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RESUME

La propagation dans les hopitaux de bactéries résistantes aux antibiotiques est inquiétante
pour la santé publique. L’environnement hospitalier peut étre colonisé par ces bactéries

multirésistantes et provoquent des infections nosocomiales difficiles a traiter.

120 échantillons ont été prélevés a partir des surfaces proches des patients au niveau de
plusieurs unités se rattachant au service de maternité dans un hopital de la wilaya de Blida durant

une période allant du mois de mars 2022 jusqu’au mois de juin 2022.

Les résultats étaient positifs dans 71% des cas répartis comme suit : 70% dans la salle
d’accouchement,15% dans la salle post partum, 13% dans la salle de circoncision., et 2% dans la

salle de soin.

38% des souches bactérienne isolées sont des bacilles a Gram négatif. Les entérobactéries
étaient majoritaires avec un taux de 78% (n=25), les Pseudomonas avec un taux 16% (n=5) et un

pourcentage de 6% (n=2) pour les Acinetobacter.

L’antibiogramme & démontrer [’existence des souches résistantes dont 64% des
entérobactéries sont résistantes a I’AZT, 60% a la CTX. Un taux de résistance était de 24% pour la
NA, 23% pour I’AMX, 8% vis-a-vis de la C et une résistance de 4% vis-a-vis a la CIP et a la GEN.
Pour les Pseudomonas, 100% des souches résistaient a la T1, 60% résistai a la TCC et un taux de
20% pour la CAZ. Les Acinetobacter résistaient a la CAZ et a la TCC avec un taux de 100%.

Les tests complémentaires nous ont permis de déceler des souches productrice de BLSE de
classe A, les entérobactéries représentaient 47%, les Pseudomonas avec un taux de 80% alors que
les Acinetobacter avec un taux de 100%. Avant la désinfection, les bactéries BGN formatrices de
biofilm étaient représentées par un taux de 58%, apres la désinfection, il y eu régression de ce taux a
3%.

Mots clés : Environnement hospitalier, Bactéries multirésistantes, Résistance aux ATB, Biofilms,
Désinfection.



Abstract

The spread of antibiotic-resistant bacteria in hospitals is a public health concern. The
hospital environment can be colonized by these multiresistant bacteria and cause nosocomial

infections that are difficult to treat.

120 samples were taken from the areas near the patients at several units connected to the

maternity ward in a hospital of the wilaya of Blida during a period from March 2022 to June 2022.

The results were positive in 71% of cases distributed as follows: 70% in the delivery room,

15% in the post partum room, 2% in the treatment room, and 13% in the circumcision room.

38% of the bacterial strains isolated were gram-negative bacilli, Enterobacteriace were the
majority with a rate of 78% (n=25), Pseudomonas with a rate of 16% (n=5) and a percentage of 6%

(n=2) for Acinetobacter.

The antibiogram showed the existence of resistant strains of which 64% of the
Enterobacteriace are resistant to AZT, 60% to CTX, a rate of resistance of 24% for NA, 23% for
AMX, 8% for C and a resistance of 4% to CIP and GEN. For Pseudomonas, 100% of the strains are
resistant to T1, 60% to TCC and 20% to CAZ. Then Acinetobacter are resistant to CAZ and TCC
with a rate of 100%.

The complementary tests allowed us to detect strains producing class A ESBL of which
Enterobacteriace represent 47%, Pseudomonas with a rate of 80% while Acinetobacter. with a rate
of 100%. Before disinfection, biofilm-forming GNB bacteria were represented by a rate of 58%,
after disinfection, this rate decreased to 3%.

Key words: Hospital environment, Multi-resistant bacteria, Antibiotic-resistant, Biofilm
Disinfection.
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Introduction

INTRODUCTION

L’environnement hospitalier est un réservoir des bactéries multirésistantes.
Depuis plus de 20 ans, il est considéré comme la plus importante source d’infections
nosocomiales a cause de la contamination des surfaces autour des patients suite au

manqgue d’hygiéne (Lopez-Cerero,2013).

Les infections nosocomiales également connue sous le nom d'infection
hospitaliere sont des infections contractées par des patients hospitalisés ,causées par des
bactéries, des champignons, des virus et des parasites. Elles représentent un probleme
majeur de santé publique et socio-économique courant dans les hépitaux du monde
entier, causant des séjours hospitaliers plus longs et une mortalité plus élevée chez les
patients touchés, en particulier dans les pays en voie de développement (Askarian et
al.,2013). Les patients atteints d'infections nosocomiales peuvent transmettre I'infection a
d'autres patients, augmentant ainsi le risque de propagation d'un type d'agent invasif dans

la communauté ( Zhang et al.,2017).

Les bactéries Gram négatif (BGN) ont un réle trés important dans les différentes
infections communautaires et nosocomiales. Ces bactéries se divisent on deux grands
groupes, les BGN fermentaire et non fermentaires (INSPQ, 2022). Les plus retrouvées
dans le milieu hospitalier sont le groupe des entérobactéries (BGNF) : Escherichia coli,
Shigella, Salmonella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, et Proteus Morganella,
Providencia, Serratia, Yersinia, et le groupe des BGN NF comme Pseudomonas

aeruginosa et Acinetobacter baumannii (Ben Abdallah et al., 2005) (Liassine, 2000).

Due a la pression de la sélection impliquée par [’utilisation accru des
antibiotiques, une variété de mécanisme de résistance sont apparus suite a la mobilisation
et le transfert horizontal d'une large gamme de génes de résistance aux antibiotiques
qualifiant ces bactéries a des niveaux remarquables de résistance a plusieurs famille
d’antibiotiques (Khodare et al.,2020 ; Alcock et al.,2019). Ces bactéries sont dites
BMR lorsqu’elles sont résistantes a trois classes d'antibiotiques ou plus utilisées en méme
temps dans le traitement clinique par des mécanismes intrinseques ou extrinseques.
(Giuffre et al .,2016).




Introduction

La résistance aux antimicrobiens est une crise croissante en médecine clinique,
c’est pour cela que ’OMS a établi un classement des principaux pathogénes bactériens
résistants aux antibiotiques pour lesquels il serait nécessaire de trouver et de développer
de nouveaux antibiotiques. Parmi ces pathogeénes, les bacilles a Gram négatif qui
représentent le groupe le plus critique résistants aux carbapénémes et aux

cephalosporines de troisieme génération (OMS ,2017).

Cette résistance se fait par une autre maniere lorsqu’il s’agit de bactéries
formatrices de biofilm qui sont des communautés microbiennes composes de cellules
noyées dans une matrice de substances polymeres extracellulaires et qui ont été associes a

un large éventail d'infections nosocomiales (Schillaci et al., 2010).

Les biofilms protégent les bactéries envahissantes contre le systéme immunitaire
de I'néte (Cramton et al.,1999) et augmentent également leur résistance contre les

antibiotiques conventionnels d'environ 1000 fois (Bjarnsholt et al.,2009).

Egalement, les cellules du biofilm subissent un taux de mutation plus éleve, ce qui
entraine une multiplication par 10 de I'efficacité du transfert du plasmide ayant un gene
de résistance aux antibiotiques, lorsque le biofilm est exposé a une concentration

sublétale de cet antibiotique (Ma et Bryers, 2013).

L’émergence de ces germes neécessite des enquétes de prévalence dans un

contexte épidémique (Denis F et al., 2016).

Dans le but de prévenir 1’échec thérapeutique et de diminuer le risque de
mortalité, cette étude a pour but de rechercher les Enterobacteriaceae, les Pseudomonas
et les Acinetobacter multirésistantes, qui peuvent étre probablement associés a des
infections nosocomiales dans le service de maternité, a partir d’échantillons provenant de
differents sites de prélevement de surface dans un hopital de la Wilaya de Blida. Les
objectifs que nous nous sommes fixés sont :

e Isolement, purification et identification biochimique des BGN.
e Tester les bactéries isolées vis a vis des différents antibiotiques pour déterminer
leurs profil résistance.

e Identifier le taux des bactéries formatrices de biofilm
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I.  ENVIRONNEMENT HOSPITALIER ET INFECTIONS NOSOCOMIALES

L’environnement hospitalier est habituellement composé de 1’ensemble des ¢léments

solides, liquides ou gazeux qui entrent en contact avec le personnel dans une structure

hospitaliére, les patients et méme les visiteurs. Cet environnement peut étre contaminé par des

microorganismes et regroupe : les surfaces, 1’eau, 1’air (médical ou atmosphérique), le linge,

les dispositifs médicaux, les aliments, les déchets et les solutés (préparations injectables,

solutions d’antiseptiques...) ( Saouide el Ayne ,2014).

Les principales zones de risque sont portées sur le tableau suivant :

Tableau 1. Zones de risques dans les hopitaux

1 2 3 4
Risques Risques moyens Risques sévéres | Trées hauts | Sites étudié
minimes risque
Halls Circulations Soins intensifs, Néonatalogie | Maternité
Bureaux Ascenseurs Réanimation Bloc .
) . L (Risques moyens)
Services Escaliers Urgences opératoire
administratifs Salles d'attente Salle de "petite | Service
Services techniques | Consultation externe chirurgie™ de greffe S .
. : ” : . . alle de soins
Maison de retraite Salles de réeducation Salle de soins | Service post-
Reésidence pour Foncthnpelle. post- de brilés Interventionnelle
personnes agées Maternité. Interventionnelle
Unité d'hébergement Salle (Risques séveéres)
pour personnes agées. d'accouchement
Service long et moyen | Nurserie
séjour. Pédiatrie Salle
Psychiatrie Chirurgie d'accouchement
Stérilisation centrale Médecine (Risques severes )
Pharmacie Hémodialyse
Blanchisserie Radiologie
Locaux  d’entreposage | Laboratoires Bloc opératoire
intermédiaire des déchets | Exploration (Tres hauts
ou du linge sale Fonctionnelle risque)
Sanitaires Stérilisation
centrale

Salle d'autopsie

Oncologie, Oncohématologie

Hématologie
Endoscopie
Hémodynamique
Imagerie
interventionnelle

médicale

(CCLIN, 2005)
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Cet environnement hospitalier peut contaminer les patients et étre a 1’origine
d’infections nosocomiales.

Ces infections sont généralement catégorisées en 13 types selon leur site d'infection,
qui sont specifiés en fonction de leurs critéres cliniques et biologiques (Nimer ,2022). Les
plus courantes sont :

» Infections du flux sanguin associées aux cathéters centraux (CLABSI).

» Infections des voies urinaires associées au cathéter (CAUTI).

» Infections du site opératoire (ISO).

» Pneumonie assistée par ventilateur (PAV).

Le risque n’est pas limité seulement a ceux qui sont infectés mais I’infection peut étre
transmise a d'autres patients, augmentant ainsi le risque de propagation d'un type d'agent

invasif dans la communauté (Zhang et al.,2017).

1.1 Transmission des BMR dans I’environnement hospitalier

Elle se fait soit d’une maniére directe par le patient lui-méme a travers le microbiote
soit d’une maniére indirecte par manuportage grace aux mains des personnels soignants ou de
visiteurs (Duval ,2019). L’hospitalisation d’un patient précédemment infecté ou porteur des
BMR favorise 1’acquisition de cette résistance dont le risque varie selon 1’espece bactérienne
(Ajao et al., 2013). L’environnement hospitalier est un réservoir qui représente 1’un des

témoins de manque d’hygiéne hospitaliére (Talon ,1999).

1.2 Mesure de prévention
1.2.1 Environnementales
La désinfection et la méthode de nettoyage varie selon la position géographique de

I’établissement de santé, le sol et les types de surfaces.

