contact T AIr [ Gouttelettes
Date delevée d’isolement : ../../....

Traitement antibiotique (Pour BMR) :
Traitement antibiotique PropoSE: .......c.vvvvviiiiiiiie e,
Durée du traitement @ .............cooeeviiinnnns

Cettefichedoit suivrele patient danstous ses déplacementset lorsdestransfertsentreles
établissements hospitaliers.

UN PORTAGE OU UNE INFECTION A BMR N’EST PAS UNE RAISON DE NON
ADMISSION.




CONCLUSION



CONCLUSION

La multi-résistance bactérienne constitue un véritable probléme thérapeutique en
réanimation, il est donc intéressant de voir que ces germes disposent d’un arsenal extrémement
vaste et divers pour contrecarrer |I’action antibiotique.

La détection de ces résistances par le laboratoire doit étre rapide et exacte. Cette
évolution impligue une mise a jour réguliére des connai ssances des microbiol ogistes au sujet des
meécanismes de résistance mais aussi une amélioration technol ogique des outils diagnostiques. A
chague fois que le laboratoire aisol€ une bactérie multi-résistante, il doit lasignaler.

Aingl, lalutte contre les BMR est axée sur le bon usage des antibiotiques (réduction de la
pression de sélection) et la prévention de la transmission croisee, qui repose en premier lieu sur
I’application stricte des précautions standards quels que soient le patient et le soin mis en ceuvre.

Les situations que vit notre pays sont a notre sens liées a I’absence d’une « culture de
prévention ». La prise de conscience doit reposer sur un changement de mentalité qui ne pourra
se faire que si, dés I'école, puis au cours des études médicales et infirmiéres, les programmes
d'enseignement inculguent ces notions comme des prérequis pour toute activité de soins, jusqu'a
ce qu'elles deviennent des évidences.
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Figure 37 : Lacomposition des envel oppes des bactéries Gram a (+) et Gram a (-)
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AnnexelV

Tableau 18 : Listes des ATB avec leurs spectres d’action (RAHAL .K 2013).

Familles Antibiotiques (DCI) Spectre d’activité
Glycopeptides -Vancomycine -Bactéries a Gram (+) essentiellement
) ) les  multirésistantes SARM,
-Teicoplanine Entérocoques et Pneumocodque
résistants aux pénicillines
Non classe Fosfomycine -Saphylococcus aureus et
Streptococcus pneumoniae
-Entérobactéries sauf Morganella
mor ganii.
-N.meningitidis, Pasteurella et
Pseudomonas aeruginosa
Polymixines - Polymixine B -Bacilles & Gram (-) sauf : Proteus,

- Polymixine E ou colistine

Providentia, Serratia marcescens,
Morganella morganii et Edwardsiella
tarda

-Les bactéries & Gram (+) et les
mycobactéries sont  naturellement
résistantes

Lipopeptides cycliques

Daptomycine

-Bactériesa Gram (+)

Aminosides

Les aminosides sont souvent utilisés

€n association avec d'autres
antibiotiques (B-lactamines)

-Streptomycine,
dihydrostreptomycine

-Néomycine,  Paromomycine
Framycétine (voie locale).

-Kanamycine, = Tobramycine
Dibékacine, Amikacine

- Cocci et bacillesa Gram (+).

- Cocci et bacilles a Gram (-),
- Mycobactéries  (streptomycine,
kanamycine).

Les anaérobies et les streptocoques
sont résistants

-Gentamicine, Sisomycine,

Nétilmicine

- Spectinomycine Neisseria gonorrhoeae
Macrolides Lincosamides- Macrolidesvrais: -Cocci a Gram (+) : SARM (-) et
Streptogramines (MLYS) 14 atomes : Erythromycine, Streptocoque

Oléandomycine,
Roxithromycine,
Clarithromycine,
Dirithromycine

-15 atomes :Azithromycine -
16 atomes: Josamycine,
Spiramycine, Midécamycine

-Cocci a Gram (-) Neisseria,
Moraxelles
-Bacilles &  Gram (+) :

Corynebacterium diphteriae,Listeria
monocytogenes, Bacillus

-Certains bacilles a Gram (-)
Campylobacter- Helicobacter-
Legionella




-Certains anaérobies : Eubacterium,
Propionibacterium

-Autres bactéries Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia, Borrelia

Lincosamides:

-Lincomycine, Clindamycine

- Staphylocoque, Streptocoque.

