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Introduction

Depuis leur découvert en 1928 par Alexander Fleming et dés leur utilisation durant la
seconde guerre mondiale, les antibiotiques de la famille des B-lactamines ont été confrontés
a I’émergence de la résistance. Celle-ci apparut rapidement, des 1942, avec la premiére

souche de Staphylococcus aureus résistante a la pénicilline.

Apres un demi-si¢cle d’utilisation des antibiotiques, 1’émergence et la dissémination de la
résistance bactérienne a cette classe thérapeutique est en perpétuelle évolution. Cette
résistance bactérienne est la résultante d’interactions complexes entre la bactérie d’une part et
son environnement d’autre part. Elle est liée essentiellement & un usage excessif des
antibiotiques aussi bien en médecine humaine, qu’en médecine vétérinaire ou dans
I’alimentation animale. Les bactéries pour faire face a la pression de sélection exercée par les
antibiotiques utilisent des parades leur permettant de s’adapter aux conditions hostiles de leur

environnement (Milhaud et al., 1982).

A T’hopital, la prescription a grande échelle, et parfois inappropriée d’antibiotiques fait
que les bactéries évoluent constamment vers la résistance , Le lien entre la consommation
d’antibiotiques et I’émergence de résistance a bien été établi, notamment pour certains
couples (germe-antibiotique) (Thuong M et al .,2004).La prescription souvent non régulée
d’antibiotiques a rapidement entrainé I’accroissement des résistances et, si la découverte de
nouveaux antibiotiques au cours des derniéres décennies a pu laisser croire qu’il persisterait
toujours des molécules efficaces, I’heure est a la désillusion, et le spectre de I’impasse

thérapeutique menace dans certaines situations de multirésistance (Schwarz et al ., 2001)

Les bactéries sont dites multirésistantes aux antibiotiques (BMR) lorsque, du fait de
I’accumulation des résistances acquises a plusieurs familles d’antibiotiques, elles ne sont plus
sensibles qu’a un petit nombre d’antibiotiques utilisables en thérapeutique Il n’ya cependant

pas de définition précise consensuelle d’'une BMR (Jarlier V,2000 ).

La recrudescence des BMR en milieu hospitalier est un phénomene mondial observé pour
toutes les espéces bactériennes, mais a des degrés variables selon les pays et les services, en
fonction des habitudes de prescription et des pratiques d’hygiéne (Saadaoui ,2012).Leur
émergence constitue un réel probleme de santé publique de par leur impact sur la morbidité
et la mortalité des patients infectes, sur la thérapeutique (limitation des molécules efficaces)
et le colt de prise en charge (durée d’hospitalisation, examens de laboratoire,antibiotiques)

(Zohoun Aet al ., 2010).




Introduction

Afin de mieux comprendre ce phénomene, nous avons jugé qu’il est important qu’on dispose
de connaissances sur les résistances, les multirésistances bactériennes et les mécanismes
d’actions des antibiotiques que nous allons aborder dans ce mémoire, divisé en deux grandes
parties. La premicére est essentiellement bibliographique, elle traite 1’environnement
hospitalier, les antibiotiques et la résistance bactérienne aux antibiotiques et leurs principaux
mécanismes de résistance. Dans le méme contexte, la seconde partie est consacrée a la

pratique et elle a pour objectif :

v Détection des principaux germes Gram négatif isolées des patients et de
I’environnement hospitalier rencontrés a ’EPH « MOUHAMED BOUDIAF » et
I‘AHSE meres et enfants dans la région de Ouargla.

v Recherche des souches Gram négatif multi résistantes,

v Recherche du role de I'environnement hospitalier dans la diffusion de la résistance

aux antibiotiques.
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Chapitre I Environnement hospitalier

1.1. Définition de I'environnement hospitalier

Le terme d'environnement hospitalier regroupe les éléments suivants :air, eau, surfaces
(sols, murs, mobilier, équipement), linge, aliments, dispositifs médicaux, déchets  qui sont
susceptible de rentrer en contact avec les groupes humains ,les visiteurs et le personnel d'une
structure d'hospitalisation (CTIN, 2002).

Ces éléments supportent de nombreux micro-organismes et cette contamination
environnementale est tres variable qualitativement et quantitativement d'un établissement a
l'autre et au sein d'un méme établissement en fonction des services, des patients (sains,

colonisés, infectés), des soins et des techniques pratiqués(Hajjar et al ., 2000).
1.2. Les micro-organismes présents dans I’environnement hospitalier

Les microorganismes présents dans Il'environnement hospitalier sont extrémement
variés (bactéries, levures, champignons filamenteux, virus et parasites) et peuvent appartenir
aussi bien aux espéces opportunistes qui ne manifestent leur virulence que sur un organisme
dont les défenses immunitaires sont affaiblies, qu'aux espéces habituellement pathogenes pour
I'hnomme (CTIN, 2002) .

Parmi ces microorganismes, les bactéries jouent un réle potentiel dans les infections
hospitalieres. Deux types de bactéries peuvent Etre retrouvés dans 1’environnement des

patients :
1.2.1-des bactéries d’origine humaine (la flore commensale)

Lorsque les patients sont colonisés et surtout lorsqu'il existe une infection patente, leur
environnement immédiat est en général fortement contaminé par ces microorganismes(Weber
et Rutala, 1997)

Parmi lesquelles des bactéries multirésistantes aux antibiotiques comme Staphylococcus
aureus résistant a la méticilline (SARM), les entérobactéries productrices de béta-lactamases
a spectre élargi (EBLSE) ou les Enterococcus résistants a la vancomycine (ERV) (Talon,
1999). Certains germes pathogenes peuvent aussi contaminer lI'environnement a partir d'un

réservoir humain comme les salmonelles, Clostridium difficile, etc. (Hajjar et al., 2000)
1.2.2-des bactéries d’origine environnementale (flore saprophyte)

Dont certaines ont de fréquentes résistances naturelles aux antibiotiques, notamment

les bacilles a Gram négatif comme Pseudomonas aeruginosa , Acinetobacter baumannii,
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Stenotrophomonas maltophilia , Burkholderia cepacia, Legionella pneumophila (Weber et
Rutala, 1997; Boyce et al., 1997; Talon, 1999; Rampling et al., 2001)

1.3. Survie des micro-organismes dans I’environnement

La survie et éventuellement la multiplication des bactéries conditionnent la nature
I’importance de la colonisation environnementale et la capacité de 1’environnement a devenir
un réservoir dans lequel le micro-organisme persiste et éventuellement une source a partir de

laquelle le microorganisme va pouvoir étre transmis. (Talon, 1999).

La survie des micro-organismes dans I’environnement favorisée par la formation de biofilms
au niveau des surfaces est de durée trés variable, dépendant de différents facteurs comme la
nature du germe, la température, le taux d'’humidité, le type de surface et leur degré de

salissure, en particulier leur teneur en matieres organiques (Fekety et al .,1981)

Difféerents travaux ont évalué la durée de survie des micro-organismes dans
I'environnement. Par exemple, pour Enterococcus faecalis, cette durée varie de 30 minutes sur
la membrane d'un stéthoscope a 5 jours sur le dessus d'un plan de travail (Weber et Rutala,
1997) De méme, la survie sur les surfaces d'Enrerococcus faecium résistant a la vancomycine
peut atteindre une semaine (Noskin et al., 1995; Bonilla et al., 1996). Des SARM peuvent
survivre dans I'environnement pendant plus de 7 jours (Farrington et al., 1992). Ainsi, des
souches de. Staphylococcus aureus et Acinetobacter baumannii sont les especes parmi les
plus résistantes a la dessication et peuvent survivre plusieurs semaines sur des surfaces
seches, devant Pseudomonas aeruginosa, certaines entérobactéries comme Serratia
marcescens et les entérocoques qui peuvent survivre plus d’une semaine ( Oie et al.,1996;
Wendt,1998) Escherichia coli, I'entérobactérie la plus fréquente dans les infections
nosocomiales est beaucoup moins résistante a la dessiccation ( Jawad et al
.,1996 ;Wendt,1998) Des survies particulierement longues, atteignant plus de 6 mois sont
décrites, en particulier avec certaines souches épidémiques de S. aureus résistant a la
méticilline (Wagenvoort , 2000). Dans des conditions d’humidité et en présence de maticres
organiques, la survie est encore plus longue ( Jawad et al.,1996). La capacité de sporuler
propre a certaines bactéries comme Clostridium difficile leur assure une trés longue

persistance dans 1I’environnement ( CTIN, 2002)
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I.4. Contamination de I’environnement par les micro-organismes

L'environnement hospitalier est largement contaminé par des microorganismes
d’origine humaine ou spécifiquement environnementaux (Rutala et Weber, 1997). Cette
contamination est diffuse et sa maitrise, qui entraine des procédures contraignantes,

complexes et colteuses, n'est le plus souvent que partielle et transitoire (Hajjar et al., 2000).
I. 4.1. Contamination de L'eau

Les risques majeurs liés a la consommation de 1’eau sont d'ordre infectieux. Ils sont
provoqués, principalement au niveau digestif, par la présence de bactéries, de virus et/ou de
parasites vehiculés par les canalisations de distribution. Ces micro-organismes peuvent

déclencher une infection ou coloniser le malade.

Les bactéries en cause peuvent étre : Les bacilles a Gram négative, Entérocoques, E. coli,
Salmonella, Shigella, Yersinia enterolytica, Listeria ou des bactéries plus spécifiques de
I'environnement hospitalier comme Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa ou
Clostridium difficile (Ragon, 2004).

Les causes de contamination microbiologique de 1’eau sont nombreuses et souvent liées a :

= Une contamination initiale du réseau de distribution publigue, ou a une contamination
du réseau interne de 1’établissement ;

= Des problémes de stagnation des eaux dans des bras morts du réseau (formation d’un
biofilm), dans les réservoirs, et méme dans certains appareillages ;

* Des retours d’eau contaminée dans le réseau, suite a une dépressif (siphonage) ou a
une surpression (refoulement) ;

= Des travaux réalisés sur le réseau et un non respect des regles d’hygiéne ;

= La concentration de population de sujets malades( Oie et al.,1996) .
1.4.2. Contamination de L’air

Parmis les biocantaminants les fréquemment rencontrées dans l'air , se trouvent les

bactéries , les virus ,les champignons
1.4.2. 1-La Flore d’origine environnementale

La flore bactérienne environnementale généralement non photogéne est composée de
Bacillus, microcoques, Staphylocoques coagulase  négative et plus rarement de

Staphylococcus aureus. Les levures et les champignon filamenteux (Cladosporium,
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Penicillium, Aspergillus et Alternaria par exemple) sont bien adaptés a la survie et a la
multiplication dans I’environnement  ( AHO Glélé et al ., 2009) .