> Le nettoyage : se fait dans 4 zones selon la vulnérabilité des patients (tableau voir
annexe)

» Usage d’eau chaude /surchauffée comme alternative pour certains objets comme les
linges

> Deésinfection et stérilisation de matériel qui est utilisable par le patient afin de détruire
tous les microorganismes (Duval ,2019).
Apreés la sortie du patient de 1’hépital, il faut désinfecter la chambre par un nettoyage

terminal qui consiste a la désinfection des surfaces inertes (Owens et Rice ,2006).
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1.2.2  Individuelles

Elles se réalisent par : la décontamination des mains qui se fait avant/aprés avoir
touché le patient, aprés un contact avec un liquide biologique, et avant un acte antiseptique
(OMS,2009), et par I’hygiene personnel, le port de tenues vestimentaires, le port de gant et de
masque,—1’isolement géographique et le Cohorting qui veut dire qu’il y a un personnel
soignant spécial pour les patients porteurs de BMR pour éviter le contact avec les autres
patients (Duval ,2019).
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. BACILLES GRAM NEGATIF FERMENTAIRES
1.1  Entérobacteries

Les entérobactéries sont des bactéries qui colonisent le tube digestif des animaux et
de I’homme. Elles appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae qui contiennent une
variété de genres. Ce sont des bacilles a Gram négatif non-exigeants, mobiles / immobiles,
non sporulés, aérobies-anaérobies facultatives. Ils fermentent le glucose avec ou sans

production de gaz, oxydase négatif et catalase positif (Delarras,2007).

I1.1.1 Taxonomie
Les relations phylogénétiques entre les genres de cette famille sont fondées sur

I’analyse des séquences de I’ARNr 16S.

Tableau I1. Nomenclateur actuelle de la famille Enterobacteriaceae

Regne Eubacteria
Embranchement Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
(Bergey,2004)

11.1.2 Habitat
Les entérobactéries sont des hétes de tube digestif de ’homme et de nombreux

animaux ou ils sont retrouvés soit a 1’état pathogéne soit a 1’état commensal. Mais cette
localisation digestive n’est pas exclusive. On les retrouve également dans I’environnement
(sol, eau) ou ils participent a la dégradation des maticres organiques, a 1’altération des plantes

suite a des necroses, a la dégénérescence ou a un ramollissement (Hart ,1997).

11.1.3 Caractéristiques bactériologiques
+ Caracteres morphologiques
Les entérobactéries mesurent de 2 a 3 um de longueur et 0.5 um de largeur, la plupart
qui possedent des pili communs et des fimbria qui représentent les facteurs d’adhésions sont
considérés comme des pathogénes pour I’homme (Delarras,2007).
+ Caracteres Culturaux
Les entérobactéries considérées comme non-exigeantes. Elles poussent sur des milieux

ordinaires in vitro sans facteurs de croissance. La température optimale de la croissance est de
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37°C comme elles peuvent aussi poussées a des températures plus au moins extréme (20 et

40°C). Les entérobactéries présentent plusieurs aspects de colonie :

» Les formes S (Smooth) : les colonies sont bombées, lisses, humides et brillantes,
c’est généralement la forme habituelle et sont de 2 a 4 mm de diamétre.

» Les formes R (Rough) : se trouvent aprés plusieurs repiquages des souches, les
colonies sont seches, rugueuses, avec un contour de teinte mate et irrégulier, cette
forme est trouvée chez les klebsiella dont leur diametre peut dépasser les 10mm et on
les rencontre aussi chez des Salmonella parathyphi B. Les formes R donnent un
aspect grumeleux lors de I’utilisation de bouillon.

» Les colonies naines : se trouvent chez des souches déficientes dans certaines de
leurs chaines métaboliques (Delarras,1998).

+ Caracteres biochimiques
L’identification des entérobactéries est basée sur les caracteres biochimiques par
I’utilisation des tests pour reconnaitre :la fermentation des sucres, le métabolisme protéique,
I’utilisation de citrate comme seule source de carbone, la production de H,S, la présence des
enzymes et dégagement de gaz. (Tableau : voir annexe). Les caractéristiques communes des
entérobactéries sont :

> Elles fermentent le glucose et sont des aéro anaérobie facultatives.

» Elles assurent la réduction de nitrate en nitrites et parfois méme la réduction de ce
dernier en diazote dans le cas des Klebsiella ou parfois non comme Yersinia et

Shigella, et elles possédent la catalase et dépourvus d’oxydase (Delarras,2007).

+ Caracteres antigéniques
La plupart des espéces d'entérobactéries présentent un antigéne commun appelé
antigene de Kunin ou ECA (Enterobacterial Common Antigen) (Khayar, 2011).
Il existe trois catégories d'antigenes :

> Les antigénes O : qui correspondent aux polyosides fixés sur les lipopolysaccharides
(LPS) et qui constituent les endotoxines des bactéries a Gram négatif.

> Les antigenes H : ce sont des antigenes flagellaires qui se trouvent seulement chez les
especes mobiles.

» Les antigenes K : ces antigenes capsulaires sont généralement composés d'une
couche externe polysaccharidique constituant une véritable capsule et donnant un

aspect muqueux. (Kayser et al .,2016).
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11.1.4 Germes retrouves dans le milieu hospitalier
+ Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) est I'espéce le plus répandu du tractus gastro-intestinal des
humains et des animaux vertébrés (kaper et al., 2004). En tant que commensal, elle vit en
symbiose avec ses hotes. Toutefois, elle est également I'un des agents pathogenes les plus
courants, car elle est responsable d'une grande variété de maladies (Allocati et al., 2013) .

Les E. coli pathogenes sont responsables de nombreuses grandes épidémies de
diarrhée infantile, de diarrhée sanglante, de cystite, de pyélonéphrite, de méningite etc...
Identifié comme I'agent pathogene & l'origine de maladies infectieuses, comme le nouveau E.
coli producteur de toxines Shiga (Liu et al.,2019). Ces souches peuvent étre séparés en deux
grands groupes en fonction du type d’infection, les E. coli pathogénes intestinaux (INPEC) et
les E. coli pathogenes extra-intestinaux (EXPEC) avec des sous-groupes pour chacun
(Ségolene , 2016). Les souches de E. coli uropathogenes (UPEC) qui sont responsables 80 %
des infections des voies urinaires expriment plusieurs facteurs de virulence (Kaper et
al.,2004).

+ Klebsiella

Klebsiella sont des bactéries immobiles et capsulées. L'espece type est Klebsiella
pneumoniae, germe trés répandu dans la nature (sol et eau). Elle forme d’épais faisceaux de
structure fibrillaire couvrant la surface bactérienne en couche épaisse et dense qui protége la
bactérie de la phagocytose par les polynucléaires neutrophiles, d’une part de [I’effet
bactéricide de facteurs seériques et d’autres part les souches exprimant les antigénes
capsulaires K1 et K2 qui sont particulierement virulentes dans un modéle murin de péritonites
comparées a d’autres sérotypes qui sont peu ou pas virulents (Arafa et al.,2009). Considérée
comme un agent pathogene opportuniste fréqguemment infectant les patients en état critique et
immunodéprimés et impliquée aussi dans les infections associées aux soins (Berrazeg et al.,
2013) (Hennequin et Forestier, 2007).

+ Serratia
Serratia marcescens représente 1’espéce type de genre Serratia, mobile, acapsulée
mais certaines études ont montré que la capsule peut étre formée quand les souches sont
cultivées en anaérobiose sur un milieu de culture qui contient de faibles quantité de nitrogéne
et de phosphate (Martha Embrey et al.,2004).
Elle est présente de maniere ubiquitaire dans I’environnement, chez les humains et les

animaux et I’environnement hospitalier (Saralegui et al., 2020). C’est le troisieme agent
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pathogene a l'origine d'infections opportunistes et nosocomiales (Cristina et al.,2019). Au
cours des quatre derniéres décennies, Serratia a été a l'origine d'épidémies multiclonales, a

propagation rapide et chronique (Maltezou et al.,2012).

+ Proteus

Proteus sont tres répandus dans la nature, mobile polymorphe, représentés par
I’espece type Proteus mirabilis (Avril ,2000). IlIs végétent en saprophytes sur la peau et les
mugqueuses, et sont les hotes habituels du tube digestif de I’homme et des animaux (Hart
,1997). Ils sont responsables d’infection urinaire dans 90% des cas, lié aux pathologies gastro
intestinales comme les gastro entérites, maladie de crohn, aussi des maladies hépatobiliaires et
pancréatiques et des infections nosocomiales et autre extra intestinales comme les infections
respiratoires ,auriculaires etc... .Plusieurs facteurs de virulence sont responsables de cette

diversité de pathologies (Hamilton et al., 2018).

+ Enterobacter cloacae complexe (ECC)

Ce complexe est formé par des bactéries opportunistes qui se trouvent dans
I’environnement (sol/eau), les plantes, les animaux et dans la flore normale de I’intestin chez
I’homme a 1’état commensal (Akbari et al.,2016). L’espéce type est Enterobacter cloacae
touche souvent les patients hospitalisés et plus particulierement ceux traités par des
antibiotiques et peuvent étre a 1’origine d’infections urinaires, de pneumonies ainsi que

d’infections cutanées (Dioman,2008).
I11. BACILLE GRAM NEGATIF NON FERMENTAIRES

Ce sont des bactéries aérobies strictes. On retrouve essentiellement les espéces
Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumanii ainsi que d’autres espéces appartenant

aux genres: Stenotrophomonas, Burkholderia, et Achromobacter (Martin ,2011).

1.1 Pseudomonas

Le genre Pseudomonas regroupe plus de 140 espéces dont les principales sont
Pseudomonas aeruginosa (espece type) isolé la premiére fois par GESSARD (Eyquem et al.,
2000).

Caractérisé par des colonies de couleur vert de gris, il dégage une odeur aromatique
caractéristique de seringa due a la production d’ortho-amino-acétophénone, intermédiaire du

métabolisme du tryptophane et non liée a la production du pigment (Eyquem et al.,2000).




Partie bibliographique

111.1.1  Taxonomie

Leur classification est résumée dans le tableau suivant :

Tableau I11. Nomenclature de I’espéce Pseudomonas aeruginosa

Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales

Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas
espéce Pseudomonas aeruginosa

(Bergey,2004)

111.1.2  Caractéristiques bactériologiques
Bacille gram négatif, de 0.5 a 1.3 um de diamétre, mobile par ciliature polaire, aérobie
stricte, non sporulé, et non exigeant, il produit deux pigments hydrosolubles qui s’appellent la
pyoverdine (jaune vert) qui est un sidérophore et la pyocyanine (bleu) dont ils assurent un réle

dans la virulence de la bactérie.

Il est pourvu d’une oxydase, une ADH, une nitrate réductase, une gélatinase, une
uréase, et une licitinase qui ne peut tre révélée qu’en milieu liquide, et aussi il ne fermente

pas les sucres (Eyquem et al ,2000)

111.1.3 Habitat et pouvoir pathogéne
C’est une bactérie ubiquitaire qui se retrouve chez I’humain, le sol, I’eau, les milieux
humides, les égouts, et le milieu hospitalier. Cette variété d’habitat est expliquée par la

capacité d’adaptation et la présence de métabolisme polyvalent.

Ce germe opportuniste qui peut évoluer vers 1’état pathogéne et provoque des
infections sévéres (Spiers et al.,2000). Il est & 1’origine de pneumonies associées a la
ventilation, des infections urinaires et de la circulation sanguine et aussi des infections

chroniques et cause chez les immunodéprimés des septicemies ( Parkins et Somayaji , 2018).
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1.2 Acinetobacter baumannii

Acinetobacter est un genre tres diversifié avec plus de 50 especes, dont la majorité
sont des organismes environnementaux (Al Atrouni et al., 2016). Celle qui est impliquée le
plus dans les infections est Acinetobacter baumannii (A. baumannii) considéré comme

I’espéce type de ce genre (Hochman et Phillips,2020).

Un groupe de quatre génoespéce biochimiquement identiques connus sous le nom de
complexe Acinetobacter -baumannii/calcoaceticus, formé par Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter pittii et Acinetobacter nosocomialis (Kornelsen
et Kumar, 2021).

111.2.1 Taxonomie

Leur classification est résumée dans le tableau suivant :

Tableau IV : Nomenclature de I’espéce Acinetobacter baumannii

Régne Bacteria
Embranchement Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Moraxellaceae
Genre Acinetobacter
Espéce Acinetobacter baumannii

(Doughari et al.,2011)

111.2.2 Caractéristiques bactériologiques

A. baumannii est un coccobacille a Gram négatif, non mobile, non exigeant, oxydase-
négatif, catalase-positif, aérobie non fermentaire (Lin et al.,2014). 1l se retrouve dans les
environnements humides, y compris les sols, les zones humides et méme l'eau de mer (Al
Atrouni et al., 2016). Avec une capacité de se changer morphologiquement contribuant
probablement a sa persistance (Wong et al .2017). Selon Fournier et Richet (2006), A.
baumanni a une survie sur une surface solide dans les unités hospitalieres aprés des mois,

voire des années.
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111.2.3 Pouvoir pathogene

En raison de sa capacité a persister dans I'environnement clinique ,A. baumanni est
I’espéce la plus courante du complexe Acinetobacter -baumannii/calcoaceticus représentant
le taux le plus élevé des infections nosocomiales, y compris les infections de la peau et des
tissus mous chez des patients souffrant de brdlures, de blessures ou de traumatismes graves,
les infections des voies urinaires associées aux cathéters , la pneumonie associée a la
ventilation (PAV) , la méningite et la bactériémie (Hochman et Phillips,2020.). Avec une
densité d’infection intense dans les unités de soins intensifs (Wong et al.,2017).

