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INTRODUCTION



| ntroduction

I ntroduction

Le milieu hospitalier met en contact, des individus sains et de nombreux patients présentant des
pathologies variées, infectieuses ou non. Chacun, en se déplacant dans les locaux et en déplacant du
matériel, disperse des germes qui peuvent notamment se retrouver nombreux sur les surfaces, matériel
meédical et dans I'air faisant de I'environnement hospitalier une véritable « niche écologique » de germes.
Ceux-ci évoluent selon leurs capacités intrinséques de résistances, et selon les désinfectants

et antiseptiques utilisés pour le nettoyage et les soins (Lemmen et al., 2004).

Chague patient hospitalisé arrive avec sa propre flore bactérienne. Mais une fois en contact avec
I'environnement hospitalier (le lit, la table de nuit, le personnel...) et les différents traitements, celle-ci
va se modifier, et va a son tour subir la pression de sélection. Par conséquent, les germes résistants de
I'environnement vont se développer aux dépens de ceux peu résistants de la flore d'origine. Les germes
hospitaliers sont de ce fait souvent capables de survivre dans un milieu hostile et de développer de
multiples résistances aux antibiotiques les plus utilisés. Les bactéries résistantes rencontrées en milieu
hospitalier varient considérablement d’un hopital & un autre et entre les différentes unités au sein du

méme hopital (Lemmen et al., 2004).

Les bactéries multi-résistantes a Gram négatif représentent une menace émergente dans
différents hopitaux. Les infections causées par ces bactéries sont associées aux taux élevés de mortalité,
les couts accrus de soins et |'utilisation massive des antibiotiques inappropriés par rapport a d'autres
types de bactéries. L'acquisition des bactéries multi-résistantes & Gram négatif peut étre endogéne, ou
I'exposition aux antibiotiques conduit & I'émergence de résistance antimicrobienne chez les bactéries
initialement sensibles. Les bactéries multi-résistantes a Gram negatif peuvent également étre acquises de

mani ere exogene par latransmission patient a patient (Bhalla et al., 2004).

Plusieurs études menées dans les établissements de soins de longue-durée ont rapporté que les mains
du personne peuvent ére des véhicules de bactéries pathogenes a Gram négatif. Les surfaces de
I'environnement hospitalier ont révélé une contamination par Staphylococcus aureus résistant a la
méticilline, Enterococcus résistant ala vancomycine et par les bactéries pathogenes a Gram négatif. Les
établissements de soins de longue-durée différent des établissements de soins actifs, cela est d0 aux
occasions de contact fréguentes entre les résidents par le biais des activités de groupe telles que le

manger et les pieces communes. Le potentiel de contamination de I'environnement dans les espaces
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communs des établissements de soins de long-terme n'a pas été exploré, la contamination peut prévoir

un risgue par latransmission parmi les résidents de cet établissement (Anaissie et al., 2002).

Le taux élevé des BMR et leur évolution sans cesse croissante dénotent de I'insuffisance et du
dysfonctionnement de I’ organisation de lutte contre ces pathogénes. Aujourd hui plus que jamais, la
malitrise de la dissémination des BMR passe par |’éducation des personnels en matiere d hygiéne, le
respect des procedures de lavage des mains ainsi qu’ une politigue cohérente d’ hygiéne notamment dans
les services a forte prévalence de BMR. De méme, |'usage rationnel des antibiotiques permet de

préserver les quelques molécules encore actives qui constituent les ultimes ressources thérapeutiques
(Saidani et al., 2006).

L'objectif de notre étude est I'évaluation de la contamination de |'environnement hospitalier au
niveau de deux services de I'hdpital Frantz Fanon par |es bactéries multi-résistantes a Gram négatif et la

caractérisation des phénotypes de résistances aux f-lactamines de ces souches.
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Chapitrell Environnement hospitalier

I.1 Risquesinfectieux liésal’ environnement hospitalier

L'environnement hospitalier comprend habituellement I'eau, I'air, les surfaces,
I"alimentation, le linge, les déchets et les dispositifsmédicaux qui entrent en contact avec |'étre

humain (patients, personnel et visiteurs) dans une structure hospitaliere (Barbut et al.,2006).