1.4.2. 2-La Flore d’origine humaine

La flore d’origine humaine est composée des bactéries émises par 1’organisme humain,
essentiellement les flores commensales cutanées et naso-oropharyngiennes et éventuellement
la flore digestive: Staphylocoques coagulase négative notamment Staphylococcus
epidermidis et Staphylocoques hominis, Corynebacterium sp, Propionibacterium acnes,

Micrococcus, Streptocoques et entérobacteries (Prescott et al ., 2003)
1.4.3. Contamination de Les surfaces

Les surfaces sont contaminées soit par contact, soit par sédimentation des micro-
organismes présents dans l'air. La répartition de cette contamination des surfaces se fait le
plus souvent de maniére hétérogene. L'adhérence des bactéries est possible selon I'état de la
surface et elle peut s'accompagner de la création d'un biofilm (Carpentier et cerf, 1993). Du
fait de conditions de croissance défavorables, certaines bactéries peuvent se miniaturiser
(bactéries naines) (Montfort et Baleux ,1999) et sont alors difficiles a mettre en évidence
dans les prélevements (bactéries viables et non cultivables (Hajjar et al., 2000) D'autres

bactéries peuvent prendre une forme sporulée (Clostridium difficile) (Fekety et al .,1981)
I.5-Relation entre I’environnement hospitalier et les personnes hospitalieres

Au sein d’un hopital, plusieurs sources jouent un rdle dans |’apparition des
transmissions croisées. Outre le patient infecté/colonisé, qui constitue la source la plus
importante, et le prestataire de soins porteur transitoire, 1’environnement hospitalier peut

également étre a I’origine de la transmission de micro-organismes.

De nombreuses études ont montré que des bactéries responsables d’infections
parmi les quels Staphylococcus aureus, les entérocoques résistant a la vancomycine (VRE)
(Boyce, 2007), Acinetobacter baumanii (Enoch, 2008), et Clostridium difficile (Mc Farland,
1989 ; Riggs, 2007) se retrouvent dans I'environnement de patients porteurs de ces bactéries.
Dans ce cas, on retrouve principalement ces micro-organismes sur les surfaces et les objets
que les travailleurs de la santé touchent fréguemment avec les mains (= surfaces hightouch).
De nombreux investigateurs ont montré la transmission de pathogenes comme les S.aureus
résistants a la méthicilline (MRSA), les VRE et les Clostridium difficile par les mains nues ou
gantées de travailleurs de santé aprés un contact avec des surfaces contaminées (Boyce,
2007).
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Cette contamination des mains peut entrainer le transfert de ces agents infectieux a un
autre site aussi efficacement que lorsque les mains sont contaminées aprés un contact avec le
patient (Denton, 2004 ; Hayden, 2006 ; Drees, 2008).
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I1.1-Historique

Les antibiotiques sont un outil majeur de la médecine moderne et la généralisation de
leur utilisation dans la premiere moitié du XXéme siécle a permis de lutter contre des

infections bactériennes majeures

Les encyclopédies rapportent I'existence en Chine, en Gréce, au Brésil, de recettes ancestrales
de pates moisies que I'on appliquait sur les plaies infectées. Plusieurs savants, tels Pasteur et
Joubert, en 1877, et Vuillemin, en 1889, ont observé que certains micro-organismes ont la
capacité d' inhiber d'autres microorganisme ou combattre telle ou telle maladie(Murray
B.E, 1991).

En 1928,. le médecin britannique Alexander Fleming, fut la découverte qui changea
le monde de la thérapeutique lorsqu’il constata que les boites de Pétri, ou il faisait pousser
des staphylocoques, ont été envahies par des colonies cotonneuses d'un blanc verdatre ; «
Penicillium notatum (Gauthier. E, 1993 ; Ablaine . ML, 2004) Alors qu'il doit désinfecter
ces boites contaminées, Fleming s'apercoit qu'autour des colonies de moisissure, il existe une
zone circulaire dans laquelle le staphylocoque n'a pas poussé. Il émet I'nypothese qu'une
substance sécrétée par le champignon en est responsable et lui donne le nom de pénicilline
(Milhaud et al., 1982 ; Duval .J et Soussy. C-J,1990),

La découverte de la pénicilline stimula la recherche d’autres antibiotiques; Selman
WAKSMAN annonga en 1944 qu’il avait trouvé un nouvel antibiotique, la Streptomycine,
produit par I’actinomycéte Sreptomyces griseus (Prescott et al ., 2007) La science médicale a
alors utilisé les antibiotiques non seulement pour traiter les maladies, mais aussi pour donner
accés a des interventions chirurgicales qui auraient été trop risquées sans la disponibilité
d'antibiotiques permettant de combattre le risque accru d'infection. A titre d'exemple, lors de
greffes d'organes, on doit supprimer le systeme immunitaire, mais on se fie aux antibiotiques
pour combattre l'infection ,La recherche continue et on découvre de nouvelles thérapies tous
les ans .Cependant A la fin du 20eme siécle, aprés seulement 50 ans d'utilisation, quelques
antibiotiques ne réussissaient plus a vaincre certaines bactéries ,qui ont immanquablement
développer une résistance aux nouveaux médicaments et ces derniers seront aussi inefficaces
tot ou tard ( Corvalin .A, 2007)
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11.2-Définition

Selon WAKSMAN (1943 ) les antibiotiques sont toutes les substances chimiques
produites par des microorganismes capables d'inhiber le développement et de détruire les
bactéries et d'autres micro-organismes Les médicaments produits a partir de ces substances
permettent d’agir sur les bactéries responsable des infections chez les étres vivants dont
l'activité thérapeutique se manifeste a tres faible dose d'une maniere spécifique (Philippon
A,2004)

TURPIN et VELU (1957) définissent les antibiotiques comme :tout composé chimique,
élaboré par un organisme vivant ou produit par synthese, a coefficient chimiothérapeutique
élevé dont l'activité thérapeutique se manifeste a tres faible dose d'une maniére spécifique,
par l'inhibition de certains processus vitaux, a I'égard des virus, des microorganismes ou

méme de certaines étres pluricellulaire
Les antibiotiques sont caractérisés par leur :
» Activité antibactérienne (spectre d’activité)
»Toxicité sélective (mode d’action)
» Activité en milieu organique (pharmacocinétique)
»Bonne absorption et diffusion dans I’organisme (Morin. Y et al., 2001)
11.3-classification des antibiotiques
11.3-1-classification des antibiotiques selon I' origine

Les antibiotiques sont fondamentalement des substances naturelles issues du
métabolisme azoté de divers micro-organismes dont I' 20 % proviennent de champignons, 70
% proviennent d'actinomycetes ,10 % proviennent des bactéries (non actinomycetes), en
particulier des genres Bacillus et Pseudomonas. (Newman et al., 2003 ; Singh et Barett,
2006).

Les antibiotiques synthétiques sont obtenus soit a partir de dérivés artificiels,
soit en recréant des substances initialement extraites de micro-organismes. tant que les
antibiotiques semi-synthétique sont issus de la modification en laboratoire de substances

produites par un micro-organisme (Guinoiseau et al., 2010)
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11.3-2-classification des antibiotiques selon la structure chimique

Tres variable, elle est basé souvent sur une structure de base comme le cycle B-
lactame (famille des Bétalactamines) sur laquelle il y a hémi synthese. Elle donne souvent, le

nom a la famille (Gogny. M et al., 2001).
La classification selon la nature chimique permet de classer les antibiotiques en familles
11.3-3.classification des antibiotiques selon le spectre d'activité

Chaque antibiotique est caractérisé par un spectre qui correspond a 1’éventail des
germes qui il peut toucher, a dose plus ou moins élevée. Il est difféerent pour chaque
famille d’antibiotiques,. On a ainsi des antibiotiques a spectre trés large, large, moyen, ou

étroit, (Maur, 1979).

e Spectre étroit: n'atteignant que les bactéries a Gram positif ou les bactéries a Gram
négatif

e Spectre large: incluant les bactéries Gram positif et Gram négatif l'activité
antibactérienne est caractérisée in vitro par :

e La concentration minimale inhibitrice (CMI) : concentration la plus faible d'un
antibiotique capable d'empécher le développement d'un micro-organisme apres 18 a
24h d'incubation a 35°C. C'est une valeur indicatrice du pouvoir bactériostatique.

e La concentration minimale létale ou bactéricide (CMB ou CML) : concentration la
plus faible capable d'entrainer la mort d'au moins 99,9% des bactéries d'un inoculum
standardisé a 10° -10° bactériessmL (< 0,01% de survivants). C'est une valeur
indicatrice du pouvoir bactéricide.

On détermine ainsi l'activité intrinséque d'un antibiotique selon le rapport

e CMB/CMI: CMB/CMI <2 Antibiotique bactéricide
e CMB/CMI =4 a 16 Antibiotique bactériostatique
e CMB/CMI > 16 Bactérie dit "tolérante” a l'antibiotique ( Demoré. B, et al 2012)
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Tableau I: Classification des antibiotiques

selon I’effet antibactérien (Vidal.,1997)

Antibiotiques bactériostatique

Antibiotiques bactéricides

Ticaracyclines
Sulfamides
Trimethoprimes
Macrolides
Phenicoles
Lincosamides
Synergestines
Acide fusidique

Acide nalidixique

Aminosides
B-lactamines
quinolones
glycopeptides
Polymyxine
Nitrofuranes
Nitro-imidazolés
Novobiocine
Fosfomycine

Bactiracine

11.3-4.Classification selon le mode d'action:

Pour pouvoir étre utilisable en pratique clinique,

un antibiotique doit se

caractériser par une action spécifigue sur les germes visés sans perturber le
fonctionnement des cellules eucaryotes (hote). Un antibiotique devra donc
idéalement affecter une voie métabolique absente ou peu active chez les

eucaryotes mais essentielle aux procaryotes, ou atteindre une cible spécifique aux

procaryotes ( Corpet D.E,1998)
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Figure 1: les principales cibles des antibiotiques ( SAADAQUI,2008)
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11.3-4.1-Antibiotiques actifs sur la paroi bactérienne

Contrairement aux cellules animales, les bactéries possedent une enveloppe
extérieure rigide : la paroi. C’est elle qui lui donne sa forme, et la protége des
perturbations osmotiques que pourrait lui imposer le milieu environnant.
Cette structure est tout a fait originale. Ainsi tout antibiotique agissant spécifiquement
sur cette paroi, aura une grande sélectivité d’action et sera dépourvu d’effets sur les
cellules animales. (Hellali A.K, 1999). La paroi est constituée essentiellement de
peptidoglycane,qui est un polymere de sucres réticulé par des ponts de nature peptidique
(Bourin et al., 1993)

11.3-4.1-1-Les beta-lactames

Les béta-lactamines présentent une analogie structurale avec un constituant du PG
(peptidoglycanes )en formation, le dipeptide D-ala-D-ala qui est le substrat naturelle de
I'enzyme PLP (les protéines liant les pénicillines) donc ces enzyme lient I'antibiotique au lieu
de lier leur substrats par conséquences le PG est dégradé ce qui entraine finalement la lyse
bactérienne (Gaudy et al .,2005)

1. 3-4.1-2-Les glycopeptides

Ce sont des antibiotiques bactéricides de nature glycopeptidiques (Beucler A, 1990 ; Tulkens
P, 2009) Il inhibe la synthese de peptidoglycane en formant un complexe avec dipeptide
terminal peptidylD-ala-D-ala des précurseurs lorsqu’ils émergent de la membrane

cytoplasmique lors de leur transport a travers celle-ci (Gaudy et al ., 2005)
1. 3-4.1-3- Quelques molécules d'intérét mineur

fosfomycine, cyclosérine, bacitracine(inhiber la synthése des précurseurs du

peptidoglycane), La réaction est inactivée de maniére irréversible par la Fosfomycine
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Tableau I1: Antibiotiques et mécanismes inhibition de la synthése de la paroi.(Tulkens P
2002)

1. Blocage de la synthése des précurseurs du peptidoglycan

-Fosfomveine: inhibe la N-acétylglucosamine-3-o-enolpyruvyltransterase qui catalyse la
formation d'acide N-acetylmuramique a partir de N-acetylglucosamine et de
phosphoenolpyruvate.