IV. Antibiorésistance

Une souche est dite résistante lorsqu’elle supporte une concentration d’antibiotique
notablement plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres

souches de la méme espece (Faure,2009).

La multirésistance aux antibiotiques est une conséquence provoquée par 1’utilisation
massive des antibiotiques comme traitement chez I’homme et I’animal. Le contact des
bactéries avec les antibiotiques provoque une capacité d’adaptation a la pression exercé par
ces antibiotiques grace a des mutations chromosomiques ou I’acquisition de matériel
génétiques étranger qui s’accumulent dans une bactérie par les transmissions croisées et des
cycles successifs de pression de sélection entrainant une multi résistance aux antibiotiques et

des impasses thérapeutiques (Jarlier ,2019).

IV.1  Types de résistance bactérienne aux antibiotiques
IV.1.1 Résistance naturelle

Cette résistance se trouve dans toutes les souches de la méme espece d’une maniére
permanente et d’origine chromosomique, stable et transférable par la division cellulaire a la
descendance, mais elle n’est jamais transférable a une autre bactérie (transmission horizontal)

(Carle ,2009).

Elle se manifeste par : une modification de la cible ou absence de cette cible ou une

diminution de perméabilité par exemple (Nounci,2019).

IV.1.2 Résistance acquise
Cette résistance est observée chez les souches généralement sensibles a un antibiotique

donné, qui se fait par une mutation chromosomique ou par un transfert génétique a partir
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d’une autre bactérie, ce qui provoque une diminution de sensibilité en vers la molécule
toxique (Aboya Moroh,2013).

IV.1.3 Résistance croisée

On parle de résistance croisée, lorsqu‘une résistance a un antibiotique engendre une
résistance a un autre composé par un seul et méme mécanisme biochimique (Muylaert et
Mainil ,2012) .

IV.2  Mécanisme de résistance enzymatique
Elle se fait par la sécrétion d’enzyme qui assure la désactivation des antibiotiques

méme avant la pénétration au sein de microorganisme (Babic et al.,2006).

Ce phénomeéne a été observé pour la premiere fois dans les années 1950 pour la
pénicilline par la production d’enzyme qui hydrolyse ces molécules qui s’appelle les béta
lactamases, aussi par la modification de la cible et les pompes a efflux ( Nicolas-Chanoine et
al., 2008).

IV.2.1 Bétalactamases

Les pB-lactamases a spectre élargi, groupe hétérogéne d'enzymes bactériennes
présentant une affinité augmentée pour diverses p-lactamines (Volkov ,2018). lls hydrolysent
ces antibiotiques par I’ouverture du cycle p-lactame et sont inhibées par les inhibiteurs de la
B-lactamase (Chong et al., 2018).

Ambler a classé les béta lactamases en 4 classes :

» Classe A qui contient les EBLSE de type TEM, SHV, CTX-M et certaines
carbapénémases (KPC, GES, SME).
» Classe B : qui sont les métallo bétalactamases représentées par les carbapénémases
VIM, IMP.
» Classe C qui contient les AmpC céphamycinases chromosomique.
> Classe D représenté par les AmpC plasmidique, les EBLSE OXA et les carbapénemes
Oxa (Pitout, 2010).
Les EBLSE sont sensibles aux céphamycines et sont inhibées par les inhibiteurs de
beta lactamine et aussi par BLBLI Classique comme I'amoxicilline-acide clavulanique,
I'ampicilline-sulbactam, la pipéracilline-tazobactam, la ticarcilline-sulbactam et Ile

céfopérazone-sulbactam (Rodriguez-Bafio et al.,2018).




Partie bibliographique

IV.2.2 Carbapénémases

Les BGN résistantes aux carbapénémes provoquent non seulement des infections
graves notamment les infections des voies urinaires, la septicémie, I'endocardite, la méningite
et les infections intra-abdominales graves (Rodriguez-Bafio et al.,2018). Mais elles
entrainent des hospitalisations plus longues, des colts de santé plus élevés et une mortalité
accrue que les infections bactériennes sensibles aux carbapénemes (Lutgring,2019). Il existe
plusieurs méthodes de résistance aux carbapénémes, essentiellement par la synthese des
enzymes carbapénémases y compris la carbapénémase de Klebsiella pneumoniae de classe A ,
les métallo-B-lactamases de classe B et les B-lactamases de classe D OXA, qui sont codées par

de nombreux génotypes et qui peuvent étre transférable ( Diéne et Rolain ,2014).

La résistance peut également étre développée par des pompes d'efflux, des
changements de perméabilité causés par la perte de porine de membrane externe ou par des

mutations ( Ruppé et al.,2015).

IV.2.3 Enzymes inactivant les aminosides

Il 'y a trois classes d'enzymes pouvant inactiver les aminosides : les acétyle-
transférases, les nucléotidyle — transférases et les phospho-transférases. Chaque enzyme
possede donc son profil de substrat et va par conséquent donner naissance a un profil de
résistance aux aminosides. Les génes codant pour ces enzymes sont le plus souvent

plasmidiques (Bouyahya et al.,2017).

IV.3  Meécanismes de résistance non enzymatique
IV.3.1 Efflux actif

C’est un systeme d’excrétion utilisé par les bactéries pour diminuer la concentration
des produits toxiques comme les antibiotiques, suite a une expression de transporteur actif
(pompe) (Nikaido,2009).

Ce mécanisme est répandu et efficace pour la diminution d’activité de la quasi-totalité
des antibiotiques (Webber et Piddock,2003), causant une résistance croisé chez les BGN

suite au contact répété avec ces antibiotiques (Hernando Amado et al.,2016).

IVV.3.2 Modification de cible
Ce mécanisme se manifeste par une modification partielle de la nature de la cible, un
changement total, une hyperproduction de la cible ou parfois plusieurs modifications

associées due a une mutation ou par acquisition de géne (Nounci.2019).




Partie bibliographique

IV.3.3 Diminution de perméabilité

Observer essentiellement chez les BGN suite a la présence de la membrane externe qui
entraine une résistance naturelle par P’inhibition de la pénétration des antibiotiques
hydrophobes, et qui ont une grande masse moléculaire comme : pénicilline G, pénicilline M,

macrolides, rifampicine, acide fusidique, vancomycine (Figueiredo ,2011).

Cette barriére est formée essentiellement par les porines qui ne laissent passer que les
antibiotiques hydrophiles de faible masse moléculaires (Paolozzi et Liébart, 2015 ) . Lors
d’une mutation des porines, il y aura une inhibition de passage de ces molécules hydrophiles
grace a une diminution de quantité ou par une modification structurale (Kumar et Schweizer
, 2005) .

IV.4  Antibiorésistance chez les entérobactéries
IV.4.1 Antibiorésistance chez Escherichia coli

E. coli résiste de maniére inhérente aux pénicillines G, le premier B-lactame introduit
dans la pratique clinique, en raison de sa barriere membranaire externe. E. coli est également
résistante a plusieurs classes différentes d'antibiotiques avec des mécanismes d'action distincts
(Johnson et al., 2012) (Erb et al.,2007) .

Les B-lactamases sont le plus souvent produites par les Enterobacteriaceae en général
et par E. coli en particulier constituent une large classe d'enzymes, qui sont souvent codées
sur des plasmides. Ils conférent une résistance aux pénicillines et aux céphalosporines et sont
une cause émergente de multirésistance chez les bactéries Gram-négatives (Allocati et
al.,2013) .

E. coli peut acquérir d'autres traits de résistance aux médicaments a partir de bactéries
environnementales et I’inverse, il peut propager ses génes de résistance a des agents

pathogénes potentiels dans différents habitats (Da Costa et al.,2013) .

IV.4.2 Antibiorésistance chez Klebseilla pneumoniae

K. pneumonie est I'une des nombreuses bactéries qui ont attiré l'attention en raison de
I’augmentation spectaculaire de la résistance aux antibiotiques au cours des derniéres
décennies (Bengoechea et Pessoa, 2019). Elle comprend une résistance aux fluoroquinolones,
aux cephalosporines de troisieme génération et aux aminoglycosides, avec une résistance

supplémentaire aux carbapénémes (ECDC,2018).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bengoechea%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30452654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sa%20Pessoa%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30452654
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Chez K. pneumoniae, la résistance a certains antibiotiques est intrinséque car I'enzyme
est codée dans le noyau du génome de l'espéce comme certaines f-lactamines. Tandis que
d’autres font partie du génome accessoire notamment les B-lactamases a spectre étendu
(BLSE) (Bengoechea et Pessoa,2019).

Les carbapénémes ont généralement été le médicament de choix pour les bactéries
productrices de BLSE, mais une résistance aux carbapénemes est apparue chez K.
pneumoniae et qui est principalement induite par le génome accessoire
(Bengoechea et Pesso0a,2019). La résistance aux carbapénémes peut étre médiée en partie par
la régulation a la hausse des pompes d'efflux (Filgona et al., 2015 ). Et I'altération des porines
de la membrane externe dans le noyau du génome (Kaczmarek et al., 2006 ). Et par
I'hyperproduction d'enzymes BLSE ou AmpC B-lactamases dans le génome accessoire (Bush
et Jacoby, 2010).

IV.4.3 Antibiorésistance chez Serratia

S. marcescens présente une résistance chromosomique et plasmidique a un large
éventail d'antibiotiques, notamment les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) ou plus
particulierement les métallo B-lactamase (MBL) ( Iguchi et al .,2014).
Les MBL posent un probleme majeur, car elles sont tres résistantes a une gamme plus large
de B-lactamines (Cristina et al.,2019).

IV.4.4 Antibiorésistance chez Proteus

Les espéces de Proteus ont une résistance naturelle & plusieurs antibiotiques, parmi
eux la polyamine (colistine) (Olaitan et al.,2014), nitrofurane,la tigécycline, et la tétracycline
(Qin et al.,2015),

Des souches résistantes aux antibiotiques sont de plus en plus signalées grace au
développement de mécanismes de reésistance. L’espéce type P. mirabilis résiste aux
imipenémes grace a une acquisition de géne dont les genes de carbapénémases, elle secrete
des BLSE et des céphalosporinases AmpC (Girlich et al.,2020).

IV.4.5 Antibiorésistance chez le complexe Enterobacter (ECC)
Les ECC resistent aux antibiotiques d’une maniére naturel et acquise ce qui a

provoquer une diminution de traitement efficace des infections. Elles résistent naturellement a

la pénicilline, aux céphalosporines de 1% et 2°™ génération par une céphalosporinases de



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bengoechea%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30452654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sa%20Pessoa%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30452654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bengoechea%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30452654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sa%20Pessoa%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30452654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5786545/#B47
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5786545/#B82
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5786545/#B20
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type AmpC (classe C) d’origine chromosomique et résistent aux céphalosporines de 3°™
génération par une mutation qui génére des AmpC de forte expression (Cheng et al., 2017).
Elles résistent aux béta lactamines et I’aztreonam par I’intermédiaire d’un plasmide qui assure
la production des BLSE dans le cas d’hospitalisation et chez les patients deja traités par les

antibiotiques ( Peirano et al., 2018).
Elles résistent de la méme fagcon aux aminoglycosides (Neonakis et al., 2003).

Ces bactéries sont résistantes aux carbapénémes par I’acquisition de plasmide qui
provoque une surexpression d’AmpC qui sont : béta lactamase a serine et métallo beta
lactamase, et provoque une perturbation de perméabilité membranaire (Chavda et al.,2016 ).