Les lincosamides sont inactifs sur les
entérocoques.

Streptogramines
Pristinamycine,
Virginiamycine Quinupristine,
Dalfoprystine

Staphylocoque et autres Cocci a
Gram (+)

Cyclines

-Oxytetracycline,
Chlortetracycline.

-Doxycycline, Minocycline

-Glycylcyclines

-Bactéries a multiplication
intracellulaire : Chlamydia, Brucella,
Rickettsia, Mycoplasma, Borrédlia,
Leptospira,Pasteurd|a...

-Bactéries a Gram (+) et (-)
Neisseria gonorrhoeae, Bacillus
anthracis, Francisella
tularensis,Yersinia pestis

ATB non classé

Acide fusidique

Bactéries a Gram (+), surtout utilisé
comme anti staphylococcique.

Phénicolés

-Chlorampheénicol

-Thiampheénicol

Bactériesa Gram (+) et (-)

En Algérie ils sont réservés au
traitement de la fiévre typho et
paratyphoidique

Oxazolidinones

- Linézolide

Bactéries a Gram (+) résistantes aux
traitements habituels y compris les
multi résistantes.

Quinolones

Fluor oquinolones

Acide nalidixique, Acide
pipémidique, Acide oxolinigue,
Fluméquine

Entérobactéries

Les Gram (+) sont résistantes

- Péfloxacine, Ofloxacine
Norfloxacine, Ciprofloxacine

Entérobactéries et Staphylocoques

Lévofloxacine, Moxifloxacine
Sparfloxacine, Gatifloxacine

Staphylocoques, Streptocoques,
Pneumocoques, bacilles a Gram
(+)(sauf Bacillus)

Rifamycines Rifamycine, Rifamycine SV -Mycaobactéries
-Bactéries a Gram (+) a
développement cellulaire.  --Divers
bacilles a Gram (-) dont Brucella
Sulfamides Sulfapyridine,Sulfafurazole Bactéries a Gram (-), mais il existe

Sulfaméthoxydiazine
Sulfaméthoxypyridazine

beaucoup de résistances vis a vis de




Sulfaméthoxazole ces antibiotiques.
Sulfaméthizole Sulfaguanidine
2-4 Diaminoptéridine Trimethoprime Il est utilisé en association avec les
sulfamides (voir Sulfamides +
Trimethoprime
Sulfamides + Trimethoprime Sulfaméthoxazole + | Bactéries a Gram (+) et (-) mais il
Trimethoprime existe beaucoup de résistances vis a
(Cotrimoxazole) vis de ces antibiotiques.
AnnexeV

Mécanismes de résistance a |I'antibiotique

La diminution de la permeabilite
de la membrane empéche
I"'antibiotique d'entrer

. Pompe

Antibiotigue
refoule

Figure 40 : Mécanismes de la résistance bactérienne aux ATB (KHIEV.B et VEBER.B 2010)



Annexe VI

GENRE ESPECES

Escherichia E. coli

Shigella S. dysenteriae, 5. sonnei, S. boydii, 5. flexneni
Salmonella S. typhi, paratyphi A, B, C....... > 2000 sérotypes
Kiebsiella K. pneumoniae, K. oxXytoca.......

Enterobacter E.cloacae, E.aerogenes.........

Serratia S. marcescens......

Proteus P. mirabilis, P, vulgans

Providentia P. rettgeni, P. stuartii
Mearganella M. morganii

Citrobacter C. freundii....... .
Hafnia H. alvei
Yersinia Y. pestis, Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis

Figure4l: Les principales especes d’entérobactéries impliquées dans les pathologies
humaines.(FAUCHERE.J-L, AVRIL.J-L 2002)

Annexe VI |

Tableau 19 : Caractéres biochimiques des entérobactéries.