- Cyclosérine: analogue structurel de la D-alanine; elle inhibe la D-alanine racémase ainsi
que l'enzyme qui diménise la D-alanine.

- Bacitracine: interfere dans le transport transmembranaire des précurseurs du
peptidoglycane.

2. Blocage de I'étape de transglycosylation

- Vancomvcine (glycopeptide): inhibe la transglycosylation et la transpeptidation en

complexant les résidus D-ala-D-ala des disaccharides-pentapeptides présentés a la face
externe de la membrane cytoplasmique.

3. Blocage de I'étape de transpeptidation

- Beta-lactames: fonctionnent comme substrats suicide de la transpeptidase

11-3.4.2-Antibiotiques actifs sur la membrane cytoplasmique

Ces antibiotiques agissent méme sur les bactéries en phase de repos. lls exercent
une action directe et immédiate sur la membrane cytoplasmique (qui limite le
cytoplasme bactérien comme une barriere osmotique semi-perméable). Cette action est
comparable a celle des antiseptiques surfactifs (Philippon, 2006) on distingue parmi ces
antibiotiques, la tyrothricine, les polypeptides cycliques, polymyxines, colistine.
(Maur,1990 ; Burin et al ., 1993 ; Philippon, 2006)

11-3.4.2.1- les polymyxines

Ces antibiotique sont actifs que sur les bactéries Gram négative (Tankovic , 2000)
Les polymyxines, dont la colistine est le représentant le plus connu ,sont capable de détruire
la membrane cytoplasmique aprés avoir désorganisé la membrane externe des bactéries Gram

négative ce qui entrainant I'eclatement de la bactérie (Gaudy et al., 2005).
11-3-4-3-Antibiotiques actifs sur la synthése protéique

Ces antibiotiques inhibent la synthése des protéines bactériennes par action sur les
ribosomes, (Maur, 1979 et 1990), (Philippon, 2006) Les ribosomes procaryotes ne sont pas
constitues des mémes protéines que les ribosomes eucaryotes, et ont d'ailleurs des coefficients

de sédimentation différents ,pour les procaryotes 50S pour la sous-unité lourde et 30S pour la
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sous-unité légére donc les antibiotique inhibiteur de la synthese des protéines agissent sur ces
deux sous-unité 30s et/ou 50s ce qui entraine l'arrét de la biosynthéses des protéines
(Hermann ,2005)

» -De la sous-unité 50S, qui empéchent la fixation d'un nouvel acide aminé sur la
chaine en croissance (phénicolés) ou le transfert de la chaine en croissance du site A
vers le site P (macrolides, lincosamides, streptogramines).

»= De la sous-unité 30S, qui empéchent ou perturbent la liaison des aminoacyl-ARNt

aux ribosomes (tétracyclines, aminoglycosides) (Yala et al.,2001).

11-3.4.4-Les antibiotiques inhibant la synthese ou le fonctionnement de
I’ADN

On distingue les antibiotiques actifs d'une part sur la synthese des ARN et d'autre part

sur la synthése des ADN ou de leurs précurseurs ( Philippon, 2006) .

a-Les quinolones : Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides qui bloquent la
réplication de L'ADN ,Elle se concentrent dans le cytoplasme ou elles se lient une topo-
isomérase (ADNgryase) la quinolones se fixant sur le complexe ADN- topoisomérase (
ADN-ADN gyrase) en inhibant son fonctionnement donc empéchant la synthése de I'ADN
de la bactérie en empéchant la réplication et transcription de I'ADN bactérien (Yala et
al.,2001) (Gaudy et al ., 2005)

b- Les Fluoroquinolones : il s'agit de quinolones classiques auxquels, on ajoutent un atome
de fluor ,ils agissent sur deux enzymes impliqués dans la synthése de 'ADN: I' ADNgryase
et et I’ADN topo- isomérase IV (Auckenthaler R, 1995).

c-Nitrofuranes : ils agissent directement sur I’ADN provoquant diverses Iésions (coupures et
substitution de bases) (Auckenthaler R, 1995).

11-4.Les grande familles d*antibiotique
11-4.1 . les bétalactamines : BLA

Les B-lactamines représentent la principale famille d’antibiotiques la plus développée
et la plus utilisée dans le monde. Cette large utilisation est due a leur large spectre d’action,
leur faible toxicité, leur efficacité et a leur faible col(t pour certaines molécules (Livemore,
1995).

La structure des BLA est construite autour d'un cycle -lactame, indispensable a leur activite.

On distingue plusieurs familles de produits en fonction de la nature du cycle qui lui est accolé:
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» Péname (cycle a 5 sommets dont un soufré): toutes les pénicillines

Y

Clavame (cycle a 5 sommets dont un oxygéné): inhibiteurs de B-lactamases

» Carbapéneme (cycle insaturé a 5 sommets carbones):imipéneme et
produits apparentés

» Ceéphéme (cycle insaturé & 6 sommets dont un soufré): céphalosporines

oxacépheme (cycle insaturé a 6 sommets dont un oxygéné):latamoxef.

En outre, on associe aux pB-lactamines la famille des monobactames
constituees par un cycle azétidine (amine cyclique a 4 pieces), substituée par une
fonction SO3- qui mime la fonction carboxylique libre des autres molécules.( Van et al
,1993)

La famille des B-lactamines est répartie en quatre principaux groupes : les pénicillines, les

céphalosporines, les monobactames et les carbapéneme (Bryskier , 1999)
11-4.1.1- Les pénicillines

L'acide 6-aminopénicillanique est le noyau de base des pénicillines ,Sur base de la
nature des substituants et de ses conséquences pour(l'activité antibiotique, on peut distinguer
plusieurs classes de produitsdont font partie la pénicilline G, la meticilline et les
isoxazolylpénicillines (oxacilline et cloxacilline), les amino-benzylpénicillines (ampicilline et
amoxicilline), les uréido-pénicillines (pipéracilline), les carboxy-peénicillines (ticarcilline) et

les amidino-pénicillines (mécillinam) (Yala et al., 2001 )
11-4.1-2- Les carbapénémes (noyau péneme)

Qui sont les plus efficaces actuellement, exemples : imipenéme, méropéneme
(Cavallo et al., 2004). lls ont trés actifs sur un grand nombre

d’espéces bactériennes a Gram positif et a Gram négatif (Yala et al., 2001 )
11-4.1-3- Les céphalosporines :

Les céphalosporines sont des antibiotiques appartenant a la grande famille des
bétalactamines. La mise en évidence de cette famille a été initiée en 1945 par le professeur
BROTZU en Sardaigne (Goot , 1990). Il a mis en évidence I’activité antibactérienne du filtrat
d’un champignon dénommé Cephalosporium acremonium, isolé a partir d’eau de mer
prélevée a proximité d’une décharge publique. Ces B-lactamines sont toutes a large spectre et

leur intérét réside surtout dans leur activité sur les bacilles a Gram négatif (Yala et al., 2001 )
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11-4-1-4- Les monobactames

Les monobactames sont des p-lactames monocycliques, initialement découvertes dans des
surnageants de culture de bactéries plutét que de levures comme dans le cas des autres -
lactames. Les monobactames sont inactifs sur les Gram (+) et les anaérobies. Par contre, ils
sont tres actifs sur les entérobactéries et Pseudomonas aeruginos ,L’activité anti-Gram (-) de

I’aztreonam est globa (Bryskier , 1999)

lement comparable a celle des céphalosporines de 3eme génération et notamment la

ceftazidime)
11-4-2-Les aminosides (aminoglycosides)

Ce sont des hétérosides naturels formés par un ou plusieurs glycosides liés a un
aminocyclitol. Ce sont des antibiotiques rapidement bactéricides. Il existe plusieurs centaines

d e molécules naturelles et hémisynthétiques. Elles sont devisées en trois classes :

» Streptamine
» 2 désoxystreptamine
» Streptidine (Yalaetal., 2001)

11-4-3-. Les tétracyclines

Les tétracyclines sont bactériostatiques, elles pénétrent bien dans les cellules,
ces molécules présentent un e grand e homogénéité. On distingue les cyclines

naturelles et les cyclines semi synthétiques (Yala et al., 2001)
11-4.4. Les Phenicoles
11-4.4 -1. Le chloramphénicol

C’est un antibiotique bactériostatique a large spectre., il est réservé au

traitement de la fievre typhoide (Yala et al., 2001 )
11-4.4. 2 Thiamphénicol

Le thiamphénicol est tres voisin chimiquement du chloramphénicol, son spectre d'action est
similaire (Yala et al., 2001 )

11-4.5. Les polypeptides
On distingue 7 groupes : parmi eux :

s+ Peptides cycliques représentés par la Capréomycine, la Viomycine.
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¢ Glycopeptides représentés par la Vancomycine.

¢+ G lycolipopeptides représentes par la telcoplanine, laramoplanine

¢ lipopeptides représentés par la Daptomycine (en développement clinique), la
Polymyxine (actif sur BGN) (Yalaetal., 2001)

11-4.5.1. La vancomycine

Le chlorhydrate de vancomycine représente le principe actif et est administré par voie

intra - veineuse uniquement. Antibiotique a usage hospitalier (Yala et al., 2001)
11-4.5.2. La teicoplanine

La molécule est un acide faible soluble dans I'eau et bien toléré en IV et en IM. Sa
grande lipophilie lui permet une meilleure diffusion tissulaire et un relargage lent.
Antibiotique a usage hospitalier (Yalaetal., 2001)

11-4.5.3. La Polymyxine

Les lipopeptides se caractérisent par une chaine peptidique a laquelle est fixée une
chaine lipidique. On distingue : Polymyxine B (Polymyxine®) et la Polymyxine E
(Colimycine®) (Yala et al., 2001 )lls possedent une charge positive et agissent comme des
agents tensio-actifs. lls agissent sur la membrane cellulaire en se fixant sur les phospholipides

d’ou rupture de la barriére osmotique. (Cavallo et al., 2004)
11-4.6. Les macrolides

Ce sont des antibiotiques fréquemment utilisés en pratique de ville a cause de leur
facilité d'emploi. lls ont un spectre étroit, et sont parfaitement actifs sur les germes
intracellulaires. 1ls ont une excellente pénétration tissulaire, les macrolides possedent un
noyau lactone central qui est a la base de leur classification, selon le nombre d'atomes de

carbone. Ce sont des molécules lipophiles (Yala et al., 2001 )
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I11.1. résistance bactérienne aux antibiotiques
111.1.1. Définition de la résistance aux antibiotiques