IV.4.6 Antibiorésistance chez Pseudomonas aeruginosa

Les P. aeruginosa résistent naturellement a plusieurs antibiotiques comme les beta
lactamines, les aminoglycosides, les tétracyclines et certaines fluoroquinolones par une
diminution de la perméabilité de la membrane externe représentée par la diminution de
nombre de porines et méme par les pompes a efflux pour limiter I’entrer des antibiotiques. On
trouve aussi des souches qui résistent aux carbapénémes grace a un manque d’une porine qui

s’appelle la porine OprD (De Sousa et al.,2021).

Gréce a I’expression de bétalactamases AmpC, ces germes assurent une faible

resistance aux aminopeniclillnes et aux céphalosporines induisent fortement la production

d’AmpC, qui par conséquent hydrolyse ces substrats (Lister et aI.,2009).

Suite a l'acquisition de génes BLSE, ils peuvent également produire des B-lactamases
a spectre éetendu (BLSE) qui conférent un degré élevé de résistance a la majorité des
antibiotiques B-lactamines, y compris les pénicillines et les céphalosporines (Rawat et
Nair,2010) . lls résistent aussi aux polymixines B par la production de glycopeptides dans les
cas de stress phosphoré (Jones et al.,2021).

Bien que l'acquisition de génes de resistance ne soit pas courante chez les P.
aeruginosa. Il a eté démontré qu'elles acquierent des carbapénemases codées par un plasmide
(métallo-B-lactamases simples) qui peuvent hydrolyser la plupart des B-lactamines, y compris

les carbapénemes (Umadevi et al.,2011).
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IV.4.7 Antibiorésistance chez Acinetobacter baumannii

Au début, les souches d'Acinetobacter étaient sensibles a la plupart des antibiotiques,
notamment I'ampicilline, la carbénicilline, I'acide nalidixique et la gentamicine, (Bergogne-
Bérézin et Towner,1996). Mais au cours des derniéres décennies le complexe de
A.baumannii a développé une résistance a la fois intrinseque et acquise aux nombreux
antibiotiques courants, tels que les pénicillines, les céphalosporines et les aminoglycosides
(Said et al ., 2021).

L’OMS et le CDC ont classé A. baumannii résistant aux carbapénémes comme un
pathogéne hautement prioritaire résistant aux antibiotiques (CDC, 2019) (Tacconelli et
al.,2017).

Comme la plupart des BGN, A.baumannii , posséde plusieurs mécanismes de
résistance enzymatiques (Roy et al.,2022).y compris :la production des p-lactamases de classe
A qui sont capables d'hydrolyser les céphalosporines (Naas et al., 2016).

Les B-lactamases de classe B, la principale raison de la résistance aux carbapénemes
chez A. baumannii avec les oxacillinases (Roy et al.,2022), les B-lactamases de classe C , un
autre mécanisme de resistance aux C3G (Hamidian et al.,2014). Et finalement, les -
lactamases de classe D ou les oxacillinases, hydrolysent généralement I'isoxazolylpénicilline

et I'oxacilline (Jeon et al.,2015).

Ainsi que des mécanismes non enzymatiques notamment la diminution de
I'expression de plusieurs porines, les pompes a efflux, modifications des sites de liaison des

antibiotiques et la formation de biofilm (Roy et al., 2022).

IV.5 Résistance adaptative /Biofilm

Les biofilms sont des communautés microbiennes mono ou multi-espéces (Une
gamme variée de micro-organismes, bactéries Gram-positives et Gram-négatives, mobiles et
non mobiles, aérobies, anaérobies et facultatives, et champignons) (Hyun Koo et al.,2017).
Enfermées dans une matrice polymérique extracellulaire qui est un élément crucial dans la
formation du biofilm (Singh et al.,2022).

La formation de biofilm est un facteur de virulence clé pour un large éventail de
micro-organismes qui causent des infections chroniques et nosocomiales, environ 80% de ces

infections (Hyun Koo et al.,2017).
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Au sein d’un biofilm, les bactéries sont protégées et tolérantes aux antibiotiques, aux
antiseptiques, aux antimicrobiens et aux réponses immunitaires de I'hote (Banerjee et
al.,2020). 1l est reconnu également comme un réservoir de genes de résistance aux
antibiotiques (Olsen et al.,2015) qui favorise le transfert de ces géenes (Hyun Koo et
al.,2017).

Les P. aeruginosa resistent aux antibiotiques, aux défenses de I’hdte et aux
désinfectants par le développement d’un biofilm robuste provoquant des infections chroniques
hautement récalcitrantes qui représente un probleme médical important (Lee yoon,2017)
(Yan wu,2019).

Les souches cliniques de A. baumannii ont une meilleure capacité a former un biofilm
sur des surfaces abiotiques que les souches non cliniques. Cette capacité est considéerée
comme un facteur important contribuant aux infections chroniques (Acobs et al.,2014). Et qui
sont plus difficiles a traiter lors de la formation d'un biofilm et peuvent étre transmissibles
facilement d'un patient a l'autre, ce qui rend les épidémies difficiles a contrdler (Roy et
al.,2022).
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I. MATERIEL ET METHODES

L’analyse microbiologique des échantillons prélevés a partir de 1’environnement
hospitalier a été réalisée au niveau de 1’'unité de bactériologie et parasitologie médicale du
laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Tipaza durant une période s’étalant du mois de Mars
a Juin 2022.

Le service concerné est un service de maternité composé de plusieurs unités qui sont :
salle d’accouchement, bloc opératoire, salle de circoncision, salle de soin, chambre de malade

(ou post-partum) situé dans un établissement hospitalier dans la wilaya de Blida.

Au total, 120 échantillons sont concernés par cette étude.

1.1 Matériel
.L1.1  Matériel biologique

Est représenté par les prélevements et les souches de références : Escherichia coli
ATCC 25922 et Klebsiella pneumonie .

.1.2  Matériel non biologique

Représenté essentiellement par les appareillages, les milieux de cultures, les réactifs et

la verrerie (\oir annexe).

1.2 Méthodes
Pour I’isolement et I’identification des bactéries, nous avons suivi les étapes
suivantes :

1.2.1  Type de prélévement

Les prélevements ont été realisés par la methode d’écouvillonnage qui consiste a
frotter une surface a 1’aide d’un écouvillon préalablement humidifié¢ dans un bouillon nutritif.

Le détail de cet échantillonnage est présenté dans le tableau suivant :
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Tableau V. nombres de prélévement pour chaque site.

Lieux de prélevement

Site de prélévement

Nombre de prélevement

Bloc opératoire

Table opératoire (02)

Poignet de porte (02)

Chariot de medicament (02)

Syalitique (02)

Table d’instrument (02)

Respirateur (02)

Bocal d’aspiration (02)

14 prélévements

Salle d’accouchement

Point d’eau (03)

Poignet de porte (04)

Chaise (03)

Séparateur(02)

Fenétre (03)

Bureau et chaise (03)

Lits (05)

Literie (03)

Table et scope (03)

Instrument ( 03)

Lit mobile(02)

Couveuse (03)

Balance (03)

Chariot de médicament (03)

Table d’instrument (01)

Mur (03)

Rideaux(03)

Interrupteur (04)

Source vide et oxygene( 04)

Syalitique (02)

Potence (02)

62 prélevements

Salle de soin

Armoire (01)

Brancard (01)

Tensiomeétre (01)

Bureau et chaise (01)

05 prélévements

Salle de circoncision

Point d’eau (02)

Poignet de porte (02)

Séparateur(02)

Fenétre (02)

Lits (02)

Literie (02)

Table et scope (02)

Chariot de medicament (02)

Mur (02)

Rideaux(02)

Interrupteur (02)

Source vide et oxygéne( 02)

24 prélévements
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Post-partum Fenétre (01)
Rideaux (01)
Lits (03)
Literie (01) 15 prélevements
Lit mobile (01)

Mur (01)

Potence (01)

Source vide et oxygene (01)
Placard (01)

Table de malade (02)
Interrupteur (01)

Poignet de porte (01)

La désinfection a été réalisé au niveau de la salle d'accouchement, la salle de circoncision et le bloc
opératoire une fois pour chacune, dans le but de comparer entre les résultats obtenus avant et apres la
désinfection dans les différents sites (poignée de porte, lits, point d’eau....) des trois unités.

1.2.2  Méthode de prélévement

Les prélévements de surface ont été réalisés par la technique d’écouvillonnage afin de
chercher les germes dans les zones plane et non plane et dans les zones a accessibilité
difficile.

Les écouvillons stériles sont humidifiés a ’extrémité dans le milieu BHIB (milieu
bouillon de cceur-cervelle). Par I’extrémité des écouvillons et sur une surface, on trace des
stries paralléles rapprochées puis perpendiculaire dans la méme zone, en faisant tourner les
¢couvillons légérement entre le pouce et I’index. On remet les écouvillons prélevés dans les

tubes de BHIB puis on les transmet au laboratoire pour incubation pendant 24h a 37°C.

La figure suivante illustre les principales étapes du protocole expérimental réalisé dans

cette étude.
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[ Prélevement |

Gélose nutritif

[ Examen macroscopique
< Milieu Hektoen >
Aspect macroscopique
)
Test de catalase ; est d’oxydasD

Identlflcatlon blochlmlque

CAntlblog ramme)
< Tests complémentaires

<Test de Hodge) C Test de double disque) Biofilm

Figure 1: Organigramme des différentes étapes d’identification.

Isolement
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Aprés incubation, on fait une observation macroscopique des tubes, qui consiste a
déterminer I’absence ou la présence de trouble. Sa présence indique une croissance

bactérienne.
1.2.3  Isolement et purification

L’isolement a été réalis¢ a partir des tubes présentant un trouble sur 3 milieux de

cultures, il s’agit de la gélose nutritive(GN), la gélose hektoen (HK) et la gélose Mac conkey .

L’ensemencement a été fait a 1’aide de pipettes Pasteur stériles boutonnées aprés avoir
prélevé une goutte, en faisant dans la premiére partie de la boite de pétrie des stries serrées
puis des stries ¢éloignées dans I’autre partie de la boite. Les boites seront incubées pendants
24h a 37°C. La purification se fait par le repiquage sur le méme milieu jusqu'a 1’obtention

d’une culture pure.
1.2.4  Coloration de Gram

C’est la coloration qui permet de déterminer les caractéristiques de la paroi
bactérienne, afin de distinguer entre les Gram négatif et les Gram positifs. Les bactéries Gram
négatif sont riches en lipide et pauvres en peptidoglycane (20%). Tandis que les bactéries

Gram positif sont pauvres en lipides et riche en peptidoglycane (80%).
La réalisation de frottis se fait comme suit :

On étale une goutte de suspension bactérienne sur la lame et on la fait sécher a la flamme
(fixation).

Recouvrir la lame de violet de gentiane et laisser agir 1 minute.

Rincer brievement a I’eau.

Recouvrir de lugol et laisser agir 1 minute.

Rejeter le lugol.

Décolorer a I’alcool jusqu’a ce que le violet ne s’écoule plus du frottis.

Stopper la décoloration par un nouveau lavage a I’eau.

Recouvrir la lame de Fushine diluée et laisser agir 1 minute.

Laver a I’eau et laisser sécher a 1’air ou entre 2 feuilles de papier filtres.

Observation au microscopique avec une goutte d’huile @ immersion objectif X100.

Les bactéries Gram négatif apparaissent en rose et les bactéries Gram positif

apparaissent en violet.




Partie expérimentale

1.2.5 Ildentification biochimique
+ Galerie classique

> Test catalase

Cette enzyme catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogeéne H,O, en H,0 et 12 O,
qui est un produit trés toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries. La réaction

est caractérisée par un dégagement de gaz.

Avec une pipette boutonnée, on préléve une colonie et on la dépose dans une goutte

d’eau oxygénée préalablement déposée sur une lame propre.

Lecture : observation immédiate

o Catalase + : dégagement de bulle d’O,
o Catalase - : absence de bulle 4’0,

Oxydase

La mise en évidence de cette oxydase est effectuée en présence de chlorhydrate de

dimethyl paraphenylene diamine qui forme un complexe violet au contact de cette enzyme.

A T’aide d’un disque prét a I’emploi, imprégné du réactif N-diméthyl paraphényléne

diamine, on dépose une colonie parfaitement isolée et on 1’écrase sur le disque.

Lecture : observation immédiate

o Coloration de disque en violet : oxydase + / Disque incolore : oxydase —.