L'environnement hospitalierest naturellement contaminé par desmicroorganismes : bactéries,
champignons filamenteux, levuresyvirus et parasitesd'origine humaine ou spécifiquement
environnementaux qui peuvent appartenir aussi bien aux especes opportunistes, qu'aux especes
habituellement pathogenes pour I'homme (Cavallo et al., 2002).Le niveau de contamination varie
gualitativement et quantitativementau cours du temps et en fonction des services et des
patients.La contamination dépend aussi des conditions hygrométriques et de la température. Les
microorganismes appartiennent soit a la flore saprophyte (Bacillus, Saphylocoquea
coagulasenégative, Micrococcus, Pseudomonas...) soit a la flore commensale de I'homme
(Staphylococcus aur eus, entérobactéries,...) (Barbut et al.,2006).

Concernant les bactéries, deux types peuvent étre retrouvés dans |’environnement des
patients:

- Des bactéries d’'origine humaine (peau, muqueuses) parmi lesquelles des bactéries multi-
résistantes aux antibiotiques comme Staphylococcus aureusrésistant a la méticilline, les
entérobactéries productrices de P-lactamase a spectre étendu (BLSE) ou les Enterocoques

résistants ala vancomycine (Lucet et Astagneau, 1998).

- Des bactéries d’ origine environnemental e dont certaines ont de fréquentes résistances naturelles
aux antibiotiques, notamment les bacilles a Gram négatif comme Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophili, Burkholderia cepacia ou Legionella
pneumophil (Lucet et Astagneau, 1998).

Lorsque les patients sont colonisés et surtout lorsqu'il existe une infection patente,leur
environnement immeédiat est en général fortement contaminé par ces microorganismes.La survie
et éventuellement la multiplication de ces bactéries conditionnent : la nature, I’importance de la

colonisation environnementale et la capacité de I’environnement adevenir un réservoir dans
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lequel le microorganisme persiste et éventuellement unesource a partir de laquelle le micro-

organisme va pouvoir ére transmis(Anaiss et al., 2002).

Sile rdle de cet environnement a été assez bien démontré lors d'épisodesépidémiques, son

réle dans | es infections nosocomial es endémiques est plus souvent discuté (Barbut et al.,2006).
e FEau

L'eau contient naturellement des microorganismes qui sont adaptés au milieu hydrique et

peuvent se retrouver dans les réseaux d eau de distribution(Bertrou, 2000).

L'eau chaude sanitaire peut représenter un réservoir de Legionella a partir duquel patients
les plus fragilisés peuvent se contaminer eninhaant des aérosols de microgouttelettes d'eau
(douches, humidificateurs, nébuliseurs) (Stout, 1997). L'eau potable contient également une
florevariée (Aeromonas, Pseudomonas) qui peut proliférer au niveau de bras morts, de brise-jets
ou d'embouts derobinets ou dans les circuits mal entretenus de fontaines réfrigérantes (Laande et
al., 2001).

De nombreuses éudes indiquent que les points d'eau sont une source importante de
Pseudomonas aeruginosa en service de soinsintensifs.
Dans une étude réalisee dans deux services de réanimation adulte duCHU de Besancon, des
prélévementsde |’ environnement au niveau des points d’eau des chambres et des prél évements
sur les patients étaient réalisés de fagon hebdomadaire.
Lesauteurs ont rapporté dans cette éude que P.aeruginosa est non seulement un pathogene
opportuniste mais aussi un commensal opportuniste a transmission directe, manuporté de patient
a patient dans les services de réanimation et que I’environnement hydrique joue un role
indiscutable dans le risque de colonisation hospitaliére des patients (Bertrand et al., 2009).

o Air

Les microorganismes de |'air sont véhiculés sur des supports de taillevariable : les
poussiéres (10-100 um), les squames cutanés (dans les services de grands brulés par exemple),
les gouttelettes ou les microgouttel ettesde salive (particules de 10 a 1 000 um émises lors de
latoux, des éternuements, de la parole...) et les noyaux de condensationissus de ces gouttel ettes

(les droppletsnuclel) (2-5 pum). Lesplus grosses particules sédimentent en quelques minutes alors
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gue les plus petites (dropplets nuclei) peuvent rester en suspension plusieursheures, diffuser a
distance et pénétrer par inhalation jusgque dans les avéoles pulmonaires des patients (Bertrou,
2000).