Une bactérie est considérée comme résistante a un antibiotique quand la concentration
de cet antibiotique au site de l’infection n’est pas suffisamment élevée pour inhiber la
multiplication de cette bacterie ou de la tuer (Poole, 2004 ; Schwarz et Chaslus-Dancla,
2001).Autrement, si sa CMI est supérieure a la concentration d’antibiotique (non toxique)

obtenue lors du traitement. (Frappier-Davignon L, 1959).
111.1.2. Types de résistance bactérienne
111.1.2.1. résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinseque a un antibiotique est commune a toutes les
bactéries d’'une méme espece. Elle est due a la présence de genes chromosomiques communs
a toutes les bactéries d’une méme espece et transmise a la descendance (Mayer et al., 2000).
Elle n’est donc pas transmissible sur le mode horizontal d’une bactérie a 1’autre ou entre
espéces différentes (Lozniewski et Rabaud., 2006). Par exemple, les quinolones de premiére
génération sont inactives sur les bactéries a Gram positif (Lozniewski et Rabaud., 2006). La
résistance naturelle détermine les phénotypes « Sauvages » des espéces bactériennes vis-a-vis

les antibiotiques (Mayer et al., 2000).
111.1.2.2. résistance acquise

Ce terme est utilisé pour désigner des processus permettant a des bactéries appartenant
a une espéce originellement sensible de devenir résistante a un ou plusieurs antibiotiques.
Cette résistance acquise peut provenir par une mutation chromosomique (plut6t rare)
(Chopra et al., 2003) ou par I’acquisition d'ADN étranger par le biais de plasmides (plutot
fréquent), de bactériophages ou de transposons (Davies, 1997).Les résistances acquises sont

héréditaires et transmises de générations en générations (Gansmandel, 2011).
111.1.3. Mécanismes des résistances bactérienne aux antibiotiques

Les bactéries ont développé au cours du temps des mécanismes variés afin d’inhiber

I’action des antibiotiques utilisés en thérapeutique (Gansmandel, 2011; Medqual, 2012).

Les principaux mécanismes souvent impliqués simultanément dans la résistance aux

antibiotiques sont :
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111.1.3.1. inactivation enzymatique

Certaines bactéries sécrétent des enzymes, spécifiques d’un antibiotique ou d’une
famille d’antibiotiques, capables d’inactiver ou de détruire 1’antibiotique. L’interaction de
I’antibiotique avec sa cible est alors supprimée. C’est un mode de résistance trés fréquent qui
touche essentiellement deux familles d’antibiotiques, les béta-lactamines et les aminosides
(Gansmandel, 2011).

111.1.3.1.1. Les enzymes inactivant les béta-lactamines

Les B-lactamases sont des enzymes hydrolysant les B-lactamines en ouvrant le cycle
béta-lactame et menant a la perte d’un groupement carboxyle (Ambler, 1980). Ces enzymes
sont localisées au niveau de I’espace périplasmique chez les bactéries Gram négatif

(Medeiros, 1984).
On distingue plusieurs types.
111.1.3.1.1.1. Les pénicillinases :

Elles inactivent les pénicillines A et G mais sont sans action sur les pénicillines M

(oxacilline et cloxacilline) et les céphalosporines (Pourriat et Martin, 2005)
111.1.3.1.1.2. Les céphalosporinases :

Ce sont des B-lactamases chromosomiques produites naturellement a bas niveau par un
certain nombre d’espéces. Leur localisation est périplasmique. On les retrouve chez les
Enterobacter, Citrobacter, Proteus, Pseudomonas, Acinetobacter. Elles rendent ces espéces
résistantes aux aminopénicillines et aux C1G mais n'altérent pas la sensibilité a la plupart des
C2G, aux C3G ainsi qu'aux acyluréidopénicillines, monobactames et carbapénemes
(Calgagno F et Lacroix R., 2011).

II1.1.3.1.1.3. Les p-lactamases a spectre étendu

Ces enzymes correspondent a la mutation de certaines pénicillinases. Elles sont
plasmidiques, transférables, et sensibles aux inhibiteurs enzymatiques. Elles hydrolysent
toutes les B-lactamines jusqu'aux C3G ( Mammedi , 2007-2008). Les genes qui codent pour
ces enzymes sont portés par des plasmides et coexistent avec les genes de résistance a d’autres
antibiotiques d’ou I’origine de la multirésistance des entérobactéries productrices de béta-

lactamases a spectre élargi (EBLSE) (Spanu et al., 2002 ;Rawat et Nair., 2010).
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On les trouve surtout chez Klebsiella pneumoniae et plus rarement chez Enterobacter, ou

Escherichia coli.
111.1.3.1.1.4-Les carbapénémases

Elles hydrolysent les carbapénémes, et sont d’origines plasmidiques. On peut les

rencontrer notamment chez Pseudomonas aeruginosa (Mammedi , 2007-2008).
111.1.3.2. Diminution de La perméabilité

La perméabilité membranaire intervient dans le contrdle de la concentration de
différentes classes d’antibiotiques comme les B-lactamines ou les quinolones via 1’expression
des porines ou des transporteurs-pompes (Hancock, 1997 ; Nikaido, 1996.), les porines
permettant le passage des molécules hydrophiles au travers de la couche lipidique. Toute
modification du nombre ou de la structure de ces porines affecte la pénétration passive des

antibiotiques et donc leur concentration au site d’action (Gansmandel , 2011)

L’altération des porines par mutation est a 1’origine de résistances acquises aux B-lactamines,
soit par une modification structurale d’une porine essentielle, ce qui a été décrit chez E. coli,
soit par une diminution quantitative des porines, qui est la situation la plus frequente (Kumar
et Schweizer., 2005).

111.1.3.3.Modification de la cible

Ce mécanisme de résistance se manifeste par une diminution de [’affinité entre
I’antibiotique et sa cible, consécutive a une modification de la structure de cette derniére. Il
touche plusieurs classes d’antibiotiques, notamment les béta-lactamines, les quinolones et les
macrolides (Lozniewski et Rabaud., 2010; Gansmandel., 2011; Pourriat et Martin., 2005
; Kayser et al., 2008).

La modification peut aussi consister en une modification quantitative de la cible. Une
hyperexpression par exemple aura pour conséquence la nécessité d’utiliser une quantité

supérieure d’antibiotique pour la méme efficacité d’action .
111.1.3.3.1 Modification des PLP :

La résistance aux [-lactamines, conferée par les PLPs, peut avoir lieu par des
mutations dans les genes chromosomiques codant pour les PLPs ou par lI'acquisition de génes
étrangers codant pour des nouveaux PLPs ayant une affinité différente aux [-lactamines

(Georgopapadakou, 1993). Ce mecanisme de résistance est majeur pour les bactéries
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pathogénes telles que Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae et les entérocoques
(Zapun, 2008).

111.1.3.3.2 Modification du précurseur du peptidoglycane

Ce mode de résistance se manifeste chez les entérocoques, leur procurant une
résistance aux glycopeptides. La résistance consiste au remplacement de I’acide aminé D-Ala
terminal du précurseur du peptidoglycane, par un groupement lactate avec pour conséquence

de rendre les glycopeptides moins affins (Medqual , 2012).
111.1.3.4. Efflux actif

Les systémes d’efflux actifs sont constitués de protéines transmembranaires capables
de transporter activement du milieu intracellulaire vers le milieu extérieur une variété de

substrats suivant le type de pompe impliquée (Quale , 2006).

La plupart des transporteurs sont capables d’expulser hors de la bactérie des antibiotiques
appartenant a des classes différentes, entrainant parfois une multirésistance. Les génes codant
pour les pompes a efflux sont parfois situés sur des éléments génétiques mobiles (plasmides,
transposons) potentiellement transférables et posent le probleme de la dissémination

épidémique de la résistance (Gansmandel, 2011; Aires, 2011).

Aminoglycosides
p-lactams Aminoglycosides

Decreased influx B-lactams
Macrolides

Quinolones
Tetracyclines

Antibiotic

’ y
= ¥=——=—— Target site alteration

A / —— g - Aminoglycosides
Aminoglycosides [\ 8 - @ 7 v B-lactams
Amphenicols # = i ¢ Fluoroquinolones
Antifolates S Glycopeptides
B-lactams g y's N Macrolides
Glycopeptides 3 e 9 Rifamycins

Rifamycins : _ - Tetracyclines
L4 Target amplification 4

Sulfonamides
Trimethoprim

Figure 2: Présentation des mécanismes de résistance aux antibiotiques par les bactéries
(Schmieder et al ., 2012)
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111.2. Les bactéries multirésistantes
111.2.1. Définition de la bactérie multirésistant (BMR)

Les bactéries sont dites multirésistantes aux antibiotiques lorsque, du fait de
I’accumulation des résistances naturelle et acquises elles ne sont sensibles au maximum qu'a
un petit nombre qui se situer entre 0 et 3 de familles ou sous-familles d'antibiotiques
utilisables en clinique avec une probabilité forte d'inefficacité thérapeutique. (Andremont ,
1997;Vincent .J,2000 ).

La multirésistance concerne les bactéries responsables d’infections communautaires
(ex:pneumocoques, bacilles de la tuberculose) et les bactéries responsables d’infections

nosocomiales (IN) ou associées aux soins (CTIN, 1999).

111.2.2. Les principales bactéries multiresistantes
111.2.2.1.Bactéries Gram positif
111.2.2.1.1. Les Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM)

Les SARM font partie des premieres BMR décrites dans les années50. Leur

prévalence est notée en majorité au sud de I’Europe (Nastalyp et al., 2010).

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif qui ont tendance a se regrouper en
amas. Staphylococcus aureus a pour réservoir naturel I’homme, il peut coloniser la peau et les
muqueuses (principalement les fosses nasales) sans causer d’infection. Parfois il réussit a
pénétrer la peau par le biais de l1ésions cutanées et est responsable d’infections cutanées assez
banales de type furoncles, abces et parfois infection des muqueuses. S’il passe dans la
circulation sanguine, il peut étre a I’origine d’infections graves telles que des endocardites,
des arthrites septiques ou encore des infections sur protheses articulaires (Pourriat et
Martin., 2005).

Les SARM representent 5 a 10% des bactéries isolées des IN. Les SARM sont
résistants a toutes les B-lactamines et trés souvent résistants aux aminosides, aux macrolides et

aux fluoroquinolones(Mainardi et al .,1995).

Chez les staphylocoques la résistance est exprimée par deux grands types de
mécanismes qui sont identiques pour les S.aureus et les SCN: un mécanisme de résistance
extrinseque par production de pénicillinases enzymes inactivant [’antibiotique et un

mécanisme de résistance intrinséque par modification des protéines de liaison aux pénicillines
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(PLP) ou par acquisition de nouvelles PLP. (CTIN, 1999; Quincampoix J.C et Mainardi
J.L. 2001;Nastaly P et al., 2010).