4+ Galerie miniaturisée APl 20E

C’est un systeme standardisé pour I’identification des entérobactéries et les bacilles a
gram négatif non fastidieux, elle est composée de 20 microtubes contenant des substrats

déshydratés qui représentent les tests biochimiques.

Les microtubes sont remplis de suspension bactérienne pour faire le test, et apres

incubation on observe un virage de couleur spontané ou apres addition de réactifs.
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e Preéparation de la galerie

Remplir le fond de la boite d’incubation (alvéole) par I’eau distillé pour humidifier la

galerie, puis déposer la galerie dans la boite stérilement.
e Préparation de I’'inoculum

A partir d’'une culture pure de 18 a 24h, on préléve quelques colonies isolées et
identiques a partir de milieu gélosé, puis les mettre dans 5ml d’eau distillée stérile afin de

réaliser une suspension bactérienne de 0.5 McF.

e Inoculation de la galerie

A Tl'aide d’une pipette Pasteur stérile et une poire, on introduit la suspension
bactérienne dans les microtubes en placant la pointe de la pipette sur le coté de microbe et en

inclinant la galerie vers 1’avant pour éviter I’apparition des bulles d’air.

Pour les test, ADH, ODC, LDC, H,S et urée, en remplissant leur cupule par I’huile de

vaseline pour la création d’anaérobiose.

Pour le test CIT, VP et GEL remplir le tube et la cupule.

Pour les autres tests remplir les cupules seulement.

Renfermer la boite et incuber pendant 24h a37°C.

Apres incubation ajouter les réactifs :

Indole : Kovacs TDA : réactif TDA VP : réactif VP1/VP2 (10 min pour la lecture).
Lecture : voir annexe

1.2.6  Antibiogramme

C’est un test in vitro qui permet de déterminer la sensibilité d‘une bactérie vis-a-vis de
plusieurs antibiotiques. Dans cette étude, nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu
gélosé. Nous avons suivi la méthode de standardisation de 1’antibiogramme publiée par le

CLSI et recommandée par ’OMS.

Cette technique consiste a utiliser les disques en papier imprégneé dans différents
antibiotiques a concentration déterminée, dont on dépose les disques sur la surface d’un

milieu de gélose MULLER HINTON (MH) précédemment ensemencée par une suspension
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bactérienne calibré. Aprés incubation de 24h a37°C, diffusion des antibiotiques dans la

gélose, chaque disque est entouré d’une zone d’inhibition de la croissance bactérienne.

4+ Conditions d’un antibiogramme standard

Le milieu de culture : gélose MULLER HINTON avec une épaisseur de 4mm.

L’inoculum est une suspension bactérienne de 0.5McF ou d’une DO de 0.08-0.10 lue a 625

nm.

Antibiotiques : Les tableaux suivant présentent les antibiotiques testés et leur charge.

Tableau VI. Antibiotiques testés contre les entérobactéries.

Antibiotiques Abréviation Charge (um) Famille
Cefotaxime CTX 30 R- lactamine
Amoxicilline AMX 10
Céfazoline Cz 30 Céphalosporine
Gentamycine GEN 10 Aminoside
Ciprofloxacine CIP 5 Fluoroquinolones
Chloramphénicol C 30 Phenicolés
Aztréonam AZT 30 Monobactame
Acide nalidixique NA 30 Quinolones

Tableau VII. Antibiotiques testés contre Pseudomonas et Acinetobacter.

Antibiotiques Abréviation Charge (um) Famille
Céftazidime CAZ 30 Céphalosporine
Pipéracilline PRL 100 BR- lactamine
Ticarcilline + acide | TCC 85
Clavulanique
Ticarcilline TI 75
Gentamycine GEN 10 Aminoside
Tobramycine TOB 10
Ciprofloxacine CIP 5 Fluoroquinolones

27 |
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1.2.7  Tests complémentaires
+ Test de Hodge

La détection de la présence de carbapénemases (classe A, B et D) est basée sur
I’inhibition de I’activité des carbapénémes vis-a-vis d’une souche indicatrice sensible (E. coli
ATCC) lorsqu’elle est au contact d’une souche productrice de carbapénémase (souche a

tester).

¢+ Un inoculum de densité égale a 0.5Mc Farland dilué au 1/10 de la souche E. coli ATCC est
ensemencé par ecouvillonnage a la surface d’une gélose MH parfaitement seche.

«+ Déposer un disque d’ertapénéme au centre de la boite ensemencée.

X/
o

Ensemencer les souches en stries radiales a partir de colonie :
v Souche témoin positif Klebsiella pneumoniae,
v Souche témoin négatif E. coli ATCC,
v' Souche a tester.
+¢+ Incuber a 35°C pendant 16 a 20 heures.
N.B: Le test de Hodge est abandonné pour le Pseudomonas aeruginosa et [/’Acinetobacter
baumannii (selon le CLSI 2019).

Lecture :

Le test est considéré positif lorsqu’on observe une repousse de la souche indicatrice le

long de la strie de la souche a tester.
+ Testde PEDTA

Ce test permet de mettre en évidence les bactéries productrices de carbapénemases de
classe B (les métallo-p-lactamases ) . Ces bactéries possédent du zinc au niveau de leur site

actif et peuvent étre inhibées par ’EDTA qui est un chélateur de zinc.
Nous avons suivi les étapes suivantes :

¢+ Preparer une suspension de la souche a tester en eau physiologique stérile (inoculum 0,5 Mc
Farland),

% A l’aide d’un écouvillonne stérile, on ensemence la suspension sur une gélose MH
parfaitement séche.

¢ Pour les entérobactéries : déposer sur la gélose les disques des imipénéme (10ug) et imipénéme

+ EDTA (& défaut déposer 10pl d’une solution de EDTA 0,1M sur un disque d’imipenéme)
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Et CAZ + EDTA et IMP +EDTA pour Pseudomonas spp et Acinetobacter spp.
Incuber pendant 18 a 24 heures a 35°C
Lecture : le test est considéré positif si :

Une différence > 5 mm entre les deux zones d’inhibition autour des disques

imipéneme + EDTA et imipéneme est observée.

4+ Double disque
On fait un ensemencement sur le milieu gélose MULLER HINTON de la méme fagon qu’un
antibiogramme standard,
Déposer un disque d’AMC et un disque de C3G (CTX / CAZ) a une distance de 30mm
Laisser diffuser les antibiotiques pendant 1h a température ambiante dont la boite sera
déposée couvercle vers le haut
Aprés I’achévement d’une heure d’incubation, enlever le disque d’AMC et le remplacer par
un disque de CTX/ CAZ.
Incuber la boite de 16-18h a 35°C.

Lecture

Le test est positif quand le diamétre de zone d’inhibition autour de C3G appliqué apres

diffusion de disque d’AMC est supérieur au diametre d’inhibition autour du disque de C3G
seul (CLSI, 2020).

+ Test de biofilm

Ce test consiste a utiliser la méthode gélose rouge Congo pour indiquer la production
de biofilm gréce a une réaction qui se fait entre les exopolysaccahrides formés par les

bactéries et le rouge Congo.
Nous avons suivi les étapes suivantes :

A partir d’une culture jeune, on préleve quelque colonies isolées et identiques a 1’aide d’une
pipette Pasteur stérile
Ensemencer les colonies par 3 stries (du plus serré vers 1’éloigné)
Incuber pendant 24h a 37°C
Lecture
o Colonie noire avec cristallin de consistance séche :il y a production de biofilm.
o Colonie rouge : absence de formation de biofilm.
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II. RESULTATS ET DISCUSSION

Durant une période d’étude allant du mois de Mars jusqu’au mois de juin 2022, 120
échantillons ont été préleves a partir de plusieurs sites de I’environnement hospitalier au
niveau de plusieurs unités appartenant au service de maternité dans un hopital situé dans la

wilaya de Blida.
Les résultats apres culture, isolement et identification sont mentionnés dans ce chapitre.

II.L1  Répartition des résultats selon les prélevements effectués

Sur un total de 120 échantillons provenant de 1’environnement des différentes unités
composant le service de maternité, prélevés dans des tubes de BHIB et incuber pendant 24h a
37°C, 85 écouvillons présentaient un trouble et étaient positifs avec un pourcentage de 71%.

Tandis que 35 prélevements étaient négatifs avec un pourcentage de 29%. Figure (02).

Trouble
positif
71%

Figure02 : répartition des résultats des prélévements.

Dans cette étude, nous avons rapporté un taux de 71% de cas positifs. Alors que les
travaux de Méité et al., (2010), se rapportant a une étude transversale a visée descriptive a
été réalisee dans plusieurs services au niveau de C.H.U de Yopougon a Abidjan, Cote
d’Ivoire. Dont les prélévements ont concernés les surfaces du materiel médical telles que les
respirateurs, les couveuses, les surfaces des locaux comme les lavabos et les surfaces
fréguemment manipulées par le personnel soignant et les visiteurs comme les poignées de
porte, les robinets, et les surfaces d’équipements de I’environnement immédiat des patients
telles que les lits et les placards. Le taux de contamination par les microorganismes était
relativement faible de 1’ordre de 46,7%. Tandis que les travaux de Meunier et al., (2005) a

Strasbourg, ont rapporté un taux de 87%.de positivité des cultures.

D’aprés Meunier et al., (2005), cette différence est due a une bonne sensibilité de la

méthode d’isolement des colonies bactériennes apres 1’étape d’enrichissement en bouillon.

[ =)
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11.2 Résultats de ’identification

11.2.1 Enterobacteriaceae
Apres incubation, les isolats bactériens ont montré divers aspects culturaux, en
fonction du milieu de culture utilisé, des tests d’orientation et des tests biochimiques par la

galerie APl 20E et cela en fonction de leur appartenance (Voir Tableaux VIII-XVII et la

figure (04) (toutes les photos sont originales).

e Coloration de Gram

Les entérobactéries sont des Bacilles a Gram négatif. Figure (03).

v g < -

Figure 03 : coloration de Gram des entérobactéries G(X100).
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Tableau VIII. Résultats de I’identification d’Enterobacter cloacea.

Enterobacter cloacea

Gélose nutritive Gélose Hektoen Gélose Mac Conkey

Colonies blanchatres Colonies de colonies jaune Colonies rose donc il y a
bombées mugueuses. orangées ressemblent aux fermentation de lactose.
autres entérobacteries, dont
I’identification se fait par les
tests biochimiques.
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Tableau IX. Résultats de 1’identification de Serratia fecasia.

Serratia fecasia

Gélose nutritive Gélose hektoen Gélose Mac Conkey

Colonies blanchatres Des colonies qui Colonie rouge/ rose :
bombées muqueuses. produisent un pigment non acidification du milieu
diffu§ible d’ur}e COLllC}lI‘ par fermentation du
rose a rouge vif appelé la lactose

prodigiosine : ¢’est un '
métabolite secondaire
alcaloide.

O |z w| <o =32 x|<|o|gdl =X
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Tableau X. Résultats de I’identification d’Ewingella americana.

Ewingella americana

Gélose nutritive Gélose hektoen

Colonies blanchatres bombées Colonies orange de taille moyenne
mugueuses dont elles fermentent le lactose.

OlT| O QlE|lwlwl <|al aldl D2 x| <l ol 4| Z| «
a Alalgl el o o ol < © T w >
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Tableau XI. Résultats de I’identification de Cedecea lapagie.

Cedecea lapagie

Gélose nutritive Gélose hektoen

Colonies blanchéatres bombées muqueuses. Colonies verdatres grande dont elles ne
fermentent pas le lactose.
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Tableau XII. Résultats de I’identification de Burkholderie cepacia

Burkholderie cepacia

Gélose nutritive

Colonies blanchatres bombées muqueuses

Gélose hektoen

Petites colonies verdatres bombées lisses
dont elles ne fermentent pas le lactose.

I
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Tableau XI11. Résultats de I’identification de Shigella spp.

Shigella spp

Gélose nutritive

Colonies blanchéatres bombées
mugueuses

Gélose hektoen

Colonies verdatres dont elles ne fermentent
pas le lactose.

Sizlolelelaleslelalala]Z]olz|s|e |2 |2]e
O<900f3|_—>(9@22mn:w§<3(:
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Tableau XIV. Résultats de I’identification de Raoutella orithiolytica.