Le role de I'air dans la survenue dinfections nosocomiales a surtout étéétudié au cours de
deux circonstances : dans les épidémies d'aspergilloses invasives survenant chez despatients
immunodéprimés (aplasiques, greffés...) al’occasion de travauxréalisés a proximité (Alberti et

al., 2001) et dans lesinfections du site opératoire.

Lerdle del'air dans la survenue des infections du site opératoire a essentiellementété éudié
dans les interventions de chirurgie orthopédique prothétique. Dans |I'étude, ces auteurs ont
démontré que le niveau de contamination de la plaie opératoire ainsi que le tauxd'infection post-
opératoire en chirurgie orthopédique prothétique étaient liés auniveau de contamination de l'air
du bloc opératoire (Lidwell et al, 1983).La mise en place dans |lesblocs opératoire de systémes de
filtration de haut niveau de I'air a permis de diminuer de plus de deux fois letaux dinfections
post-opératoires (de 3,4 % a 1,6%), mais a un niveau moindre quel'utilisation dune
antibioprophylaxie (de 3,4% a 0,8%) ou al'association d'unefiltration et d'une antibioprophylaxie
(de 3,4% a 0,7%). Ces résultatssuggerent indirectement la responsabilité, au moins partielle,
d'une transmissionaérienne a partir de particules mises en suspension, véhiculées par les
turbulencesd'air et déposées directement ou indirectement dans la plae lors de
I'interventionchirurgicale. Les agents les plus souvent mis en cause dans ces infections sont
desbactéries d’ origine cutanée ou mugueuse, comme les staphylocogques avec au toutpremier

plan I'espéce Staphylococcus aureus (Dolan et al., 2011).

Si I’ aérobiocontamination a pu étre impliquée comme source d'infections nosocomiaes du
Site opératoire, il n’existepas d’ arguments pour mettre en cause I’ environnement inerte du bloc

opératoirecomme les sols, les murs ou les autres surfaces (Rundstadler et al., 2002).
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e Surfaces

La surveillance de la contamination bactérienne des surfaces est éroitementliéea celle de
I'air. Elle s'éablit sur les mémes zones arisque. En effet, la biocontamination des surfaces se fait
par contact, par rincage ou par sédimentation des particules en suspension dans | air, la

contamination des surfaces a trois origines (Hota, 2004):

- L'air qui véhicule sous forme d'aérosols des amas bactériens capables de sédimenter et de
coloniser le milieu.

- Les objets et les mains qui par contact direct colonisent différents supports. C'est le cas
par exemple de la contamination des combinés téléphoniques par Saphylococcus aureus.

- L'eau qui contamine les surfaces et les dispositifs médicaux par ringage.

Les surfaces sont contaminées par les microorganismes issus du patientlui-méme (infecté
ou simplement colonisé) ou par sédimentation de particules présentes dans I'air. 11 aété montré
par exemple, quel’ environnement proche d'un patient porteur de bactériesmulti-résistantesaux
antibiotiques (BMR) peut se retrouver a son tour contaminéet servir de réservoir secondaire. La
contamination des surfacesdépend, outre de la qualité du bionettoyage, de nombreux facteursliés
au microorganisme : sa durée de vie sur un support inerte (qui varieen fonction de la matiére, de
la température, de la dessiccation), de sonadhérence a la surface, de sa capacité a produire un
biofilm et de sa capacité a résister aux conditions défavorables. Parexemple, il a é&é montré que
la durée de survie d'Enterococcus faecalis est de 30 minutes sur une membrane de
stéthoscopeal ors quecelle de certains clones de S. aureus résistants a la méticilline peuvent aler
jusgu'a plusieurs semaines.Clostridium difficile peut persister plusieursmois sous forme
sporulée(Barbut et al.,2006).