I11.2.2.1.2 L’entérocoque résistant a la vancamycine

Les entérocoques font partie des bactéries qui colonisent le tube digestif de I'homme
(Cetinkaya et al., 2000). Il est responsable d’infection humaine, principalement dues a
Enterococcus faecalis (80 % a 90 % des cas) et a Enterococcus faecium (5 a 10 % des cas)
tandis que les autres espéces occasionnellement retrouveées sont Enterococcus gallinarum,
Enterococcuscas seliflavus , Enterococcus durans , Enterococcus avium et Enterococcus
hirae (Murray BE, 1990).

Neuf types de résistance aux glycopeptides(vancamycine)ont été décrits a ce jour, sur
des critéres phénotypiques et génotypiques (Courvalin P, 2009 ; Xu X ., 2010; Lebreton
F.,2010 ). Huit correspondent a un mécanisme de résistance acquise (VanA, VanB, VanD,
VanE, VanG, VanL, VanM et VanN) tandis qu’un seul est une caractéristique intrinséque
d’espece (VanC chez E. gallinarum et E. casseliflavus)(Cetinkaya Y.,2000 ; Courvalin P.,
2006).

Les types VanA et VanB sont les phénotypes les plus fréguemment retrouvés chez les

entérocoques (surtout E. faecium) (Courvalin P., 2006 )

Ces génes permettent a la bactérie de synthétiser des précurseurs modifiés du
peptidoglycane, cible d’action des glycopeptides, entrainant une diminution de 1’affinité des
antibiotiques. Le gene vanA est le plus fréquent et confére une résistance de haut niveau aux
glycopeptides. Ce gene est localisé sur un transposon rendant son transfert possible a d’autres

bactéries. Les autres genes sont beaucoup plus rares(HCSP., 2010)
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111.2.2.2.Bactéries Gram négatif
111.2.2.2.1. Les entérobactéries

Les entérobactéries représentent la deuxiéme cause d’infections graves apres les cocci
a Gram positif. Elles peuvent aussi devenir multirésistantes, essentiellement par les trois
mécanismes qui sont la production d’une béta-lactamase a spectre élargi, une dérépression de
leur céphalosporinase chromosomique (hyperproduite) ou une production de

carbapénémase(Yassine., 2012).

111.2.2.2.1.1 Les entérobactéries sécrétrices de p-lactamases a spectre étendu (EBLSE)

La présence de ce -type d'enzyme au sein de souches pathogenes fait peser un risque

majeur de transmission d’inadéquation thérapeutique et donc d’échec thérapeutique

(Schwaber et Carmeli., 2007).

Au sein des entérobactéries, Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli sont les deux
espéces les plus fréquemment porteuses de ces mécanismes de résistance. Toutefois, ces
enzymes ont été retrouvées au sein de nombreuses autres espéces bactériennes,
entérobactéries et bacilles non fermentants (tels que Pseudomonas aeruginosa et

Acinetobacter baumannii) (Jacoby et Munoz-Price., 2005).

111.2.2.2.1.2 Les entérobactéries productrices de carbapénemases (EPC)

Les carbapénémases constituent un groupe hétérogéne d’enzymes dont le spectre

d’activité couvre au moins une des carbapénémes (Grall N et al., 2011).
e P.aeroguinosa et A.baumanii

Les souches de P.aeruginosa résistantes aux 3-lactamines (ticarcilline, ceftazidime ou
imipénéme) ont tendance a étre résistantes aussi aux aminosides et aux fluoroquinolones.
Dans les hdpitaux concernés, ces souches doivent faire I'objet d'une stratégie spécifique,
notamment une politique de prescription des antibiotiques, et des mesures de controle de
I'environnement, alors que les souches d'Acinetobacter baumannii représentent 2 a 4% des
bacteries responsables d'IN, jouent un r6le non négligeable dans certains secteurs hospitaliers
(soins intensifs) et sont parfois a l'origine de bouffées épidémiques dans les quelles la
contamination de I'environnement des patients porteurs joue un réle. Certaines souches

épidémiques résistantes a I'imipénéme conduisent a des impasses thérapeutiques.
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IIs sont naturellement résistantes a de nombreux antibiotiques. Leurs mécanismes de
résistances sont variés: production de bétalactamases, faible perméabilité membranaire et
présence de nombreux systemes d’efflux actifs. Ces bactéries peuvent développer une
résistance vis a vis de la céftazidime, du céfépime et de 1’aztréonam par hyperproduction
d’AmpC qui confeére a la bactérie un caractére multirésistant. Elles peuvent également
produire une BLSE ou une carbapénémases (Strateva T et Yordanov D.,2009, PelegAY et
al., 2008).

L’apparition d’une résistance peut-étre plus ou moins stable selon son mécanisme
d’acquisition. (Sidjabat ., et al 2009).
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I-Méthodologie
I-1. Présentation du site d’étude

Notre travail expérimental a ¢été réalis¢é au laboratoire d’analyses de
L'EPH « MOHAMED BOUDIEF-Ouargla ». Durant une période de 3 moins allant du mars a
mai 2018,

I-1.1. EHSE Ouargla « BOUKHRIS OMAR »

L’¢établissement hospitalier spécialis¢ meére et enfant BOUKHRIS OMAR d’Ouargla
est un établissement public a caractére administratif, il a la personnalité morale et 1’autonomie
budgétaire (financiere). Il est créé par le décret exécutif n°:07-204 du 30-06-2007.

L’établissement a une capacité de 108 lits.
Les services de L’établissement:
L’hopital contient des services hospitaliers et des services auxiliaires :

1- Services hospitaliers

» service gynécologie
service grossesse a haut risque (GHR)
Service maternité (bloc d’accouchement)

Service suite de couche (S/C)

YV V VYV V

Service néonatologie (NNT)
» Bloc Opératoire
2- Services auxiliaires
» Laboratoire
» Pharmacie
» Biandré et magazines
» L’administration

> Lacuisine
1-1.2. 'EPH<< MOHAMED BOUDIEF -OUARGLA>>

C'est un Etablissement Public Hospitalier, il se situe dans le centre ville de la wilaya
d'Ouargla. Il a une capacité d’hospitalisation de 625 lits et il comprend 17 services avec 30

lits chacun.
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On a deux spécialités dans I'hdpital:

1-Spécialités chirurgicales
» chirurgie hommes 30 lits
» chirurgie femmes 30 lits
» chirurgie pédiatrie 30lits
» ORL 15lits
» traumatologie 30 lits
2- Spécialités médecine
» médecine interne: *Hommes 30 lits *Femmes 30 lits
> pédiatries 30 lits
» phtisiologie 30 lits
» Post Opeératoire (PO) 17 lits
» hémodialyse 15 lits
3-Services techniques
» laboratoire
» service radiologie

» pharmacie
I-2. Prélévements
I-2.1. Prélévements a partir de patients
1-2.1.1 Prélevements du dépistage du portage digestif des EPC et BLSE
Deux méthodes de prélevements des selles ont été utilisées dans notre étude :

» Coproculture : Pour les malades conscients, on recueille les selles des leur émission
dans un récipient stérile et étiqueté préalablement, puis au niveau du laboratoire, et
dans une zone stérile (pres du bec bunsen), on choisit un fragment de selle du volume
d'une noix avec une abaisse longue stérile et le transférer dans un tube d’eau
physiologique (10ml), puis on vortexées pendant 1min)

» Preéléevement rectal : Pour les nouveau-nés et les malades inconscients, les
prélevements ont été réalisés par un écouvillonnage rectal.Cette technique consiste a
faire poser un écouvillon stérile humidifié avec I'eau physiologique sur le site anal, et
aprées 1’échantillon, On place I’écouvillon dans le tube de BHIB(10ml) qui est étiqueté
préalablement et le batonnet de 1’écouvillon est coupé. et ca sera I'étape de pré

enrichissement.
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1-2.2. Prélévement a partir de ’environnement
1-2.2.1. Les prélévements a partir des surfaces

Les prélévements de surfaces sont effectués par écouvillonnage, I'extrémité d'un
écouvillon est humidifiée en le plongeant dans un tube contenant le BHIB, et I'exces de
milieu est éliminé en le pressant contre la paroi du tube .A I'aide de I'extrémité de I'écouvillon,
des stries paralléles sur la surface a prélever sont tracés en faisant tourner I'écouvillon entre le
pouce et l'index. I'échantillonnage de la méme zone par des stries perpendiculaires aux
premiéres est répété . I'écouvillon est placé dans le tube de BHIB(10ml)qui est étiqueté
préalablement et le batonnet de I'écouvillon est coupé .puis les échantillons prélevés sont
dirigés vers le laboratoire pour les vortexées (30 sec-1min pour chaque tube) apres
I'écouvillon est enlevé par un pince stérile devant le bec Bunsen, et ¢ca sera I'étape de pré

enrichissement.
1-2.2.2. Les prélévements a partir de I'air

Les prélévements de l'air sont effectués par barbotage a l'aide d'une pompe a vide
réglée a un débit de 100 L/min ,et dans un barboteur on met 60ml de tampon phosphate
(pH=7,2), qui est préalablement préparé ,ce dernier recoit les bactéries présente dans le flux
d'air aspiré .Aprés 1 heure d'aspiration , I'échantillon est acheminé rapidement au laboratoire
dans son barboteur pour étre filtré en utilisant un filtre récupéré a l'aide d'une pince stérile et

placé (avec précaution ) sur la surface du milieu Mac-Conckey.
I-3.I1solement

Aprés incubation de 5 heures a 37°C, un enrichissement a été réalise par

ensemencement de 50ul des pré-enrichissements dans 180ul de BHIB additionné de
vancomycine (64ug) et de Colistine (4pg) pour la recherche des EBLSE, et dans180ul de
BHIB additionnés de vancomycine (64pg) et d’Ertapénéme (1pg ) pour la recherche des EPC.
Puis on incube a 37°C pendant 24h a 48h.
» Pour le dépistage des bactéries des selles et les souches enrichis préalablement dans le
BHIB,on utilisela méthode d’ensemencement par stries sur une gélose Mac-Conckey (Conda,
Espagne)additionnée d’antibiotiques en poudre:

» Mac plus ertapénéme(ERT= 1ug/ml)

= Mac plus colistine (CT=4pg/ml) pour la recherche des EPC

Puis on incube les boites a 37°C pendant 24h a 48h.
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I-4. Purification, identification et conservation.

Les différentes colonies obtenues sont ré-isolées sur le méme milieu d’isolement mais
sans antibiotique afin d'obtenir de souches pures.
Nous avons lancé une identification au MALDI-TOF
Pour la conservation, elle a été réalisée a une température de 4°C sur gélose nutritive coulée

dans des cryotubes de 2ml par piqure centrale.
I-5. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

La sensibilité des souches identifiées aux antibiotiques est mise en évidence par la
méthode de I’antibiogramme standard par diffusion sur gélose Muller Hinton selon les
recommandations du comité frangais de I’antibiogramme de la société frangaise de
microbiologie et European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(CASFM_EUCAST _2015).