zenres _ 3 s & g S le |= |8 8
[o} c T o o I c @ o}

Caracter i 2 /2 |8 |8 |8 |5 |8 |8 |3
biochimiqu 8 < Q E > 5 69_
ONPG + - - + - - + + +
VP - - - + - + + -
RM + + + - + - - + + +
Citrate - +/- - + +/- + + R T +
Indole + - +/- +/- +/- - - +/- +/- +
Uréase - - - + + - - + - +/-
Lactose + - - + - + +/- - +/-
Gaz + +/- - + + + +/- - + +/-
H2S - +- - - +/- - - - +-
LDC + +/- - +/- - +/- +/- - - +/-
ODC + + +/- - +- + +- +/- + +-
TDA - - - - + - : 5 3 T

+: positif - : négatif +/- : variable selon les especes




Annexe VIII

Fichestechniques

Examen a I’état frais

Principe:

C'est une méthode rapide qui permet d’observer entre lame et lamelle les bactéries vivantes mobiles et
immobiles, les différentes structures cellulaires de la réaction inflammatoire (les leucocytes), les hématies,
les cellules épithéliales et les levures.

Technigue:
e Humidifier I’écouvillon avec une goutte d’eau physiologique pour faciliter I’étalement sur la lame
«  Déposer une goutte de prélévement sur une lame propre et stérile.

* Recouvrir lagoutte par une lamelle en partant d’une position inclinée de 45°

L ecture: observation a I’objectif x40 (Gx40)

» Visualisation des bactéries et leurs mobilité, avec approche de leur mode de regroupement.
* La présence des éléments cellulaires qui indique la réaction inflammatoire (les leucocytes), les

hématies, les cellules épithéliales et les levures.

Examen apr es coloration au bleu de méthylene

Principe:

Dans certains cas ou nous observons des globules blancs a I’état frais, nous faisons appel a la coloration au
bleu de méthylene pour déterminer I’équilibre leucocytaire, afin de distinguer le type de I’infection
(bactérienne ou virale).

C’est une coloration trés simple qui permet non seulement la détermination de I’équilibre leucocytaire,
mais aussi I’observation des bactéries, des champignons .....

Technigue:

* Rédliser unfrottis, lefixer et le sécher.

* Recouvrir par le bleu de méthylene

e Laisser agir 10 minutes.

e Laver al’eau du robinet, puis sécher entre deux feuilles du papier buvard.

Lecture:

e Examiner a I’objectif x100 (Gx 100) a immersion (avec une goutte d’huile).







Coloration de Gram

Principe:

C’est la coloration de référence en bactériologie. La coloration de Gram met en évidence les
propriétés de la paroi bactérienne, ce qui permet de classer les bactéries selon leur morphologie (cocci,
bacilles) et leur propriété tinctoriale, ce qui est d’un grand intérét diagnostique.

Technique:
Elle est réalisée selon les étapes suivantes :

e Préparation du frottis:
- Déposer une goutte d’eau sur une lame.

- Prélever un fragment de colonie a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée.
- Dissocier soigneusement le fragment de colonie dans la goutte d’eau physiologique.
- Sécher rapidement en passant la préparation au-dessus de la flamme d’un bec bunsen.

« 1% coloration par le violet de gentiane. Laisser agir pendant 01 minute.

» Fixation au lugol (solution diode-iodurée) : étalez le lugol et laisser agir le méme temps que le
violet de gentiane ; rincer al'eau déminéralisée.

» Décoloration (rapide) a l'alcool 95°: verser goutte a goutte I'alcool sur la lame inclinée
obliquement, et surveillez la décoloration qui doit étre rapide. Rincer abondamment avec de |'eau
deminéralisée.

* Recoloration alafuchsine diluée. Laisser agir pendant 01 minute.

» Laver doucement al'eau déeminéralisée.

» Séchezlalame.

L ecture: Observez avec une goutte d’huile a immersion a I’objectif x 100 (G x 100)

Si les bactéries ont une paroi pauvre en peptidoglycanes, perméable a I’alcool, elles seront colorées en
rose par la fuchsine (bactéries a Gram négatif). En cas de paroi riche en peptidoglycanes, elles resteront
colorées en violet (bactéries a Gram positif).

Test dela catalase

Principe:

La catalase est une enzyme du systéme respiratoire présente chez la plupart des bactéries aérobies ou
anaérobie ayant un meétabolisme oxydatif. Elle empéche I’accumulation de I’eau oxygénée toxique
apparaissant au court de certaines réactions métaboliques, selon laréaction suivante :

2H C f ZH +0

La recherche de la catalase est un test fondamental pour orienter I’identification des CGP.