Raoutella orithiolytica

Gélose nutritive Gélose hektoen

Colonies blanchéatres bombées muqueuses. Colonies verdatres lisses et grandes_

suunel_ 808 Lustbudese |
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Tableau XV. Résultats de I’identification de Pasteurella multocida.

Pasteurella multocida

Gélose nutritive Gélose hektoen

Colonies blanchatres bombées Petite colonies bombées d’une couleur
mugueuses. orange dont elles fermentent le lactose.
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e Proteus spp

Sur la gélose nutritive, les colonies diffusent sur le milieu et donnent un aspect
en nappe (Figure 4).

Figure 04 : Nappe de Proteus sur milieu gélose nutritive.
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11.2.2  Résultats de I’identification de Pseudomonas aeruginosa

Le tableau suivant montre les différents aspects de culture en fonction du milieu

et en fonction des tests d’orientation confirmés par les tests biochimiques :

Tableau XVI. Résultats de I’identification de Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa

Gélose nutritive Gélose hektoen Coloration de Gram

Colonies vertes a bord
irrégulier, rugueuses
bombées.

Odeur : florale.

Colonies blanchatres
bombées muqueuses.

Bacille a Gram négatif
(GX100).

o . - o
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11.2.3  Résultats de I’identification d’Acinetobacter bhaumannii

Le tableau suivant montre les différents aspects de culture en fonction du milieu

et en fonction des tests d’orientation confirmés par les tests biochimiques :

Tableau XVII. Résultats de I’identification d’ Acinetobacter baumannii.

Acinetobacter baumannii

Gélose nutritif Geélose hektoen Coloration de Gram :
ro-"“"g: J“:J‘. o
| e AR Y DN
P e
w el :' et
g e L%
‘ X o .5
-f-:..}. ".. 's:. :.0
e S
A~ B0
TN Saefeall
Colonies blanchatres bombées Colonies petites vertes, Cocobacille a Gram
muqueuses. circulaires, convexes a bord négatif.
régulier (GX 100).
Odeur : poison pourri.
Oxydase - Catalase +
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1.3  Répartitions des bactéries selon la coloration de Gram

A partir des cultures bactériennes provenant des prélevements positifs (n=85). Nous
avons obtenu un nombre de 32 bactéries & Gram négatif (BGN) avec un pourcentage de 38%
et 53 Bactéries a Gram positif avec un pourcentage de 62%.

En général, les BGN sont les sources les plus potenticlles d’infections nosocomiales

que les Gram positifs (EL bakkali et al., 2015 ; Ghadiri et al., 2012).

Alors que les pathogenes a Gram positifs présentent des taux de transmission
beaucoup plus élevés que les Gram négatifs. Cela pourrait s’expliquer par la diminution du
temps de survie des Gram-négatifs dans 1’environnement sauf pour Acinetobacter spp comme

I’ont déja signalés Gastmeier et al ., (2006) et Wendt et al., (1997) dans leurs travaux.
1.4 Répartition des résultats selon les unités de prélévement

Sur les 32 prélevements positifs pour les BGN, effectués a partir de 5 différentes
unités, le taux le plus élevé est retrouvé au niveau de la salle d’accouchement 19/32 (60%)
suivi par le post-partum avec 10/32 (31%) puis la salle de circoncision 2/32 (6%) et la salle de
soins avec 1/32 (3%). Nous n’avons noté aucun germe au niveau du bloc opératoire
(Figure 05).

6% 3%

m Salle d'accouchement

Post-artum

Salle de circoncision

Salle de soins

Figure 05: Répartition des souches isolées dans les différents sites.

Une étude similaire a été réalisée par Sserwadda et al., (2018), dans I'hopital général
de Kawolo en Ouganda, ou un taux de 44,2 % de positivité a été signalé, et afin d'évaluer
I'efficacité des protocoles de décontamination utilisés dans cet hopital, ils ont consulté
I'administration, et ils ont trouve que le nettoyage se fait seulement par du savon liquide

ordinaire et de I'hnypochlorite de sodium.
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Ces résultats en fait sont comparable a nos résultats, dont une méthode de
décontamination semblable a été réalisée au niveau de la salle d’accouchement et la salle de
post-partum ou on a enregistré le taux le plus élevé de contamination ( 60% et 31%

respectivement ).
I.5 Répartition des bactéries Gram négatif

Le tableau ci-dessous représente la fréquence des bactéries. Les bactéries Gram
négatif représentent 38% de l'ensemble des bactéries isolées, avec une prédominance
d’Enterobacter cloacae 16/32 (50%), suivi par Pseudomonas aeruginosa 5/32 (15,625%) ,
Acinetobacter baumannii avec un taux de 2/32 (6,25%), Proteus spp 2/32 (6,25%), et 1/32
(3,125%) pour chacune de Serratia ficasia , Pasteurela muktocidal , Ewingella americana ,

Cedecea lapagie , Burkholderia cepacia , Shigella spp, Raoutella ornithiolytica.

Tableau XVII1. Fréquence de bactéries isolées.

Souches isolees Nombre Taux
Enterobacter cloacae 16 50%
Pseudomonas aeruginosa 5 15,625%
Acinetobacter baumannii 2 6,25%

Proteus spp 2 6.25%
Serratia ficasia 1 3,125%
Pasteurela muktocidal 1 3.125%
Ewingella americana 1 3,125%
Cedecea lapagie, 1 3,125%
Burkholderia cepacia 1 3,125%
Shigella spp,. 1 3,125%
Raoutella ornithiolytica 1 3,125%
Total 32 100%

Ce tableau montre une prédominance des entérobactéries avec un nombre de 23 bactéries
dont la fréquence est mentionnée par un taux de 72%.
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Selon Liassine (2000), les microorganismes de 1’environnement hospitalier sont
extrémement variés. Les bactéries pathogeénes a Gram négatif retrouvées dans cet
environnement appartiennent a différents groupes bactériens (Enterobacteriaceae,

Pseudomonas, Acinetobacter, Stenotrophomonas maltophilia et Burkholderia cepacia).

Ces resultats sont comparables a ceux obtenus par Saadi et al., (2021), dans un hopital
public algérien, ou des groupes bactériens pareil ont été isolés notamment Shigella, Proteus,
Serratia, Acinetobacter et les Pseudomonas.

Ces germes constituent un risque infectieux majeur pour les patients, les visiteurs et

le personnel soignant (Méité et al., 2010).

Shinde et Mohite (2014), ont identifié que les infirmieres sont les personnes les plus

fréguemment exposées aux infections nosocomiales.

Toutefois, Sserwadda et al., (2018) et El bakali et al., (2015) ont trouvé que

Klebsiella pneumonia est I’espéce d’entérobactéries dominante dans les surfaces hospitaliéres.
1.6 Répartition des bactéries isolées selon les sités
Le tableau ci-dessous est récapitulatif de la répartition selon les sites.

Dans cette étude, les sites les plus contaminées étaient les lits avec un taux de 11,76%
suivi par les poignées de portes avec 9,41% et 8,23% pour les points d’eau. Les résultats sont
presque similaires a ceux trouvés par Méité et al., (2010), ou ils ont enregistré un taux de
12,8% pour les prélevements de surfaces de lits, 10,2% pour les poignées de porte et 8,6%

pour les points de d’eau.

Nos résultats sont également comparables a ceux de Saadi et al., (2021) ou la surface
la plus contaminée était le lit Cette situation est liée au faite que ces surfaces sont les
fréquemment manipulés par le personnel soignant ou les visiteurs (Méité et al., 2010). Cette
observation est confirmée par I’étude de Weber et al., (2013), que dans n'importe quel
hopital, ces surfaces sont les plus fréguemment en contact avec les mains pendant les soins

des patients.

D’ailleurs plusieurs études ont signalé que les mains du personnel médical sont le

moyen de transfert le plus probable (Garcia-Cruz et al. 2012 ; Weber et al. 2010).
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Tableau XIX. Répartition des bactéries isolées a partir des surfaces selon les sites.

nombre
des
bactéries
isolées

Site de prélevement

Nombre et %
des
entérobactéries

Nombre et %
de
Acinetobacter

Nombre te %
de
Pseudomonas

Autre
bactéries

Salle d’accouchement

78

Potence

Source vide et
d’oxygene
Table d’instrument
Poignet de port
Lit

Literie

Point d’eau
Chaise
Séparateur
Fenétre

Bureau et chaise
Table te scope
Instrument

Lit mobile
Table chauffante
Balance

Chariot de
meédicament
Mur
Interrupteur
Rideau
Syalitique

N

—15=14%
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Post-partum

17
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Source vide et
d’oxygene
Poignet de port
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Literie

Fenétre
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Interrupteur
Rideau

Table de malade
Placard

I
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 0=0%

=9

 2=2%
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Brancard
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14

Source vide et
d’oxygene
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23%

2%

5%

71%

1.7

Réparation des bactéries avant et apres la désinfection

Les mesures de prévention comme la désinfection des surfaces et une bonne hygiene

des mains peuvent jouer un grand role dans I’interruption de la transmission des pathogenes

associes aux soins de santé (Weber et al. 2010) (Garcia-Cruz et al. 2012).

D’aprés la figure (06), on note la disparition de toutes les souches d’Acinetobacter, de

Pseudomonas et des entérobactéries a I’exception de la persistance du genre Proteus qui a été

notée.

certains antibiotiques.

Cette persistance a été accompagnée par une augmentation de la résistance vis-a-vis
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Figure 06 : Réparation des bactéries avant et apres la désinfection.

L’étude De Abreu et al., (2014) ont suggéré qu’il existait une relation clonale entre
des souches de surfaces et cliniques et que ces germes isolés a partir de I’environnement liée
a un manque d’hygiéne a 1’hopital et surtout a une insuffisance dans la désinfection étaient

une source probable de survenus d’infections nosocomiales.

Selon une étude menée par Saadi et al., (2016) ou des échantillons ont été prélevés,
apres le nettoyage de routine, sur 192 sites d’échantillonnage dans différentes unités de soins
de santé a révélé une grande diversité microbienne dont les bactéries a Gram négatif étaient le
groupe le plus dominant (62,03 %) principalement représenté par les entérobactéries
(42,59 %). Ce qui n’est pas le cas de cette étude.

Cette différence serait probablement due a la méthode de désinfection utilisée. D’apres
Sserwadda et al., (2018), la persistance des bactéries en milieu hospitalier pourrait étre
attribuée a la force inefficace des agents désinfectants et a la fréquence limitée de

décontamination.

11.8 Résultats de I’Antibiorésistance

11.8.1 Antibiorésistance chez les entérobactéries

Selon les résultats de I’antibiogramme illustrée par la figure (07), 23/25 soit 92% des

souches d’entérobactéries étaient résistantes vis-a-vis des antibiotiques.

23 souches sont résistantes a 1’Amoxicilline (AMX), 16 souches vis-a-vis de
I’Aztreonam (AZT), 15 sont résistantes a la Céfotaxime (CTX), 12 sont résistantes aux
Céfazolines(CZ). Une seule souche est résistante & 1’Acide nalidixique(NA), au

Chloramphénicol (C), a la Ciprofloxacine(CIP) et a la Gentamicine (GEN).
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Figure 07 : Taux de résistance des entérobactéries vis-a-vis des antibiotiques testés.

Figure 08 : Zones d’inhibitions des antibiotiques testés chez Raoutella ornithiolytica.
(Photo originale).

comparant nos résultats avec une étude prospective réalisée sur une période de 4
mois (Janvier & Avril 2018), au service de Réanimation du CHU de Treichville par Ango et
al., (2020) dont plusieurs souches d’entérobactéries ont été isolées a partir des prélévements
de surface. Le profil de résistance de ces derniéres était répartis comme suit : AMP :93,54%,
AMC :77,41%, CTX :29%, CIP :58,06% ,AZT :38,07%,GEN :61,29%.

Les résultats ont démontré une concordance pour la résistance aux aminopénicellines
uniquement d’ou on observe une résistance tres élevée. Ainsi, une résistance importante a été
mentionnée pour les souches qui expriment un phénotype de résistance aux céphalosporines et
aux monobactames pour les souches isolées dans cette étude.