1-5.1. Inoculum

A partir d’une culture pure de 18h a 24h sur milieu d’isolement, on préléve a I’aide
d’une anse de platine 2 a 3 colonies bien isolées qu’on dissocie dans S5ml d’eau physiologique,
bien homogénéiser la suspension bactérienne, sa charge doit étre équivalente au standard Mc

Farland (correspondant & environ102UFC/ml).
1-5.2. Ensemencement

Aprés une dilution & 10 ™ de I'inoculum préparé, I’ensemencement est fait par la
méthode d’écouvillonnage ; on trempe I’écouvillon dans la suspension bactérienne, on frotte
I’écouvillon sur la totalité de la surface du milieu gélos¢ Muller Hinton, de haut en bas, en
stries serrées. On répéte 1’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans
oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose. Ensuite on dépose les disques d’antibiotiques et on

incube les boites a 37°C pendant 24h.
1-5.3. Lecture

On mesure a 1’aide d’un pied a coulisse les différents diamétres des zones d’inhibition
obtenus autour des disques d’antibiotiques. L’interprétation en sensible (S) intermédiaire (I)
ou résistante (R) a éte faite selon les critéres définis par la société francaise de microbiologie
et European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (CASFM_EUCAST _2015).
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Les antibiotiques testés ainsi que leurs charges sont présentés dans le tableau 11l

Matériel et méthodes

Tableau IlI: Liste des antibiotiques testés (OXOID).

Antibiotique Symboles Familles
Amoxicilline +acide
) AMC Amino-pénicillines
.clavulanique
Ceftazidime CAZ
C3G
Céfotaxime CTX
— Famille des 3
Céfoxitine CX C2G
_ - lactamines
Céfepime FEP C4G
Aztréonam AT Monobactames
Imipéneme IMP
Carbapénemes
Ertapéneme ETP
Tétracycline TE
_ Autres
Gentamycine CN
Aminosides familles
Amikacine AK .
d'antobiotique
Ciprofloxacine CIP Fluoroquinolones

I-6. Détermination des phénotypes de résistance

I-6.1. Recherche de la production d’une -lactamase a Spectre Etendu (BLSE) (Jarlier

et al, 1988)

Principe : La démonstration phénotypique de la présence de f-lactamase a spectre élargie

consiste a mettre en évidence une image de synergie entre un disque d’antibiotique contenant

un inhibiteur de B-lactamase (I’acide clavulanique) et un disque de C3G.

Technique : Elle consiste a placer des disques de céftazidime, céfotaxime et céfepime (30 pg

chacun) a une distance définie (20mm centre a centre) dun disque d’AMC (amoxicillinea.

clavulanique) (20pg et 10pg, respectivement). Incuber pendant 18 heures a 37°C.

e lecture: L’apparition d’'une image de synergie visible entre le disque d’AMC et les
disques CAZ, CTX ou FEP indique la production d’une BLSE.
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1-6.2. Recherche de la production d’une carbapénémase par le Carba NP test modifié

Le principe de ce test repose sur la mise en évidence d’une acidification du milieu lors

de I’hydrolyse de I’imipénéme par une carbapénémase. Nous avons utilisé¢ le protocol du

Carba NP test modifié (Bakour et al., 2015).

Un volume de 200ul du tampon de lyse (CTAB 0.02 %) a été dispensé dans un tube
Eppendorf. Nous avons dissoci¢ une dse calibrée (10ul) de colonies bactériennes dans le
tampon de lyse, ensuite on vortex 1 a 2 min. Nous avons répartit 100ul du lysa bactériens
dans 2 tubes Eppendorf numérotés "A” et "B". 100 uL d’une solution de rouge de phénol
additionnée de ZnSO2 a 0.1M a pH ajusté a 7.5 ont été ajoutés au tube « A », et 100uL de la
méme solution additionnée d’imipénéme a 6mg/mL ont été ajoutés au tube « B ». vortexé
ensuite incubé a 37°C pendant un maximum de 2h. La lecture visuelle de la couleur a été
réalisée dans chaque tube Eppendorf. Un résultat positif se traduit par ’apparition d’une
couleur orange/jaune dans le tube "B", tandis que la couleur du tube "A", reste inchangée
(Bakour et al. 2015).

Tableau IV: Interprétation des résultats du Carba NP-test modifié.

Tube A Tube B
Pas de carbapénemase | Rouge Rouge
Carbapénemase Rouge Orange/Jaune
Non Interprétable Jaune Jaune
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I1-1- Répartition des prélévements

Au terme de notre étude qui s’est déroulée au niveau du service de réanimation de
I’EPH « MOHAMED BOUDIEF-Ouargla »,132 prelevements (inerte et vivant), ont été
effectués dont 68 prélévements de surfaces,40 prélévements de patients 12 prélévements d’air,
05 prélevements de détergents/désinfectants, 05 prélevements de personnel et 02

prélevements de cafards. Aucun résultat positive n'a été signalé pour les patients.

L’objectif était d’identifier les bactéries a Gram négatif (BGN) résistantes aux carbapenemes
en vue de l'amélioration de la prise en charge des patients et de réduire le risque de
dissémination des BMR. La répartition des souches isolées par catégorie de prélevements es t

représenté dans le Tableau V

Tableau V: Répartition des souches isolées par catégorie de prélevements.

Catégorie de prélévements | Nombre de | Nombre de
prélévements souches
Surfaces 68 29
Air 12 04
Détergents/ Désinfectants | 05 01
Personnel 05 04
Cafards 02 02
Patients 40 00
Total 132 40

11-2-Répartition des souches par espece

L’identification des souches isolées a permis de caractériser 40 souches comme étant
des bacilles a Gram négatif. Ces souches sont reparties en trois groupes bactériens a savoir
A.baumannii qui occupe la premiere place avec 21(52,5%) souches suivi de P. aeruginosa
avec 13 (32,5 %) souches et enfin des entérobactéries avec 6 (15%) souches seulement (03
K.pneumoniae et 03 Enerobacter cloacae). La répartition des souches selon le groupe est

présentée dans la Figure n°3
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B A.baumannii
B P. aeruginosa
m K.pneumoniae

M E.cloacae

Figure 3: Répartition des BGN par espece

11-3-Répartition des souches par type de préléevement

La figure 4 montre que les souches A. baumannii sont les plus isolées a partir des différents
prélevements a savoir des surfaces, de l'air, des cafards et du personnel. Par contre aucune
souche n'a été isolée des détergents. Les souches d'entérobactéries sont isolées principalement

des surfaces et de l'air.

%40,00

%35,00

%30,00
%25,00 -

M P.aeruginosa

B A.baumannii %20,00 -

@ K.pneumoniae %15,00 -

M E.cloacae %10,00 -

%500 - ‘ I
%0,00 - .
L] L] #

surface personnel air détergents  cafards

Figure 4: Répartition des souches par type de prélevement
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11-4- Répartition des souches par sites de prélevement

Le tableau ci-dessous montre la présence des 3 groupes bactériens sur des surfaces a
proximité des patients et qui sont isolées principalement a partir des draps et bordures de lits,

interrupteur et table de chevet.

La contamination des mains et blouses du personnel soignants ainsi que les agents

d'entretients par des souches A. baumannii et de P. aeruginosa est également remarqué.

Par contre uniquement des souches de P. aeruginosa sont isolés des sanitaires et des
détergents. En plus des souches isolées de 1’environnement proche du malade, d’autres
souches sont isolées a partir des cafards présentent dans la chambre de malade et de la

buanderie, du linge ainsi que le matériel utilisés pour son nettoyage.
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Tableau VI: Répartition des souches par sites de préléevement s différente

Sites de préléevement

Especes

Sites de prélevement

Salle N°3 Scope non | K.pneumoniae Salle N°4 Scope en | K.pneumoniae
fonctionnel marche
Sonde A. baumannii
Bordure  des | A. baumannii urinaire
fenétres
Respirateur A. baumannii
Bocal P. aeruginosa
d'aspiration Table de | A. baumannii
chevet
Scope A. baumannii Bordure lit A. baumannii
Respiration
Bordure lit A. baumannii Bocal A. baumannii
d'aspiration
Salle N°6 interrupteur A. baumannii Sanitaire Robinet P. aeruginosa
Scope P. aeruginosa Sol toilette P. aeruginosa
Draps A. baumannii
Table de chevet | P. aeruginosa Cuverre P. aeruginosa
Cafards A. baumannii
Robinet P. aeruginosa
Autre Bureau de | A. baumannii Buanderie | Machine  a | K.pneumoniae
prélévements personnel lavé
Table des | A. baumannii Casaque P. aeruginosa
dossiers
Ecran A. baumannii Poignée  de | P. aeruginosa
d'affichage chariot linge
radios
Sac blanc P. aeruginosa Etagere a | A. baumannii
Couchage P. aeruginosa linge propre
propre Cafards A. baumannii
sanibo P. aeruginosa
Personnel Médecin A. baumannii AIR Air de la| E.cloacae
infermier P. aeruginosa salle de soin
Air du | E.cloacae
Agent A. baumannii couloir
d'entretient Air sanitaire | E.cloacae.
personnel
Agent A. baumannii Air de la| A.baumannii
d'entretient salle N°4

11-5-Etude de la résistance aux antibiotiques

11-5-1- Résistance des souches non fermentaires aux antibiotiques

La figure n°S montre que la majorité des souches d’A. baumannii présentent des taux

de résistante trés élevés aux P-lactamines (imipénéme, aztréonam et céftazedime), aux

fluorogquinolones (Ciprofloxacine) et aux Aminosides (Tobramycine). Cependant deux

souches seulement présentes un diamétre réduit (13 mm) a la colistine.
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31% des souches de P.aeruginosa sont résistante a I’imipéneme, 15% a la céftazedime et
seulement 8 % sont résistantes a la ciprofloxacine, tobramicyne et Aztréonam. Tandis

qu'aucune souche n’est résistante a la Colistine

B A.baumannii B P. aeruginosa

%90,00

%386,00  %86,00

%76,00

%9,00

IMP CAzZ ATM cT TOB Cip

Figure 5: Taux de résistance des souches des BGNNnF aux antibiotiques.
11-5-2-Résistance des souches d’entérobactéries aux antibiotiques
La figure n°6 montre que la totalité des souches de K. pneumoniae sont résistantes aux [-

lactamines ainsi qu’aux aminosides (Tobramycine) et que 2 souches seulement sont

résistantes a la Ciprofloxacine.