Technique:

»  Sur une lame propre et séche, déposer une goutte d’eau oxygénée.
e Al’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, ajouter I’inoculum bactérien.
*  Observer immediatement.

Lecture:

e Apparition de bulles, dégagement gazeux de dioxygéne : catalase (+)
e Pasdebulles: catalase (-)




Test de I’oxydase

Principe:

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase des bactéries, a
partir de leur culture en milieu gélosé.

Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N-diméthylparaphényléne diamine. Ce réactif est
incolore, mais en présence de I’enzyme, il libere un composeé rose violacé, noircissant a I’air.

La recherche de I’oxydase est un test fondamental pour orienter I’identification des BGN.Elle permet
de différencier les entérobactéries qui sont oxydase négative des autres BGN oxydatifs qui sont oxydase
positive (Pseudomonas).

Technique:
» Sur une lame propre et seche, déposer le disque d’oxydaseimbibé d’eau physiologique.

» Prendre une colonie a I’aide d’une pipette Pasteur, la déposer sur le disque.

Lecture:
* Silacouleur delacolonie est rose violacée : oxydase (+)
e Si pasde virage de couleur delacolonie : oxydase (-)

Utilisation de citrate (sour ce de car bone)

Principe:
Certaines bactéries, sont capables d’assimiler le citrate de sodium comme seule source de carbone et
d’énergie.

Technique:
Le milieu utilisé est le Citrate de Simmons (phosphate d’ammonium + citrate de sodium + bleu de

bromothymol).
e Ensemencer la pente de ce milieu a partir d’une colonie isolée prélevée sur GN en stries
longitudinales et paralléles & I’aide d’une pipette Pasteur stérilisée a la flamme.
(En pratique, seule la moitié inférieure est ensemencée, I’autre moitié servira du témoin).
* Incuber a 37°C pendant 24h.

Lecture:
Lorsque le milieu vire au bleu (modification de pH), laréaction est positive.

Etude de la voie d’attaque des glucides :

Principe:

L es bactéries attaguent |es sucres soit par voie oxydative, fermentaire ou les deux voies alafois.

Technique:
Lemilieu utilisé : MEVAG (contient e sucre éudié + rouge de phénal)

e Audébut placer lesmilieux 15 min au bain-Marie. Laisser refroidir.

«  Pour chague souche, ensemencer deux tubes par piqure centrale a partir d’un bouillon.
» Ajouter la vaseline a I’un des deux tubes.

* Incuber a37°C pendant 18 a48h

Lecture:
Rouge : réaction (-)
Jaune: réaction (+)

e Si seulelapartie supérieure du tube sans vaseline est acidifiée ; le germe est oxydatif.
« S’il y’a acidification des deux tubes ; le germe est fermentaire.
» Siaucun des deux tubes n’est acidifié ; la souche n’utilise pas le sucre employé.




Détermination dela voie fermentaire:

Principe:

La mise en évidence de la voie fermentaire empruntée par un germe est tres importante pour son
diagnostic. Les deux voies cherchées sont :

-V oie des acides mixtes mise en évidence par le test RM (rouge de méthyle).

- Voie de butyléne-glycol mise en évidence par laréaction de VP (V oges Proskauer).

Technique:
- Ensemencer le milieu Clark et Lubs avec la suspension bactérienne a étudier a I’aide d’une pipette Pasteur
stérile.

- Incuber a 37°C pendant 24h.

Lecture:
Aprésincubation, répartir le milieu dans deux tubes :
- Dansle 1% tube, gjouter 1 a2 gouttes de rouge de méthyle : - Coloration rouge : RM (+)
- Coloration jaune : RM (-)

- Dans le 2°™ tube on ajoute 0.5 ml de VP1 (soude 4N) puis 0.5 ml de VP2 (solution alcoolique a-naphtol).
Agiter et laisser le tube en position inclinée pendant 10 min :

- coloration rouge : VP (+)

- coloration jaune : VP (-)

Etude des enzymesintervenant dans la dégradation des sucres (recher che de la -galactosidase = test
de ’ONPG) :

Principe:
L’enzyme la plus couramment rechercher est la B-galactosidase, responsable de la dégradation du
lactose. Les bactéries ayant cette enzyme dégradent un galactoside artificiel : Ortho-nitrophényl-pyrano

galactoside (ONPG) en libérant I’ortho-nitrophénol qui colore le milieu en jaune.