Sergent et al. (2012) ont suggéeré que la contaminationdans le milieu hospitalier est
fréguente au cours du bandage des blessures colonisées qui ont montré queplus de 50% des
échantillons de surfaces etpres de 40% des échantillons aéroportés éaent positifs.lls confirment
égalementla fréguence desdifférentes souches de bactériesqui contaminent |'environnement soit
24,7%de contaminationabactéries Gram-positives, en particulier Staphylococcus aureus et
seulement4,9% pour les bactéries Gram-négatives (Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter

baumannii et les entérobactéries) tel que rapporté antérieurement par Lemmen et al.(2004).
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Buxton et coll. ont rapporté que Acinetobacter spp. peut survivre plus long temps dans des
conditions seches, aors que d’ autres chercheurs ont démontré que Acinetobacter baumannii peut
survivre pendant 6 jours sur papier filtre sec, 13 jours sur formica, plus de 7 jours sur du verre et
plus de 25 jours sur le coton. Toutefois, ces enquétes ne précisent pas si la capacité de survie est

une caractéristique de I’ espéce ou différe d’ une souche al’ autre (Weber et al., 2010).
|.2 Relation entrela contamination environnementale et I'infection nosocomiale

La contamination de I'environnement par des micro-organismes fait poser la question de
leur responsabilité dans la genése des infections nosocomiaes. Lors d'infections nosocomiales
survenant sur un mode épidémique, le microorganisme responsable de I'épidémie peut étre
retrouvé dans I'environnement. Si ce dernier peut étre une source de transmission a l'homme, la
preuve formelle de sa responsabilité exclusive dans la genese de l'infection reste difficile a

apporter (Boyce, 2007).

En effet, les épidémies dinfections nosocomiales sont presque toujours associées a une
transmission inter-humaine, ou a la contamination de dispositifs médicaux ou d'un liquide
normalement stérile. La place de la transmission directe inter-humaine est reconnue comme

prépondérante par rapport alatransmission liée al’ environnement (Bhallaetal., 2004).

En dehors des situations épidémiques tres particuliéres (épidémies de |égionelloses
nosocomiales en relation avec la contamination du réseau d'eau chaude sanitaire par les
légionnelles, épidémie d'aspergillose invasive associée a des travaux de démolition ou de
rénovation aproximité), le lien de causalité entre contamination environnementale et infection
nosocomiale reste souvent tres difficile a prouver. En effet, celle-ci peut étre la cause ou la
conséquence de I'infection. Tout patient infecté ou simplement colonisé peut contaminer son
environnement proche. La présence de microorganisme dans |'environnement n'est pas une
condition suffisante pour impliquer ce réservoir dans la survenue d'une infection nosocomiae
(Barbut et al., 2006).

L'interprétation du résultat devratenir compte alafois de la nature du microorganisme, de
son inoculum, de sa virulence, de son mode detransmission, de la porte d'entrée (procédure

invasive) et de la réceptivité de |I"héte (immunodépression). Weber et al. (1997) ont propose 7
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criteres permettant d'évaluer le degré dimplication d'un réservoir environnemental dans la

survenue d'une infection nosocomiale :

1. le microorganisme doit pouvoir survivre dans I’ environnement inerte,

2. le microorganisme doit pouvoir sy multiplier,

3. le microorganisme doit pouvoir étre cultivé a partir de cet environnement,
4. aucune autre voie de transmission ne peut étreidentifiée,

5. I'exposition a I’ environnement contaminé est démontrée par desétudes prospectives comme
étant la seule cause de relation entre I’ exposition et I’infection,

6. une association entre I'exposition a la contamination environnementale et l'infection est

démontrée par des études cas-témoin,
7. latransmission est interrompue si I’ on supprime e réservoir environnemental.

Weber et al.(1997) ont classe les réservoirs environnementaux en 4 niveaux dimplication
(élevé, modéré, faible, non démontré) dans la survenue d'une infection nosocomiale (tableau
N°l). Par exemple, les humidificateurs et les antiseptiques contaminés représentent
respectivement un niveau élevé de risque de transmission agrienne de Legionella et de
transmission par contact de Pseudomonas. A I’ opposg, le rdle des stéthoscopes contaminés n'a
pas été démontre dans la survenue d'une infection nosocomiale.

|
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Tableau N°I|

infections nosocomiales (Weber et al.,1997).