%100 %100

%100 %100 %100%100%1009% 100

%80
%60
%40

%20
%0

B K. pneumoniae M (E.cloacae

Figure 6: Nombre des souches d'entérobactéries résistantes aux antibiotiques
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I1-6-Détermination des phénotypes de résistance aux f-lactamines
11-6-1-Recherche de la production de BLSE par le test de synergie

Le test de synergie réalisé sur les six souches d'entérobactéries n’a révélé aucune image de
synergie. Les souches resistantes a la céfoxitine (3 souches de K. pneumoniae) sont testées
une autre fois par le test de synergie en présence de la cloxacilline & une concentration de 250

pg/ml. Le résultat montre 1’absence d'une restauration de 1’image de synergie chez les souches

testées .
Tableau VII: Le profil de résistance aux antibiotiques des Entérobactéries

Code souches ERTA | MEM | TOB CIP |CT CAZ | ATM AMC FOX | BLSE
CTX

BARO02 K.pneumoniae | 1/24 S31 R/0,6 | 1/20 S18 R/0,6 | R/0,6 R/0,6 R/0,6 -
R/0,5

BAR16 K.pneumoniae | R/16 S/26 | R/11 | S/29 S/19 | R/0,6 | R/0,6 R/0,6 1/16 -
R/0,6

LBARO1 K.pneumoniae | 1/24 S/29 | R/0,6 | R/0,6 S/17 | R/0,6 R/0,6 R/0,6
R/0,6
R/0,6

Air  salle | E.cloacae S/28 S/31 /17 S/37 S/16 | s/23 S/31 S/22 1/18 -

de soin

Air E.cloacae S/30 S/33 S20 S/46 S/15 | S/25 S/33 S/28 S/22 -

sanitaire

personnel

Air couloir | E.cloacae S/29 S/31 | S19 S/I37 S/I7 | 1/21 S/30 S22 1/18 | -

R : Résistante | : Intermédiaire S : Sensible
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11-6-2- Recherche de la production de carbapénémases

La recherche d’enzymes ayant une activité de carbapénémases a été systématique chez
les souches résistantes et/ou de sensibilité réduite a I'imipéneme ou a l'ertapénéme, par le test
CarbaNPtest.

Le test a eté réalisé sur un total de 34 bacilles & Gram négatif, seulement 04 souches

d’A.baumannii étaient positives pour ce test (Photo n 1).

Abcence
carbapénémase (-)

Photo 1: Le test CarbaNPtest.

Précence
carbapénémase (+)
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Discussion générale

Durant la période d’étude, 40 bacilles a Gram négatif (BGN) ont été collectés, dont 34
souches de BGNnNF (21 Acinetobacter baumannii(52,5 %) et 13 Pseudomonas aeruginosa
(32,5%) ) avec un taux de 84% ,et 6 souches des entérobactéries avec un taux de tandis que
(15 %) .

La fréquence élevée d’isolement de ces especes pourrait étre liée a la capacité de survie de ces
bactéries sur les surfaces dans 1I’environnement hospitalier. En effet, de nombreuses espéces
Gram-negatives, comme Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa peuvent survivre sur des
surfaces inertes, pendant des mois. Klebsiella spp.est capable de survivre pendant 2 heures
jusqu’a plus de 30 mois, Pseudomonas aeruginosa peut survivre 6 heures a 16 mois, et 5
semaines sur des surfaces séches, Serratia marcescens est capable de survivre de 3 jours a
deux mois, et 5 semaines sur des surfaces seches (Kramer et al., 2006). En plus, il a été
montré que certains antiseptiques tels que la chlorhexidine ou d'’hexamidine, ont moins

d'efficacité sur Klebsiella spp que sur d'autres bactéries, telles que E.coli (Grare et al., 2010).

Notre étude a montré qu’a partir des prélévement effectués , Acinetobacter baumannii
représente 61,7% des souches isolées du groupe des bactéries non fermentantes avec une
fréquence d’isolement de 52,5%, ce qui concorde avec les résultats obtenus par 1’é¢tude de
Rabhi  (2012) sur la résistance des bacilles a Gram négatif non
fermentants aux antibiotiques : cas de la colistine en réanimation a Tlemcen et Sefraoui
(2011) sur l'epidémiologie de la résistance aux antibiotiques des bactéries a gram
négatif non hétérofermentaires au niveau du CHU de sidi Bel Abbes avec des fréquences de
61,3% et 65,2% pour Acinetobacter baumannii,

De nombreuses études ont rapporté la prédominance des infections dues a A. baumanii dans
des services de réanimation. Les principaux facteurs de risque dans ces services reconnus
dans la littérature sont : la ventilation assistée, I’antibiothérapie a large spectre, la durée de
séjour prolongee, le cathétérisme artériel et la sévérité de la pathologie sous-jacente. Par
ailleurs, le développement de techniques de réanimation et d’explorations invasives a
largement contribué a la recrudescence des infections a A. baumannii dans ces services
(Lahsoune et al., 2007) Acinetobacter spp est 1'un des agents pathogenes capables de
survivre dans des réservoirs hospitaliers et pour lesquels la contamination de I'environnement

(Weber et al., 2010). Acinetobacter spp. peut persister de 3 jours a 5 mois (Kramer et al.,
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2006). Dans certaines conditions, des espéces d'Acinetobacter peuvent survivre pendant 4-5
mois ou plus sur des surfaces seches (Otter et al., 2011)

P. aeruginosa est une bactérie ubiquiste, saprophyte de 1’eau, des matiéres en décomposition
et des végétaux. Ses exigences nutritionnelles modestes lui permettent de survivre et de se
multiplier,dans un environnement humide (éviers, siphons, certaines solutions antiseptiques)
(Lahlou Amin et al., 2008). Bien qu’il ne fasse pas partie physiologiquement de la flore
microbienne commensale de I’homme, il peut coloniser le tube digestif, I’oropharynx et les

zone cutanées humides (Richet, 2003)

Dans notre travail, P. aeruginosa est parmi les especes les plus représentées, la fréquence
d’isolement est de 32,5%, elle est supérieure a celle trouvée par Jalalpoor (2011) qui était
19,44%. La fréquence élevée de cette espéece pourrait étre en partie expliquée par le fait
qu’elle peut résister aux désinfectants couramment utilisés en milieu hospitalier (Orji et
al.,2005).

Parmi les entérobactéries isolées ,dans notre étude 03 souches de K.pneumoniae et 3
souches d' Enterobacter cloacae avec une fréquence d’isolement de 15%.,ce qui différe
complétement aux résultats obtenus par DEBABZA 92,98% des entérobactéries totales .et
différentes a (Touati et al., 2010) ou les souches EBLSE ont été présentées par seulement
deux espéces : E. cloacae présentant respectivement 64,29% et K. pneumoniae présentant

respectivement 35,71% et

Il a été suggéré que les mains du personnel soignant, transitoirement contaminées,
constituent la principale voie de transmission des agents pathogénes aux patients, surtout aux
malades susceptibles (Kramer et al., 2006), mais des objets contaminés, des surfaces et de
I'air peuvent étre directement ou indirectement impliqués dans la voie de transmission (Otter
etal., 2011)

Dans notre étude, les sites ayant montré des taux de contamination élevés par les BGN
sont par ordre décroissant: surfaces, personnel ,air, aucune souche n'a été isole a partir les

détergents et les patients (Berthelot et al., 2005),

Relativement peu d'études prospectives ont été menées sur la contamination des surfaces par
les Gram négatifs. La fréquence de contamination des surfaces par des bactéries a Gram
négatif est d'environ 5% a 10% (Otter et al., 2011) mais dans notre travail, cette fréquence est
de 99,59%. Ce taux relativement élevé par rapport a celui rapporté dans la littérature nous

laisse a supposer 1’excrétion importante des BGN dans I’environnement, mais plutdt a de
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grands défauts de désinfection des surfaces. Dans ce dernier cas, il peut s’agir d’une

désinfection irréguliere ou des produits peu efficaces

La majorité des sites précédemment cités constituent 1’environnement immédiat du
patient. Ceci nous a permis de constater d’une part : que la contamination par les 03 groupes
bactériens pourrait étre le résultat d’une éjection importante de ces bactéries par les patients
dans leur proche environnement; et d’une autre part que la présence de telles bactéries multi
résistantes dans I’environnement immédiat du patient constituent un risque réel d’acquisition
d’infections nosocomiales. En effet, il a ét¢ démontré que les sites plus proches au patient
sont plus susceptibles de présenter un risque que ceux situés plus loin. Ainsi, la transmission
des EBLSE de patient a patient au moyen de surfaces de I'environnement a été rapportée dans

plusieurs études (Guet-Revillet et al., 2012).

Dans notre étude, Les résultats de 1’antibiogramme ont montré que pour la majorité
des antibiotiques testés; (IPM, TOB, ATM, CAZ et CIP) les souches isolée ont développé des
taux de résistance trés élevé sur-tout les souches d'A. baumanii. Ce qui leur confere le
caractére de multirésistance , Alors que DEBABZA (2014) qui étudie I'Emergence en milieu
hospitalier des bacilles Gram négatifs multirésistants aux antibiotiques a constaté que trois
antibiotiques (IPM, TOB et CIP) ont conservé une bonne activité sur toutes les souches d'A.
baumanii étudiées, Cependant Liazid (2012) a enregistré des taux de résistance trés élevé, a
I’égard de : IPM, TOB et CIP qui ont été respectivement : 80%, 5,71% et 97,14%.

Le mécanisme de résistance de cette bactérie peut se référer a la grande diversité des
plasmides regus en lui donnant un grand potentiel d'acquisition des résistances. Aussi,
I'utilisation croissante d'antibiotiques a large spectre sélectionne les souches multirésistantes
(Chastre, 2003). C’est une espéce qui dispose d’un arsenal enzymatique extrémement vaste
et divers pour contrecarrer 1’action des antibiotiques (Mansour et al., 2008), elle posséde des
mécanismes de résistances naturelles aux Blactamines, correspondant principalement a la

production d’une céphalosporinase (ou Blactamase de type AmpC) chromosomique.

Les isolats des Pseudomonas aeruginosa présentent des taux de résistance
inférieurs a ceux observés chez Acinetobacter baumannii par exemple Le taux de résistance a
I’imipénéme est de (31%). Ben Haj Khalifa (2010) a rapporté un taux de résistance de 18,7.
et Rabhi (2012), un taux de résistance de 76,5%, Alors que une étude tunisienne effectuée par
(Benjemaa et al., 2004) sur Profil bactériologique des bactériémies et sensibilité aux
antibiotiques des bactéries en cause dans la région de Sfax a enregistré un taux de résistance

de 23% a l'imipéneme chez Pseudomonas aeruginosa.
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La résistance a l'imipénéme, pourrait étre due a un défaut de pénétration suite a une perte de la
porine ou d’une hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique (AmpC) (Decreé,
2012) et peut étre expliquée par la forte consommation de I'imipénéme dans I'hdpital, ou ce
composé est prescrit pour le traitement des infections a Pseudomonas aeruginosa (Drissi et
al., 2008). Dans notre étude, les bacilles pyocyaniques ne présentent aucun taux de résistance
a la colistine (0%). Ce méme constat a été rapporté dans une étude réalisé par (Boukhatem
Louiza, 2013) sur I'étude de la sensibilité aux antibiotiques des bacilles & Gram négatif non

fermentants isolés au niveau du service de réanimation du CHU de Tlemcen.

Notre étude montre que la totalité des souches de K. pneumoniae sont résistantes aux
B-lactamines ainsi qu’aux aminosides (Tobramycine) et a la Ciprofloxacine. Toutefois, le
méropéneme reste l'antibiotique le plus actif contre ces souches. Ce méme constat a été
rapporté dans une étude réalisée par MILOUDI S et KHELIFA S (2017) sur la
Caractérisation de la résistance aux carbapenemes des souches de bacilles a Gram négatif
isolées des résidences universitaires Targa Ouzemour et Ireyahen. mais dans notre étude la
colistine aussi reste I'antibiotique le plus actif contre ces souches alors que dans I'étude de

MILOUDI S K, pneumoniae révele des taux de résistance pour la colistine.