Actuellement, la résistance bactérienne dans notre étude est expliquée par la sécrétion

des BLSE qui représentent le mécanisme le plus connue et qui conférent une résistance aux
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pénicillines, aux céphalosporines a large spectre (céfotaxime,, ceftazidime) et aux
monobactames (aztréonam) suite a des mutations ou un transfert génétique horizontal
(Mhaya,2019).

11.8.2  Antibiorésistance chez les Pseudomonas
D’apres le résultat illustré par la figure (09) les souches de Pseudomonas sont trés
sensibles a la GEN, la CIP avec un taux de 100% (n=5), une sensibilité a la CAZ avec un taux
de 80% (n=4) et la TOB avec un taux de 40%(n=2).

Une résistance importante était observée vis-a-vis de la Tl avec un taux de 100%
(n=5), une résistance de 60% (n=3) vis a vis de la TCC et une résistance de 20% (n=1) vis-a-
vis de la CAZ.

Concernant les souches a sensibilité intermédiaire lié a la PRL un taux de 100% (n=5)
a éteé noté, 60%(n=3) pour la TOB, et 40% (n=2) pour la TCC.
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Figure 09 : Taux de résistance des Pseudomonas vis-a-vis des ATB testés.
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Figure 10 : Zone d’inhibition des antibiotiques testés chez Pseudomonas.
(Photo originale).

Les résultats présentés dans cette étude sont similaires a une étude rétrospective en
Maroc qui s’étalant sur trois ans (Avril 2012 & Mars 2015) réalisée par Frikh et al ., (2017)
dans un centre hospitalier relevant du service de santé des Forces Armées Royales, montre la
présence des Pseudomonas dans les échantillon de surface dont les taux de  résistances
étaient représentés comme suit :la TCC (51,5%), PRL(37,7%), Tl (32,6%), CAZ (17,4%.),
GEN (29,5%) ,TOB (21,1%) et CIP (21,1%).

La résistance a la céphalosporine peut étre expliquée par la capacité des Pseudomonas
de secréter des céphalosporinases AmpC suite a un mutation du gene régulateur. La
résistance aux carboxypénicilline se fait généralement par des pénicillinases suite a un
transfert horizontal de matériel génétique, qui sont de types la carbapénicillinase PSE-1. Les
enzymes de types OXA a spectre restreint ou de type TEM (TEM-2, TEM-1) (Frikh et al
.,2017).

11.8.3  Antibiorésistance chez Acinetobacter

D’aprés 1’histogramme représenté par la figure ci-dessus, et pour les deux souches
d’Acinetobacter, une résistance avec un taux de 100% a été observée vis-a-vis de la CAZ et
de la TCC.

Une sensibilité de 100% vis-a-vis de la GEN et de la CIP a été notée. Nous signalons

I’absence de la catégorie clinique intermédiaire.
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Figure 11 : Taux de résistance des Acinetobacter vis-a-vis aux antibiotiques testes.

Une étude rétrospective similaire a été faite en Tunisie de juin 2012 a septembre 2020
et a révélé une résistance de 98,1% a la CAZ et 96.4% a la TCC, une résistance plus
importante vis-a-vis de la GEN (88,2%) et de la CIP (93,5%) ( Mellouli, et al.,2021). Ces

résultats ne corroborent pas avec les résultats obtenus.

Les germes isolés résistent naturellement aux céphalosporines de 3eme génération et
de la 2éme génération mais la capacité de résistance vis-a-vis des autres molécules peut étre
expliqué soit par la capacité d’intégrer du matériel génétique issu d’espéces génétiquement
proches dans I’environnement hospitalier soit par la prescription des antibiotiques favorisant

encore la sélection de souches résistantes.

1.9  Répartition de la résistance selon les unités de prélévements

11.9.1 Répartition de la résistance des Enterbacteriaceae selon les unités de prélevements

D’aprés la figure (12) nous n’avons pas détecté de bactéries résistantes aux

antibiotiques ni dans le bloc opératoire ni dans la salle de soin.

La résistance des bactéries a ’AMX était de 56% dans la salle d’accouchement, 35%

dans la salle post partum et 9% dans la salle de circoncision.

Les bactéries résistantes a la CTX sont signalées avec un taux de 73% dans la salle

d’accouchement, 20 % dans la salle post partum et 7% dans la salle de circoncision.
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Les bactéries étaient résistantes a NA avec un taux de 67% dans la salle

d’accouchement et 33% dans la salle post partum.

Vis-a-vis de la C, la CIP et la GEN, nous avons noté un taux de 100% dans la salle
d’accouchement et un taux de 0% dans les autres sites. 69 % des souches sont résistantes vis-

a-vis de I’AZT dans la salle d’accouchement ,19% dans la salle post partum et 12% dans la

salle de circoncision.

Un taux de 50% a la CZ est observé dans la salle d’accouchement et 42% dans la salle

post partum et 8% dans la salle de circoncision.
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Figure 12 : Répartition de la résistance des entérobactéries selon les unités.

11.9.2  Répartition de la résistance des Pseudomonas selon les unités de prélévements

D’apres la figure (13), nous avons noté 1’absence de souches résistantes dans le bloc

opératoire et la salle de circoncision. Tandis qu’une souche est résistante aux CAZ dans la

salle post partum.

Deux souches (n=2) et une seule sont résistantes aux TCC au niveau de la salle post
partum et dans la salle d’accouchement respectivement. La totalit¢ des souches de
Pseudomonas isolées (n=5) sont résistantes aux TI, dont (n=2) au niveau de la salle
d’accouchement et (n=2) dans la salle post partum, et une seule au niveau de la salle de soin.
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Figure 13 : Répartition de la résistance des Pseudomonas selon les unités.

Le pourcentage élevé des souches bactériennes est en rapport avec un déficit
d’hygiéne hospitaliére. Nos résultats sont en concordance avec une étude similaire
rétrospective réalisée au Maroc durant un an sur les prélévements d’environnement au niveau
des sites a risque sévére, qui montre la dominance des entérobactéries avec un taux de 29,48%

par rapport aux Pseudomonas représenté par un taux de 23,12% (Ango et al .,2020).

Cette dominance est expliquée par la capacité des entérobactéries a survivre dans les
surfaces séches (Noskin et al.,1995). Tandis que les Pseudomonas survivent dans les surfaces
humides (Bertrand et al .,2011).

Nos résultats ont clairement démontré que le taux d’entérobactéries résistantes étaient
beaucoup plus élevées que les Pseudomonas dans la salle d’accouchement, alors que les

Pseudomonas résistantes étaient plus élevés dans la salle post partum et la salle de soin.

Cette étude est témoin qu’un manque d’hygiéne dans 1’environnement hospitalier peut
conduire a des épidémies ou a des infection nosocomiales, suite a la colonisation importante
de différents matériels et surfaces par ces germes résistants comme 1’ont déja soulignés dans

leurs travaux Oie et al., (2002).

11.9.3  Répartition de la résistance des Acinetobacter selon les unités
La figure (14) montre que les souches testées (n=2) sont résistantes a la CAZ et a la
TCC avec un taux de 100% au niveau de la salle d’accouchement. Nous avons noté leur

absence dans les autres unités.
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Figure 14 : Répartition de la résistance des Acinetobacter selon les unités.
L’environnement hospitalier contaminé par les Acinetobacter baumannii apparait
comme 1’un des plus probléme au sein des établissements de soins, dans notre, nous avons
trouvé un nombre trés restreint de cette bactérie au niveau de la salle d’accouchement classée

comme une zone a risque sévere.

Dans notre étude, seulement 2 souches ont été isolées au niveau des lits mobiles. Ces
résultats sont similaires a une études rétrospective de janvier 2012 au 30 septembre 2020 au
niveau de service de réanimation en Tunisie, ou un taux de 12, 2% a été signalé et a dominé

I’écologie bactérienne de ce service ( Mellouli et al.,2021).

Une autre étude similaire réalisée en Iran a montré la présence de ce germe dans les
lits des patients avec un taux de 36%(n=8) au niveau de I’unité de soin intensif a partir de 28
prélevement de surface réalisés de juin 2015 a avril 2016 (Eftekhar et Esmaeeli

Torkanpoory,2018)

L’apparition des infection nosocomiale se fait par une transmission croisée entre les
patients et leur environnement hospitalier, dont la persistance de ce germe dans ce milieu est
expliquée par sa capacité extraordinaire d’adaptation aux différentes conditions comme la
tolérance a la dessiccation par les LPS et la capsule polysaccharidique (Singh et al.,2019 ) et

la multirésistance aux antibiotiques( Roy et al ,2022) .

L’humidité élevée favorise la survie d’A.baumannii. Cette information a été prouvée

par une étude en Chine dans I’unité des soins intensifs qui a montré 1’existence d’A.baumanii
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dans 1’aérateur du robinet. Une autre étude a retrouvé 10 isolats de cette bactérie dans les eaux

usées des hdpitaux au niveau de I'hépital universitaire de Split ( Kovacic et al .,2017).

Dans plusieurs études, il existe une différence par rapport a la fréquence de
contamination du milieu hospitalier due probablement a la technique d’échantillonnage
engendrant ainsi soit une difficulté dans la comparaison des résultats, soit a la difficulté de la

désinfection et a la facilité de contamination par les patients (Otter et al., 2011).

11.L10  Répartition des bactéries résistantes et multi résistantes

Les bactéries sont dites multi résistantes aux antibiotiques lorsque la résistance est

acquise a plus de 3 familles d’antibiotiques.

Sur un total de 32 bactéries, 2 bactéries sont totalement sensibles aux
antibiotiques testés. Le reste des bactéries (n : 30) varie entre résistantes (63%) et multi

résistantes (37%) comme I’indique la figure (15).

M Bactéries résistantes Bactéries multirésistantes

Figure 15 : Répartition des bactéries résistantes et multirésistantes.

L’environnement hospitalier constitue une niche écologique importantes en
microorganismes multirésistants pouvant étre un réservoir a partir duquel différentes

infections peuvent se développer (Zenati et al., 2016).

Les résultats de notre étude sur les organismes multérésistantes sont trés proches avec
ceux de Sserwadda et al.,(2018), ou ils ont trouvé un taux de 27% des bactéries
multirésistantes. D’autre part un taux inférieur (11%) a été signalé¢ au sein du l'hdpital de

Guelma (Algerie) (Bouguenoun et al.,2016) .

L’émergence de ces bactéries multirésistantes (BMR) au sein d’un établissement

dépend de plusieurs facteurs notamment 1’absence des protocoles visant a maitriser la
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transmission croisée, 1’absence d’une politique rationnelle de prescription des anti-infectieux
etc.... ( Zenati ,2010).

I1.L11  Tests complémentaires

1.11.1  Reépartition des bactéries productrice de BLSE selon la technique de double disque
Comme le montre les figures 16 et 17, 47,82 % des entérobactéries sont des
producteurs des BLSE (Classe A) et 52, 17% sont non producteurs, Alors que pour les
Pseudomonas 80% sont des producteurs des BLSE, tandis que toutes les souches

d’Acinetobacter sont productrices de BLSE.

Nos résultats sont différents de ceux décrits par Méité et al., (2010). En effet, dans
leurs travaux, le taux des Entérobactéries productrices de BLSE était seulement de 23,5%,

60%, pour Pseudomonas et 11,8% pour Acinetobacter.

| BLSE+ mBLSE-

100,009

80,00%

A7,82%
52,17

20,00%

‘u‘_
S

ENTEROBACTERIE PSEUDOMONAS ACINETOBACTER

Figure 16 : Répartition des bactéries productrices selon le test de double disque.

Ces BGN secretent les BLSE dans le but d’inactiver les béta lactamines, chez les
entérobactéries, le type le plus connue est les B-lactamases de type TEM, dues & une mutation
provoquant une résistance aux C3G ou une reésistance a 1’acide clavulanique a la fois
(Grigorenko et al.,2018).

Pour les Pseudomonas, les BLSE de classes A sont les enzymes PER ,VEB, GES
HV2a, BEL , dont le spectre inclut les C3G et les C4G qui ont la particularité d’étre inhibés

par I’acide clavulanique (Mérens et al .,2012).

Ces mémes enzymes ont été décrites chez A. baumannii aussi (Castanheira et al.,

2021).
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Figure 17: Résultats de test double disque.

(Photo originale).