: Exemple de réservoirs environnementaux et le degré d'implication dans les

Dégréd implication Reservoir Micr oor ganisms M ode de transmission
Stéthoscope Staphylococcus
i i Sanitaires Bacilles a Gram negatif
Non démontré i _
fleurs Bacillesa Gram
negatif,
Aspergillus
Thermometre Clostridium difficile Contact
_ Lavabos, brise-jets Pseudomonas Contact , projection
Faible Douche Legionella Aérienne
Nutrition parentérale Bacillesa Gram negatif | Ingestion
Filtre Aspergillus Aérienne
Respirateur Pseudomonas Inhalation
Matelas Pseudomonas Contact
M odér é Acinetobacter
Glace dimentaire Salmondlla Ingestion, contact
Pseudomonas
Cryptosporidium
Eau potable Legionella Contact
Pseudomonas
Mycobacteries
Humidificateur Legionella Aérienne, droplet
Pseudomonas
Elevé Antiseptique Pseudomonas Contact
Travauxd excavation Aspergillus Aérienne
Endoscopes Salmonella Contact
Pseudomonas

)
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Chapitre 11 Les p-lactamases

I1-1- Définition et classification

Les pP-lactamases sont des enzymes bactériennes qui hydrolysent la liaison amide du
cycle PB-lactame inactivantles B-lactamines. Les geénes qui codent pour ces enzymes sont
d'origine chromosomique ou plasmidique. Ces génes ont aussi éé détectés sur des transposons et
des intégrons facilitant ains le transfert horizontal de ces genes entre especes
phylogénétiquement éloignées. Ces enzymes sont exportés dans le milieu extracellulaire
(bactéries a Gram positif) ou périplasmique (bactéries a Gram négatif). La production des J-
lactamases est le mécanisme de résistance le plus répandu et le plusimportant des bactéries

vis-a-vis des B-lactamines. Plus de 290 types de B-lactamases sont décrits (Touati, 2006).

Généralement, les P-lactamases sont classées suivant deux schémas: la classification
moléculaire de Ambler qui tient compte de la structure primaire (séquence en acides amineés) des
différentes PB-lactamases et les divisent en quatre classes A, C, D qui sont des enzymes a serine
active, et de classe B qui sont des metallo-enzymes nécessitant des ions Zn?*.La classification
fonctionnelle de Bush-Jacoby-Medeiros qui tient compte de la fonctionnalité des fB-lactamases
(substrat, profil d'inhibition) et divisent auss ces enzymes en quatre groupes (1 a 4) avec
plusieurs sous-groupes.La classification fonctionnelle mise & jour dans I'article de Bush et Jacoby
(2010), est basée sur la proposition de Bush et al., en 1995. Cette classification inclut le groupe 1
(classe C) des céphalosporinases, le groupe 2 (classe A et D) des B-lactamases a large spectre, des
BLSE et des carbapénémases a serine et le groupe 3 (classe B) des methallo-f-lactamases.
Plusieurs sous-groupes de chacun des grands groupes sont décrits en fonction du substrat
préférentiel del enzyme (Bush et Jacoby, 2010).

Le tableau N°l1 illustre la relation entre la classification moléculaire d Ambler et fonctionnelle de
Bush et Jacoby (2010).
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Tableau N°Il : Relation entre la classification moléculaire d'Ambler et fonctionnelle (Bush et Jacoby, 2010).
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I1-2-p -lactamasesa spectre étendu (BLSE)

Les BLSE sont des  -lactamases de classe A ou D (sous-groupe 2be et 2de selon Jacoby et
al., 2010) capables d hydrolyser les pénicillines, les céphalosporines de premiere, deuxieme,
troisiéme et quatrieme génération et les monobactames. Les BLSE de classe A sont inhibées par

les inhibiteurs de B-lactamases (IBL), comme l'acide clavulanique (Livermore, 2008).

BL SE detype TEM (Temoneira)

Les BLSE detypes TEM dérivent de TEM-1 et TEM-2 par substitution d’un ou de plusieurs
acides aminés. Bien que les BLSE de ce types soient le plus souvent produites par E. coli et K.
pneumoniae, ces enzymes ont éé auss mises en évidence chez les autres especes
d’ Entérobactéries (Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Proteus
rettgeri et Salmonella spp.), chez Pseudomonas aeruginosa (TEM-42) et Capnocyto
phagaochraceae (TEM-17).