Ce résultat est similaire a celui rapporté par SOUNA Djahida (2011) sur I'Epidémiologie de
la résistance aux antibiotiques des entérobactéries au niveau du C.H.U de Sidi Bel Abbes.
Cependant, nos souches ont montré des taux de résistance supérieurs a ceux rapportés par
(Abid et al., 2007) sur Klebsiella pneumoniae productrices de béta-lactamases a spectre élargi
(BLSE) isolées dans les hopitaux de la ville de Annaba, en ce qui concerne les antibiotiques :
AMC (100% contre 52,4%), CTX (100 contre 37%),

Dans notre étude, aucune souche productrice de BLSE n'a été mise évidence par le test
de synergie, Dans I'étude de DEBABZA (2014), le taux de contamination environnementale
par les entérobactéries productrices de BLSE (EBLSE) était de 12,87% (108 / 839). De
méme, un taux de 4% (19/ 470) a été rapporté dans une étude ameéricaine prospective
(GuetRevillet et al., 2012).

Dans notre étude, Le CARBA NP TEST a été réalisé sur un total de 34 bacilles a
Gram négatif, nous avons obtenu un résultat positif pour quatre souches d’A.baumannii,
L’interprétation des CARBA NP TEST est basé sur la mise en évidence de 1’hydrolyse d’un

carbapénéme par les bactéries productrices de carbapenémase. Cette hydrolyse se traduit par
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Chapitre 11 Résultats et discussion

I’acidification du milieu réactionnel entrainant le virage d’un indicateur de pH : le rouge de

phénol (Tijet N et al., 2013).
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Conclusion

Conclusion

Actuellement, on assiste a I’émergence dans nos structures hospitaliéres des bactéries
Gram négatives multi résistantes aux antibiotiques. La dissémination de ces souches dépend
d'une part des « réservoirs » les patients eux-mémes, le personnel soignant, le matériel
médical et I'environnement et d'autre part de la transmission entre germes; car ces agents
peuvent bien survivre ou persister sur des surfaces pour des mois et peuvent ainsi étre une
source de transmission en continu en l'absence de désinfection réguliere préventive des

surfaces.

Le rdle particulier de I'environnement dans la propagation des bactéries multi
résistantes dans les hopitaux a été longtemps considéré comme négligeable. A 1’échelle
nationale, tres peu d'études ont été faites dans ce contexte, et les données épidémiologiques
concernant la fréquence des bacilles Gram négatifs dans I’environnement hospitalier font

défaut.

Les résultats de 1’identification ont permis de caractériser 40 souches de BGN, dont
15% appartiennent aux entérobactéries, 52,5% aux BGNNf,. La répartition en fonction des
especes a montré que les espéces prédominantes sont : A.baumannii ,et Pseudomonas
aeruginosa. En revanche, de rares entérobactéries ont été isolées : 03 K.pneumoniae et 03
Enerobacter cloacae .En fonction des services, le laboratoire, les unités des soins et la
réanimation ont présenté des fréquences élevées de BGN. Les sites les plus contaminés ont
été les surfaces du proche environnement des patients et précisément ceux couramment

touchées comme les bords des lits, les lavabos, les tables et les oreillers.

Notre étude montre que I’environnement hospitalier dans I’EPH « MOHAMED
BOUDIEF-Ouargla », fréguemment contaminé par les bactéries Gram négatives
multirésistances en particulier les bactéries productrices de carbapénémases , et qu'il peut étre
une source potentielle de ces bactéries. Ces résultats nous incitent a proposer des
recommandations au sein des structures sanitaires. Il s’agit particulierement du renforcement
de P’application des mesures générales d’hygiene, et plus précisément I’hygiene des malades
et de ’environnement hospitalier, de la sensibilisation du personnel hospitalier concernant ce
risque sous-estimé et de la nécessité d'une surveillance adéquate des souches BMR dans

I’environnement des hopitaux algériens.
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Anse de platine ;
Autoclave ;
Boite Pétri ;

Bec Bunsen ;
Bain marie ;
Ecouvillons ;
Pince ;

Portoir ;
Réfrigérateur ;
Tubes a essai ;
Micropipette ;
TubeEppendorf ;
Vortex.

2. Milieux de culture

Annexe 1 : Matériels

Annexes

Milieux de culture solides

Milieux de culture liquide

Gélose Mac Conkey
Gélose Mueller Hinton

Gélose Nutritive

Bouillon Infusion cceur cervelle (BHIB)

3. Antibiotique

a. Antibiotique en poudre :
e VVancomycine

e Imipéneme

e Ertapénéme

e Colistine
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b. Antibiotiques en disque

Annexes

Antibiotique Symboles Familles

Amoxicilline +acide | AMC Amino-pénicillines

.clavulanique

Ceftazidime CAZ C3G

Céfotaxime CTX

Céfoxitine CX C2G Famille des p
Céfépime FEP C4G - lactamines
Aztréonam AT Monobactames

Imipénéme IMP Carbapénemes

Ertapéneme ETP

Tétracycline TE Autres
Gentamycine CN Aminosides familles
Amikacine AK d'antobiotique
Ciprofloxacine CIP Fluoroquinolones

——

66

'




Annexes

Annexe 2 : Les compositions des milieux de cultures utilisées :

GELOSE MAC CONCKEY

COMPOSITION : en grammes par litre d'eau distillée

Peptone de Cas€ine. ..........oouiiiiiiiii i e 17
PePtONe A& VIANGE........eiiiiiiiiiiieieeee e 03
SIS DIITAIIES. ... e s 1.5
CriStal VIOIBL.......oiie e 0.001
LLACTOSE. ..ttt 10
ROUQGE NBULIE......eeiiiiiii e 0.03
N T TP STPR 5
ALGAT .ottt e st e et e e bt e e nateesaaee s 13.5

pH final =7.1
GELOSE MUELLER-HINTON (MH)

COMPOSITION : en grammes par litre d'eau distillée

Infusion de viande de beeuf...............cccoeeiiinni 300mL
Peptone de Cas€ine..........ccccvevverieiieieeie e 175
Amidon de mais........coeoiiiiiiiiii i 1.5
AGAT. . et 17

pH final=7,4

BHIB en grammes par litre d'eau distillée)

Porcine Heart Infusion.....................oooin. 10.00
Sodium Chloride..........c..ooooiiiiii 5.00
Gelatin Peptone .........ccoooviiiiiiiiiiiiii 10,00
Disodium Phosphate ...............ccooiiiiiiiiiiiiin. 2,50
Porcine Brain Infusion ...........coooviiiiiiiiiii. 7,50
DeXtroSe ..o 2,00

Final pH 7.4 £ 0,2

Tampon phosphate salin (TPS)
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Annexes

NACT L 137 mM
KL 2,7mM
NAZHPOA. ... 10mM
KH PO . ..o 1,76mM
pH=7,4
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Annexes

Annexe 3 : Formulaire:

Date d’isolement : Code :

Date d’hospitalisation :

Service d'hospitalisation :

Motif d’hospitalisation : Sexe : Age :
Mode d’admission : (direct, mutation, transfert)

Hospitalisation antérieure :

Chirurgie antérieure :

Dispositif invasif :

Antibiothérapie préalable: oui/non
Date de début : Antibiotiques administreés :
Préléevement (type) : Souche identifiée :

Milieu d’isolement :

M¢éthode d’identification :

Matériel prothétique :

Statut immunitaire (immunodépression) : Durée de séjour a I'hopital :
Date d'isolement

Antibiogramme réalisé :

ATB

Diamétre

(mm)

Catégorie
R/S/I
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Annexes

Annexe 4 : Photo de la méthodologie

" iy

\eZ
Photo 3: Etapes de prélévement de la surface et le pré-enrichissement (Originale).

Photo 6: Etapes de la Purification (Originale).
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Annexes

1- Préparation d’une suspension inoculum

mamlousssriesrines

2. Application des disques et incubation

r —

Photo 7: Etapes d’antibiogramme selon la technique de diffusion en milieu gélosé.
(Originale).
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Annexes

Annexe 5 : Photo les résultats

salcoua+tmnesrine

Photo 8: Enrichissement dans un bouillon B.H.I.B (Originale).

sSsalouarmNne=srinese

Photo 9: Aspect des colonies des Entérobactéries apres isolement dans le milieu MAC
CONCKY+CAZ (Originale).

Photo 10: Aspect des colonies des bactérie non fermentaire apres isolement dans le milieu
MAC CONCKY+CAZ (Originale).

saloua-rNnesrine

Photo 11: la purification sur milieu MH (Originale).
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Annexes

saloua-+rmnesrinea

Photo 12: résultat de la purification (Originale).

saloua+nestine

Photo 13: résultat de I'antibiogramme (Originale).
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Résumé :

La résistance aux antibiotiques est devenue un probleme complexe qui nécessite une attention particuliére.
Le travail présenté consiste a la recherche des bactéries a Gram négatif (BGN) resistantes aux
carbapenémes isolées des patient et des leur environnement a L' EPH et L'AHSE de Ouargla pour en vue
de lI'amélioration de la prise en charge des patients et de réduire le risque de dissémination des BMR.

L’identification des souches isolées a permis de caractériser 40 souches comme étant des BGN.
A.baumannii occupe la premiere place avec 21 (52,5%) souches suivi de P. aeruginosa avec 13 (32,5 %)
souches et enfin des entérobactéries avec 6 (15%)

La résistance vis-a-vis des antibiotiques par la méthode de diffusion des disques, montre que la majorité
des souches d’A. baumannii et de K.pneumoniae présentent des taux de résistante trés élevés aux P -
lactamines et aux aminosides.

L’analyse des phénotypes de résistance aux § —lactamines et aux carbapenemes a permis de détecter 04
souches d’A.baumannii productrices des carbapenémases. I'environnement hospitalier joue un rdle dans
I'acquisition de la résistance aux ATB, par l'utilisation excessive ou inappropriée de ces molécules dans les
hopitaux.

Mots clés: BGN, Résistance, ATB, BMR, carbapenémes, I'environnement hospitalier

Abstract:

Antibiotic resistance has become a complex threat requiring a special attention

The presented work aims to isolate carbapenem-resistant Gram-negative bacteria from patients
and their environment at the EPH and AHSE of Quargla in order to improve patient care and
reduce the risk of spread of these MDR.

Identification of isolated Strains has allowed characterizing 40 strains as Gram-negative bacilli
(GNB). A.baumannii is ranked first with 21strains (52,5%), followed by P. aeruginosa with
13strains (32,5 %)and enterobacteria with 6strains (15%)

The results of antibiotic susceptibility testing by the disk diffusion method in agar medium
showed that the majority of the isolates of A. baumannii and K.pneumoniae were highly resistant
to p —lactams and to aminosids

The analysis of phenotypic study of resistance to p —lactams, has detected 4 carbapenemase-
producing A. baumannii strains. The hospital environment plays a role in the acquisition of
resistance to antibiotic, through excessive or inappropriate use of these molecules in hospitals.
Key words: hospital environment, Gram-negative bacilli, MDR, antibiotics, carbapenam,
resistance
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