Technique:

e Dansun tube a essai, contenant 0.5 ml de suspension bactérienne dense et pure, gjouter un disque
d’ONPG.
* Incuber a 37°C pendant 24h.
Lecture:

Coloration jaune : B-galactosidase (+)

Pas de coloration :3-galactosidase (-)




Milieu Triple-Sugar-lron (TSI)

Principe:

Le but de ce test est de mettre en évidence cing caracteres, la fermentation de 3 sucres (glucose,
lactose, saccharose), la production du gaz et la formation de sulfure d’hydrogéne (H.S).

Technigque:

* Unmilieu TSI est ensemencé par stries sur la pente et par piqure centrale dansle culot.
« Incuber a 37°C pendant 24h. (les tubes ne sont pas fermés a fond pendant I’incubation).

Lecture:
- Culot : - jaune : fermentation du glucose (glucoset).
- rouge : glucose (-).
- Pente: - jaune : fermentation du saccharose et/ou du lactose.
- rouge : pas de fermentation du saccharose et du lactose.
- Dégagement de gaz (gaz +), pas de bulles d’air (gaz-).

- Noircissement de milieu : production de H,S (H,S +), pas de noircissement (H,S-).

Milieu Mannitol mobilité:

Principe:

C’est un milieu de culture qui permet de déterminer la fermentation du mannitol ainsi que la mobilité
de labactérie aidentifier.

Technigue:

e L’ensemencement du milieu s’effectue par piqure centrale dans une gélose de mannitol-mobilité
(contient du mannitol + nitrates + rouge de phénal).
* Incubation & 37°C pendant 18 & 24h.

Lecture:
e Milieujaune: Mannitol (+).
* Milieurouge: Mannitol (-).
* Culturelelong de lapiqure seulement : bactérie immobile.
» Trouble sur toute lamasse : bactérie mobile.




Recher che des décar boxylases (ADH, ODC, LDC)

Principe:

Ce test détecte la capacité qu’a une bactérie de produire des décarboxylases et des déshydrogénases,
enzymes qui dégradent les acides aminés a savoir I’arginine, la lysine et I’ornithine.

Technigue:

Le milieu utilise: Moeller Falkow (contient I’acide aminé a étudier + glucose + pourpre de
bromocrésol. Coloration violette du milieu).

» Ensemencer a partir d’une suspension bactérienne, des milieux contenant les différents acides aminés
(arginine, lysine et ornithine), et un témoin, qui ne contient que du glucose.

e Ajouter quelques gouttes d’huile de vaseline stérile (pour I’anaérobiose).

* Incuber a37°C pendant 18 a 24h.

Lecture:
- Tube témoin : virage au jaune indique la fermentation du glucose et I’acidification du milieu.
- Tubestests:

- Milieu coloré en violet : réaction (+). Les bactéries ont acidifié le milieu & partir du glucose,
ensuite par décarboxylation de I’acide aminé présent, le milieu est devenu alcalin.

- Milieu jaune: réaction (-). Les bactéries ont seulement fermenté e glucose.

Recherche de I’'urease, tryptophane disaminase (TDA) et tryptophanase (test d’indole)

Principe:

Lemilieu utilisé: Milieu de Ferguson qui permet de réaliser 3 tests biochimiques : le test uréase, le
test TDA et le test indole.

Technigue:

» Prélever un inoculum et I’ensemencer dans le milieu Ferguson.
* Incuber a37°C pendant 24 h.

Lecture:
- Uréase: - Virage de I’indicateur du jaune orangé au rouge violacé : Uréase (+)
- Absence de virage : Uréase (-)
- Indole : On gjoute le réactif de Kovacs (4 a5 goulttes) :
- Apparition d’un anneau rouge en surface : Indole (+)
- Pas de formation d’anneau rouge : Indole (-)
- TDA : On gjoute 7 a 8 goutes de réactif TDA (perchlorure de fer)
- Coloration immédiate du milieu en brun : TDA (+)

- Coloration jaune clair : TDA (-)




Systeme Api :

Principe:

Elle comporte en général 20 micro-tubes contenant des substrats déshydratés. Les micro-tubes sont
inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la
période d’incubation se traduisant par des virages colorés spontanés ou révélés par I’addition des réactifs.