En Europe, les BLSE de type TEM les plus fréguentes sont TEM-24 chez Enterobacter
aerogenes, TEM-3 et TEM-4 chez K. pneumoniae, et TEM-52 chez Salmonella enterica et E.
coli (Canton et al, 2008).

BL SE detype SHV (Sulfhydrylvariable)

La B-lactamase SHV-1 qui est I’enzyme a partir de laquelle les BLSE de type SHV dérivent
par substitution d’un ou de plusieurs acides aminés est trés fréquentes chez K. pneumoniae. Cette
enzyme hydrolyse les pénicillines, les cépha osporines mais pas les oxyimino-céphal osporines et
I’ aztréoname. La transformation du phénotype non-BLSE en phénotype BLSE est pratiquement
due toujours au remplacement de la glycine en sérine ala position 238.

BL SE detype CTX-M (Céfotaximase —M unich)

Ces enzymes «emergentes» représentent les BLSE les plus fréquentes au sein des
entérobactéries au niveau mondial aprés une diffusion rapide depuis le milieu des années 90
(Livermore et al., 2007). Elles hydrolysent préférentiellement le céfotaxime, d’ou leur nom de
céfotaximases (Bonnet, 2004). Au niveau structural, les CTX-M ne sont pas proches des
B-lactamases de type TEM ou SHV (<40 % d’identité). A ce jour, de nombreux variants de
CTX-M ont été decrits (>50), et sont classes en 6 groupes phylogénétiques distincts : CTX-M-1,
CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 et CTX-M-45 (Rossolini et al., 2008).
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Les progéniteurs des CTX-M ont été identifiés sur le chromosome de Kluyveraspp.qui sont
des entérobactéries non pathogénes environnementales. En effet, les progéniteurs des genes
codant pour les CTX-M des groupes 1 et 2 et pour celles des groupes 8 et 9 sont respectivement
K. ascorbata et K. georgiana, tandis que les sources des CTX-M des groupes 25 et 45 restent
inconnues (Canton et al.,2006).

» BL SE detype GES (Guyana Extended-Spectrum Beta-lactamase)
Les BLSE de type GES sont de plus en plus rapportées chez les BGN, notamment P. aeruginosa,
E. coli et K. pneumoniae. GES-1 a été initialement décrite chez une souche de K. pneumoniae
isolée en 1998 en France puis en Argentine, au Brésil, au Portuga et aux Pays-Bas. A cejour, 9
variants différents ont été décrits dont GES-2 en Afrique du Sud, GES-5 a GES-8 (GES-7 = IBC-
1; GES-8 = IBC-2) en Grece, GES-3 et GES-4 au Japon, GES-5 en Corée du Sud, en Chine et au
Brésil, et GES9 en France. A noter que, contrairement a la plupart des BLSE, GES-1
n hydrolyse pas |'aztréonam et surtout GES-2 hydrolyse les carbapénemes en étant moins
sensible aux IBL. Par une unique mutation, GES-2 est le premier exemple de BLSE avec un
élargissement du spectre d' activité aux carbapénémes ; depuis, 4 autres dérivés ont été decrits
(GES-4 a GES-6, GES-8). De facon inquiétante, des souches de P. aerginosa produisant GES-1
et la carbapénémase VIM-11 et d’E. coli produisant GES-7 et la carbapénemase VIM-2 ont été
décrites respectivement en Argentine et en Grece. Enfin, plusieurs épidémies de BGN
producteurs de BLSE de type GES ont été rapportées : K. pneumoniae en Corée du Sud, au
Portugal et en Gréce, S marcescens aux Pays-Bas, et P. aeruginosa en Afrique du Sud (Naas et
al., 2008).
» AutresBLSE declasse A