11.L11.2  Répartition des bactéries selon la production des carbapénémases

+ Test de Hodge
D’apreés les résultats, on a constaté une absence de production des carbapénémases par
les bactéries testées suite a I’inhibition de la croissance bactérienne le long du trait

d’ensemencement.
4+ Testde PEDTA

D’aprés la photo ci-dessus, nous avons noté une absence de production des
carbapénémases de classe B. Des zones de méme diameétre ont été observées avec la présence

ou I’absence d’EDTA sur le disque d’IMP pour toutes les souches testées.
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Figure 18 : Résultat de test de ’EDTA. (Photo originale).

Nos résultats montrent une absence totale de carbapénémases, contrairement aux
résultats obtenus chez Mesli et al., (2013) et Zenati et al., (2015) et Bouguenoun et al
.,(2016), qui ont identifié la présence de carbapenemases (OXA-23 et NDM-1) chez A.
baumannii isolé a partir des surfaces environnementales dans des hdpitaux a Tlemcen, a Sétif
et a Béjaia. Et pour la premiéere fois en Algérie chez Enterobacter cloacae, signalé en 2016

dans un hopital a Guelma.

Dans le monde entier, I'émergence et la propagation mondiale des BGN productrices
de carbapénémases préoccupent grandement les services de santé ( Djahmi et al.,2014),
notamment les souches productrices d'OXA-48 (carbapénémases de class D) qui ont été
largement signalées comme sources d'épidémies nosocomiales dans de nombreuses régions du

monde, notamment dans les pays méditerranéens (Benouda et al.,2010 ; Carrér et al.,2008).

En Algérie, plusieurs études ont montré la propagation des carbapenemases chez les
BGN dans les hépitaux surtout au niveau des souches cliniques. Cependant il existe
actuellement peu d’informations sur la diffusion de ces carbapénémases dans 1’environnement

hospitalier en Algérie (Bouguenoun et al.,2016).
11.11.3 Répartition des bactéries selon la formation de biofilm

D’apreés la figure ci-dessous, la répartition des 32 souches bactérienne selon la capacité
de formation des biofilms, montre une prédominance de sa formation avant la désinfection
avec un taux de 59,37% (n=19) , alors que seulement 3% (n=1) de formation de biofilm était

observée apres la desinfection.
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Une absence de formation de biofilm avant la désinfection est notée avec un taux de

40,62% (n=13) et un taux de 0% était mentionné apres la désinfection.

® avant desinfection
biofilm positif

m avant desinfection
biofilm negatif

apres desinfection
biofilm positif

W apres desinfection
biofim negatif

Figure 19 : Formation de biofilm avant et aprés la désinfection.

Figure 20 : Formation de biofilm chez Proteus spp avant et aprés la désinfection
(Photo originale)

Les biofilms sont considérés comme un réservoir de diversité génétique qui favorise
I'adaptation, 1'évolution et la survie des bactéries dans 1’environnement hostile, D’aprés les
résultats, nous nous interessons uniquement aux bactéries formatrices de biofilm qui
représentent une cause d’apparition des infection bactériennes récalcitrantes aux traitements

antibiotiques et aux défenses immunitaires (Hathroubi et al .,2017) .
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Ce biofilm limite la diffusion d’antibiotique entre les cellules bactériennes par la
matrice d’exoplysaccahrides (EPS) qui représente une robuste barriere (Flemming et
al.,2007) Les polymeéres d” EPS chargés peuvent également inactiver 1’action d’antibiotique
(Hgiby et al.,2010).

Un seul cas a été observé chez Pseudomonas suite aux alginates qui ont désactivé les

aminosides par la neutralisation de la charge (Alipour et al.,2009).

Plusieurs études ont révélé une interconnexion entre la formation de biofilms et la
prévalence de la résistance aux antibiotiques chez les Acinetobacter , les Pseudomonas et les

entérobacteries (Sanchez et al.,2013).

Ce biofilm favorise la multirésistance bactérienne par la transformation naturelle et par
le transfert génétique horizontal des plasmides grace a la matrice hautement hydratée (EPS) (
Harrison et Brockhurst,2012).

Les BGN résistent par cette agrégation aux désinfections dans I’environnement
hospiatlier. Une étude expérimentale a été menée en Iran durant I’année 2017 et a montré
une résistance différente des bactéries vis-a-vis de 3 types de désinfectants dans les mémes
conditions et les mémes concertations du désinfectant, il ont constaté qu’avant de choisir et
d'appliquer une désinfection dans les hopitaux, il est absolument nécessaire de mesurer les
valeurs de CMI et CMB des désinfectants utilisés quotidiennement contre les agents
bactériens ,car l'utilisation de doses non létales de désinfectants n'arréte pas la croissance de
ces agents pathogenes et au contraire augmenterait leur niveau de résistance (Tapouk et al .,
2020).




Conclusion



Conclusion

CONCLUSION

Les infections nosocomiales représentent des indicateurs de qualité des services
dans des éetablissements de santé, elles sont a 1’origine d’une augmentation de morbidité
et de mortalité surtout celles qui sont causées par des bactéries multirésistantes qui

meénent a des impasses thérapeutiques.

Notre étude nous a permis de déterminer la prévalence des bactéries Gram
négatifs les plus retrouvés dans le milieu hospitalier : Enterobacteriaceae, Pseudomonas
et Acinetobacter ainsi que leur profil de résistance. Ces bactéries ont été isolées des
différentes surfaces les plus proches au patients, Les résultats montrent que la fréquence
d’isolement est importante pour les entérobactéries (n= 25) par rapport aux Pseudomonas

(n=5) et aux Acinetobacter (n=2).

Les sites les plus contaminés sont ceux qui se retrouvent en contact avec les
patients, représentés essentiellement par les lits avec un taux de 11,76% suivi par les

poignées de portes avec 9,41% et 8,23% pour les points d’cau.

Selon les résultats de [I’antibiogramme des souches isolées ,64% des
entérobactéries sont résistantes a I’AZT, 60% résistent a la CTX. Un taux de résistance de
24% pour I’ NA ,23% pour I’AMX, 8% vis-a-vis la C et une résistance de 4% vis-a-Vvis
de la CIP et de la GEN ont été signalés. Pour les Pseudomonas, 100% des souches
résistent a la Tl ,60% résistent & la TCC et un taux de 20% pour la CAZ. Les
Acinetobacter présentent une résistance a la CAZ et a la TCC avec un taux de 100% .

Concernant les tests complémentaires, 100% des Acinetobacter isolés sont des
producteurs des BLSE de classe A, le méme cas est observe pour les Pseudomonas avec
un taux de 80% et un taux de 47.82% pour les entérobactéries. Aucune souche testée n’a

été productrice de carbapénémases de classe B.

Pour le test de formation de biofilm, 58% des souches etudiées sont des
formatrices de biofilm avant la désinfection des sites. Ce taux régresse jusqu’a atteindre

3% apres le nettoyage.




Conclusion

L’augmentation de la résistance bactérienne vis a vis de plusieurs antibiotiques
doit étre surveillée surtout dans I’environnement hospitalier. Il est important de faire des
recherches autour de ces infections pour mieux comprendre les mécanismes de défense

développés par les bactéries afin de mettre au point des nouveaux antibiotiques.
En perspective, nous nous proposons :

e Des études génotypiques sur les mécanismes de résistance bactérienne pour les
souches isolées.

e Optimiser les méthodes et les milieux des prélévements pour améliorer les
résultats.

e Tester les souches formatrices de biofilm avec les différents désinfectants afin de

déterminer leurs résistances et leur impact dans 1’environnement hospitalier.

Les BGN évoluent et développent des mécanismes de défense qui leur permettent
d’échapper aux antibiotiques. Pour faire face a ce probléme, il est important que 1’'usage
de ces antibiotiques soit guidé par les données de I’antibiogramme afin de limiter
I’émergence de souches résistantes compliquant plus la prise en charge de pathologie, et
de faire un programme de surveillance de I’écologie dans les hopitaux et I’application des
bonnes pratiques d'hygiéne par la réalisation des formations de personnel soignant ,suite a

la collaboration entre microbiologiste et clinicien.
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» Tableau : les 4 zones de nettoyage selon la vulnérabilité des patients.

Zone Type de patient Type de nettoyage

A Pas de patient Nettoyage ménager courant

B Non infecté ni hautement vulnérable Nettoyage ne doit pas soulever de
poussiére

C patients infectés Nettoyage par solution détergente
et changement de matériels
utilisés

D patients hautement vulnérables Nettoyage par solution détergente

et changement de matériels
utilisés

(Duval ,2019).

» Tableau : Principaux caractéres biochimiques de certaines entérobactéries.

Esch | Citro | Entero | Kleb | Serr | Salm | Shig | Prot | Prov | Yers | Morg
Glucose | + - + + + & + + 74 + "
Lactose + + + + = - - R R - N
ONPG T + + “+ “+ - +/- P P + -
Indole + - - +/- - . +/- +/- + . T
VP - . - + i - . = = > =
Citr - + + + + +/- - +/- . - -
Mob. n /] + + - - . - - + o+ +
Urée - - - - = 2 5 + : + +
TDA - - - - - = = + & . +
H_‘S - +/= - - - - - +/ - - +

(Decoster et Lahieu, 2006)
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= Matériels non biologique
Verreries
Api 20E

Boite pétrie
Ecouvillons

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

Tubes & essai sterile
Tubes sec
Appareillage
Etuve

Bec benzéne
Microscope optique

Autoclave

W'Y V.V VDM VY V V V V V VYV VYV V VE

Milieu de culture
> BHIB

Composition g/l

« Protéose-peptone........... 10,0

« Infusion de cervelle de veau
.............................. 12,5

« linfusion de cceur de beeuf
............................... 5,0

e Glucose ......cooevvveveiiiinnnn. 2,0

« Chlorure de sodium......... 5,0

. Hydrogénophosphate de
SOAIUM e, 2,5

o PH oo, 7.4

(Photo originale)
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» Gélose nutritive

Composition g/l

e Peptone... ...ccoocvveenen. 10
e Extrait de viande... .......3
e Extrait de levure............3

e Chlorure de sodium........ 5
o Agar... oo 18
® PH. oo 7,3

(Photo originale)

» Gélose hektoen

Composition g/l

e Peptone pepsique du viande............ 15
e Extrait de viande.........ccccevevvreennnen. 3
e Extraitde levure......cccccevveeviveeeennen. 3
e Chlorure de sodium........c..cccevveeeenneen. 5
o Sels biliaires.......cccvvvvevveevieeiieenne, 4
® LACLOSE.....ccevvvviiie e 12
o SaliCine... ..coocceeevviiieee e, 2
® SACCNAr0SE .....cccvvevveeieeiiee e 12
e Fuchsine acide ........c.ccocvevvvvvvennnne. 0.1 .
e Bleu de Bromothymol ................ 0.065
® AQAT... oo 18
® Phoeececc e 7.3
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> Muller-Hinton

(Photo originale)

Composition g/l
e Hydrolysat de

Caséine... ..ccooeeennnnnne 17,5
e Extrait de viande.......... 3
e AMIdON........ooveeevvneee 1,5
® Agar.....cccooiiiiiennnne 16
o PH ..o, 7,3

(Photo originale)
» Mac conkey

Composition g/l

peptone pancréatique de

geélatine..........cccevevennennnn. 17
peptone pancréatique de
CaSEINE.....ccvevrieire e 1,5
peptone peptique de viande 1,5
lactose... coccveveveiiiiiiiiiiiiiee, 10
chlorure de sodium................. 5
sels biliaires........coceeevvvvvenennn. 15
rouge Neutre .........cccceeeeveenne 0,03
violet de gentiane... ........ 0,001
AGAN e 13,5
PN 7,2

(Photo originale)
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» Rouge de congo

Composition g/l

e BHIB... ..ccccvvvrrr 37
e Saccharose...........cceeveee. 50
o GEAlOSE.....ccevvveieiieiiei, 10
e Rouge congo..........ccccueee. 8

(Photo originale)

4. Les réactifs d’API 20 E

(Photo originale)
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5. Lessolutions et les disques imprégnés

» Violet de Gentien + lugol + fuschine + alcool (pour la coloration de Gram)

u “lebitin

Mool Eshyliouesy

el

(Photo originale)
L’eau oxygénée
L’eau distillé stérile
L’eau physiologique
L’huile a immersion
L’huile de vaseline

Disque d’oxydase

vV V.V V V VYV VY

Disques d’antibiotiques