Technigque:

e Préparation de I’inoculum : de charge bactérienne bien définie selon lagalerie Api utiliséé.

» Préparation de la galerie: réunir le fond et le couvercle d’une boite d’incubation en répartissant
environ 5ml d’eau dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide, puis déposer la galerie dans la
boite d’incubation.

* Inoculation delagalerie: introduire la suspension bactérienne dans le micro-tube de la galerie a I’aide
de la méme pipette (pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la méme
pipette sur le cété de la cupule), en inclinant Iégerement la boite d’incubation vers I’avant.

Pour lestests encadrés: remplir les tubes et les cupules

Pour les tests soulignés: remplir les tubes avec I’inoculum, et les cupules avec la vaseline ou I’huile de
paraffine.

Pour lesautrestests: remplir uniquement les tubes.

e Incubation desgaleries: refermer la boite d’incubation et incuber a 36 +/- 2°C pendant 24h.

L ecture et interprétation :

La lecture se fait a I’aide du tableau de lecture et I’identification est obtenue a I’aide du catalogue
analytique ou de logiciel d’identification.

Antibiogramme par diffusion des disques

Principe:
Le principe consiste a placer la culture de bactéries en présence du ou des ATB et a observer les
conséguences sur le développement et la survie de celle-ci

Technigue:
Lemilieu utilisé est le milieu de Mueller Hinton

Préparation de I’inoculum :
- A partir d’une culture pure, racler quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
- Bien décharger I’anse ou I’écouvillon dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente & 0,5 MF. L’utilisation
d’un densitomeétre est fortement souhaitable.
Ensemencement :
- Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum.
- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin de décharger au
maximum.
- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries serrées.
- Répéter 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 d’antibiotiques :
- Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotique sur une boite de 90 mm.
- Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide de pinces bactériologiques stériles et ne pas déplacer les
disques apres application.
Laliste des antibiotiques atester selon la bactérie isolée, figure dans e tableau n° 19.




Tableau 19 : Liste des antibiotiques a tester pour les bactéries non exigeantes

Staphylococcus spp

Entérobactéries

Pseudomonas spp

Acinetobacter spp

Pénicilline (10UI)
Oxacilline (1pug)

Ampicilline* (10pg)
Amoxicilline + Acide

Ticarcilline (75ug)
Ticarcilline + acide

Ticarcilline (75pg)
Ticarcilline + acide

Céfoxitine (30pug) clavulanique(20/10pg) | clavulanique clavulanique
Amikacine (30ug) Céfalotine**** (30png) (75/10pg) (75/10pg)
Amikacine (30ug) Pipéracilline (100pg) | Pipéracilline (100ug)
Céftazidime (30pg) Céftazidime (30ug
Gentamicine (10pug) Céfoxitine (30png) Aztréonam (30pg) Imipéneme (10ug)

Kanamycine (30pug)

Céfotaxime** (30pg)

Imipénéme (10pg)

Amikacine (30pg)

Erythromycine Imipéneme  (10pg)/ | Amikacine (30pg) Gentamicine (10ug)

(15pg) Méropéneme (10pg)

Clindamycine (2pg) Ertapénéme (10pg) Gentamicine (10pg) Tobramycine (10ug)

Pristinamycine Amikacine (30ug) Tobramycine (10pg) | Nétilmicine (CMI

(15pg) seulement)

Ofloxacine (5pg) Gentamicine (10pug) Nétilmicine (30ug) Ciprofloxacine (5ug)

Chloramphénicol Acide nalidixique | Ciprofloxacine (5pg) | Lévofloxacine (5ug)

(30ug) (30ug)

Vancomycine  (CMI | Ciprofloxacine (5pg) Lévofloxacine (5ug) Doxycycline***

seulement) Colistine (10pg) ***** | Fosfomycine (50ug) | (30pg)

Teicoplanine (30pg) +50pg G6P Triméthoprime +
sulfaméthoxazole
(1.25/23.75ug)