On trouve également d autre BLSE appartenant a la classe A comme L’enzyme SFO-1
(Serratia fonticola) n'a été détectée qu’ une seule fois dans une souche de E. cloacae isolée au
Japon en 1988. L’enzyme BES-1 (Brazilian extended-spectrum f-lactamase) n'a été isolée qu’une
seule fois a partir d’une souche de S. marcescens au Brésil en 1996. L’ enzyme BEL-1 (Belgium
extended-spectrum B-lactamase) a été identifiée dans une souche de P. aeruginosa en Belgique
en 2004. L’enzyme TLA-1 (Tlahuicas - tribu indienne) a été decrite dans une souche de E. coli
isolée au Mexique en 1993(Naas et al., 2008).L’enzyme VEB-1 (Vietham Extended-spectrum
Beta-lactamase a38 % d'identité avec PER-1) a été retrouvée en 1996 dans une souche d'E.
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coliisolée chez un patient viethnamien puis chez P. aeruginosa en Thailande (Weldhagen et al.,
2003) (Naas et al., 2008). Plusieurs études épidémiologiques en Thailande et au Vietnam ont
montré que respectivement jusqu'a 40 % et 80 % des souches d entérobactéries et de P.
aeruginosa résistantes a la céftazidime produisaient VEB-1. A ce jour, 4 dérivés de VEB-1 ont
auss été décrits (VEB-2 4 VEB-5).

Bien que les BLSE appartiennent souvent a la classe A, plusieurs oxacillinases (OXA)
(classe D et classe 2d) ont des propriétés de BLSE. Les B-lactamases de type OXA conférent la
résistance a I'ampicilline et a la céfaotine, et sont caractérisées par une forte activité
hydrolytique des pénicillines M (oxacilline, cloxacilling). De plus, elles sont faiblement inhibées
par I’ acide clavulanique (Paterson et al., 2005).

L’ enzyme PER-1(Pseudomonas extended resistance), initialement découverte en 1993 chez
P. aeruginosa en Turquie, est fréquente chez P. aeruginosa et Acinetobacter spp.(Weldhagen et
al., 2003).Cette enzyme est faiblement liée a d'autre BLSE et confére une résistance aux
pénicillines, céfotaxime, céftazidime, et a I'aztréonam mais variablement aux carbapénemes et
aux céphamycines. Son activité est inhibée par clavulanate, sulbactam et le tazobactam. Une
enzyme PER-2 ayant 86% d'homologie en acides aminée avec PER-1, a été trouvée chez les
souches de Senterica en Argentine en 1996 et par la suite, chez d autres bactéries a Gram négatif
(Naas et al., 2008).

» Carbapénémases

L’ acquisition de carbapénemases qui comprend alafoisles carbapénémases a serine et les
metllo-B-lactamases, est devenue I'un des mécanismes de résistance les plus discutés durant ces
derniéres années. Les carbapénémases a serine ont été reconnues comme des enzymes
chromosomiques spécifiques de I’ espece. A lafin des années 1990, les plasmides codant pour les
carbapénémases a serine ont émergé avec les enzymes KPC.
Aujourd hui, la famille des KPC et GES inclue au moins 10 uniques sequences KPC et 17
variantes de GES qui se sont propagéesa travers le mondea la foischez les bactéries fermentaires
et nonfermentaires.

Ces enzymes conférent un niveau élevé de résistance aux carbapénemes, avec des CMI
supérieurs a 256pg/ml dans la plus plupart des cas. Ces carbapénemes sont codées par des genes

qui se situent la plupart du temps (si ce n’est systématiquement) au sein d intégrons de classe 1
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trés souvent associés avec des genes codant pour la résistance a d’ autre familles d’ antibiotiques,

en particulier aux aminosides (Poirel et Nordmann, 2008).

Metallo-p-lactamases

Les metallo-B-lactamases continuent a se développer dans I’environnement clinique, avec
des épidémies de VIM et IMP produites par des agents pathogenes signalé en Europe, en Asie et
dans la région pacifique. Les MBL SPM-1, que I'on croyaitétreconfinés au brésil a été découverte

en Europe sur un isolat de P.aeruginosa productrice de SPM-1.

En 2009 une nouvelle MBL a été décrite avec des caractéristiques biochimiquessimilaires a
cellesdes enzymes IMP-1 et VIM-2, mais avec seulement avec 32% de séguences identiques a
VIM-1. Cette enzymea été initialementidentifiée chez dessouches du nord de I'Europequi isolées
chez les patientsen provenance d'Indeou les patientsqui avaient voyagéen Inde pouracte médical.