Rifampicine (5ug) Chloramphénicol Rifampicine (30pg) Colistine (CMI

Triméthoprime + | (30ug) Colistine (10ug) seulement)

sulfaméthoxazole Furanes (300pg) Rifampicine (30ug)

(1.25/23.75ug) Triméthoprime +

Tétracycline*** sulfaméthoxazole

(30pg) (1.25/23.75ug)

Acide fusidique | Fosfomycine (200ug)

(10ug)

Fosfomycine (50ug)

Composé

vibriostatique

0/ 129%*xx

*: réponse d’'interprétation valable pour 'amoxicilline

** . réponse d’'interprétation valable pour céftriaxone, céfixime, céfoperazone, céfdinir et

céfpodoxime

***: réponse d’interprétation valable pour tétracycline et doxycycline
*#kx : réponse d'interprétation valable pour céfalexine, céfaclor
wkkxk : antibiotique testé a visée diagnostic.

Conditions d’incubation :

Respecter la température, I’atmosphére et la durée d’incubation recommandées pour chaque bactérie (pour
Staphylococcus spp, Entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter spp :18heures (a
prolonger pour OXA et VAN/TEC) 35°C Atmosphére ordinaire).




Lecture:

- Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied & coulisse.

- Pour les bactéries testées sur Mueller-Hinton simple, les mesures seront prises en procédant par
transparence atravers le fond de la boite de Petri fermée.

- Pour les bactéries testées sur Mueller-Hinton au sang, les mesures de diametres de zones d’inhibition
seront prises, boite de Petri ouverte et bien éclairée.

- Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de | ecture correspondantes.
Classer la bactérie dans I’une des catégories S (sensible), R (résistante) ou | (intermédiaire).

Contréledequalité:
Pour chaque espéce bactérienne testée, un contrdle de qualité est réalisé dans les mémes conditions de test
et d’incubation.

CMI par bandelettes E-test :

Principe:

Cette technique, utilisant des bandes imprégnées d’un gradient de concentration d’antibiotiques, permet
d’obtenir simplement et rapidement une détermination de la CMI, dans les mémes conditions que
I’antibiogramme standard. En routine, elle constitue une alternative acceptable ala méthode de référence.

Technigue:

eInoculum : 0,5 Mc Farland ensemencé selon la technique décrite pour I’antibiogramme standard
* Application des bandelettes : sur la surface de la gélose, & I’aide de pinces bactériologiques stériles.
« Utiliser une bandelette par boite (90 mm de diamétre)

* Incubation : 18 a 20 heures

Lecture:

* L’interprétation ne pourra se faire que si les résultats de la souche de référence rentrent dans I’intervalle
des valeurs critiques données par le CLSI.
« Lire la valeur de la CMI correspondant a I’intersection entre I’ellipse de non culture et la bandelette.

« Comparer ces résultats aux valeurs critiques figurant dans le tableau récapitulatif des valeurs critiques
pour les CMI de la bactérie correspondante.

« Classer la bactérie dans I’une des catégories : « S» Sensible, « | » Intermédiaire ou « R » Résistant




RESUME

Les infections nosocomiales causées par les bactéries multi résistantes (BMR) constituent un
véritable probleme de santé publique particuliérement dans les unités des soins intensifs.

L’objectif de notre travail est d’évaluer le taux des BMR et leur implication en pathologie au
sein de I’unité de réanimation.

Nous avons mené une étude rétrospective sétalant sur une période de 02 ans allant du
01/01/2015 au 31/12/2016. La date du début de I’étude correspond a la date d’inauguration de
I’unité de réanimation du service des UMC du CHU Blida.

Ainsi, nous avons recense 624 prélévements dont 283 (45,35%) sont revenus positifs et sur
lesquel's 443 souches bactériennes étaient isolées. Parmi ces souches, 169 éaient des BMR soit
un taux de 38.15%.

La BMR prédominante est I’ Acinetobacter baumannii multi-résistant avec un taux de 47.33%
(80 /169 souches), suivi des Enterobacteries productrices de [-lactamases a spectre éargi avec
un taux de 33.72% (57/169 souches), de Saphylococcus aureus résistant a la méticilline avec
14.20% (24/169 souches) et enfin de Pseudomonas aeruginosa multi-résistant avec 4.73%
(8/169 souches).

Les BMR proviennent essentiellement des prélevements distaux protégés avec un taux de
41.4% (70/169).

La surveillance et la lutte contre la multi-résistance bactérienne est nécessaire dans les unités de
réanimation.

Mots clés: Réanimation — Infections nosocomiales - Bactéries multi-résistantes -
Acinetobacter baumannii- Prévention.
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Abstract

Infections caused by multidrug-resistant bacterium (BMR) are a real public health problem,
particularly in intensive care units.

The objective of our work is to evauate the rate of BMR and their involvement in pathology in
the resuscitation unit.We haveconducted a retrospective study over a period of two years from
01/01/2015 to 31/12/2016. The start date of the study corresponds to the date of the resuscitation
unit’s inauguration in the UMC service(Blida CHU).

So, 624 samples were collected, 283 of them (45.3%) returned positive, knowing that 443
bacterial strains were isolated, of these strains 169 were BMR. Themultidrug-resistance rate was
38.15% .The predominant BMR is the multidrug-resistant Acinetobacter baumannii with a rate
of 47% (80/169 strains), followed by the extended spectrum [-lactamase
producingenterobacteriaceae witha rate of 34% (57/169 strains). The richestBMR sample was
the distal protected specimens with arate of 41.4% (70/169).

The surveillance and the fight against the bacterial multidrug-resistant is required in
resuscitation services.

Key words. Resuscitation — Multidrug-resistant bacteria - Acinetobacter baumannii - Protected
distal specimen - Fight.
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RESUME

Les infections nosocomiales causées par les bactéries multi résistantes (BMR) constituent un véritable
probléme de santé publique particuliérement dans les unités des soinsintensifs.

L’objectif de notre travail est d’évaluer le taux des BMR et leur implication en pathologie au sein de
I’unité de réanimation.

Nous avons meneé une étude rétrospective sétalant sur une période de 02 ans alant du 01/01/2015 au
31/12/2016. La date du début de I’étude correspond a la date d’inauguration de I’unité de réanimation du
service des UMC du CHU Blida.

Ainsi, nous avons recensé 624 prélévements dont 283 (45,35%) sont revenus positifs et sur lesquels 443
souches bactériennes étaient isolées. Parmi ces souches, 169 étaient des BMR soit un taux de 38.15%.

La BMR prédominante est I’Acinetobacter baumannii multi-résistant avec un taux de 47.33%
(80 /169 souches), suivi des Enterobacteries productrices de B-lactamases a spectre élargi avec un taux de
33.72% (57/169 souches), de Saphylococcus aureus résistant a la méticilline avec 14.20% (24/169
souches) et enfin de Pseudomonas aeruginosa multi-résistant avec 4.73% (8/169 souches).

Les BMR proviennent essentiellement des préévements distaux protégés avec un taux de 41.4%

(70/169).
La surveillance et la lutte contre la multi-résistance bactérienne est nécessaire dans les unités de
réanimation.

Mots clés : Réanimation — Infections nosocomiaes - Bactéries multi-résistantes - Acinetobacter
baumannii- Prévention.

Abstract

Infections caused by multidrug-resistant bacterium (BMR) are a real public health problem, particularly
in intensive care units.

The objective of our work is to evaluate the rate of BMR and their involvement in pathology in the
resuscitation unit. We have conducted a retrospective study over a period of two years from 01/01/2015
to 31/12/2016. The start date of the study corresponds to the date of the resuscitation unit’s inauguration
in the UMC service (Blida CHU).

So, 624 samples were collected, 283 of them (45.3%) returned positive, knowing that 443 bacteria
strains were isolated, of these strains 169 were BMR. The multidrug-resistance rate was 38.15%. The
predominant BMR is the multidrug-resistant Acinetobacter baumannii with a rate of 47% (80/169
strains), followed by the extended spectrum [-lactamase producing enterobacteriaceae with a rate of
34% (57/169 strains). The richest BMR sample was the distal protected specimens with a rate of 41.4%
(70/169).

The surveillance and the fight againgt the bacterial multidrug-resistant is required in resuscitation
Services.

Key words: Resuscitation — Multidrug-resistant bacteria - Acinetobacter baumannii - Protected distal
specimen - Fight.