Cette enzyme a ét¢ nommée NDM-1 (New Delhi metallo- B-lactamase).
Oxacillinases

Des oxacillinases aux propriétés de carbapénémase ont été identifiées chez A. baumannii, ce
type de mécanisme serait émergent. Neuf enzymes de ce type ont été mises en évidence dans des
souches résistantes ou de sensibilité intermédiaire a I’imipénéme. La premiére -lactamase de ce
type fut OXA-23 (égaement appelée ARI-1) identifiée en Ecosse initialement puis en France
(Zarrilli et al., 2008). OXA-23 a éé identifiée dans un clone a I’ origine d’une épidémie dans
plusieurs unités d’ un hopital sud-coréen (Jeon et al., 2005).

.



MATERIEL
ET METHODES



Matériel et Méhodes

| .Préevements

Quatre préévements au niveau des surfaces de I’environnement hospitalier ont été

effectués dans deux services (infectieux et pneumonie) de I'hépital Frantz Fanon.

Les préléevements ont été effectués par la méthode d’ écouvillonnage : I'écouvillon stérile est

préalablement humidifié puis frotté sur une zone définie (25 cm %) en stries paralées

rapprochées (Quesnel, 1998). L'écouvillon est immédiatement introduit dans bouillon
nutritifetincubé a 37°C pendant 24a 48 heures.

Les prélévements ont ciblé des surfaces inertes et vivantes, les plus susceptibles de

rentrer en contact avec les patients, le personnel et lesvisiteurs (Tableau N°I11 et N°1V).

TableauN°l11 : Sites de prélévement au niveau du service infectieux

Surfaces

Sites de prélevement

Salle de réunion

Table de réunion, tableau, tableau radio, poignée
d’ armoire, poignée de fenétre, radiateur, porte manteau,
aérosol, interrupteur, télécommande,

Sanitaires

Poignée robinet, évier, porte savon, poignée porte, chasse
d’ eau, cuvette, interrupteur, recevoir de douche

Chambre de malade

Table de chevet, bordure de lit, drap, poignée de porte,
interrupteur, poignée fenétre, radiateur, tuyauterie d’ O,
clavier ordinateur d’un malade

Salle de soin

Poignée de porte, interrupteur, poignée de réfrigérateur,
poignée armoire, poignée robinet,
paillasse, tabledesoin

Matériel

Chariot de matériel, téléphone, stéthoscope,
électrocardiogramme, plateau, poignée armoire, brassard
de tensiométre, Table de soin, échographe, clavier
ordinateur,
photocopieur, bureau, poignée de réfrigérateur, poignée
armoire, micro-onde.

Personné

Mains, blouses
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Tableau N°IV: Sites de prélévement au niveau du service Pneumo-phtisiologie

Surfaces

Sites de prélévement

Chambre de malade

Table delit, bordure delit, drap, poignée de porte,
interrupteur, poignéefenétre, radiateur, masque a O,
chariot, clavier ordinateur de malade.

Salle de prélévement

Table de soin, chariot, lavabo, masgque a O2, bocal
d aspiration, flacon de produit, poignée porte, poignee
fenétre, écran de radio, table, interrupteur, porte serum.

Sanitaires Porte savon, poignée porte, chasse d’ eau, cuvette, lavabo,
robine, interrupteur,
Sdlle de soin Poignée de porte, poignée de réfrigérateur, poignée

armoire, table de soin, chariot, lavabo, brassard de
tensiometre, plateau.

Salle de consultation

Chariot, masque a O2, armoire, poignée porte, poignée
fenétre, écran radio, lavabo, porte savon, interrupteur,
drap

Sdlle de phybroscopie

Chariot, masque a O2, armoire, éectrocardiogramme,
poignée porte, poignée fenétre, écran radio, lavabo,
robinet, porte savon, intercepteur, drap, tuyauteries.

Laboratoire d’ analyse

Poignée porte, poignée fenétre, poigner placard, paillasse
bureau, lavabo, robinet, microscope, centrifugeuse,
intercepteur.

Personné

Mains
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[1.1solement et purification
A partir des cultures positives, on ensemence a l'aide d une ose en plastique une gélose
de Mac Conkey additionnée de céftazidime et de vancomycine avec une concentration finale
de 2 ug/ml et 8 ug/ml respectivement. Les boites ensemenceées sont incubées a 37°C pendant
24 heures.Apres incubation, les boites sont examinées selon I'aspect des colonies et chaque

type est réisolé sur gélose Mac Conkey (French etal., 2004).
[11. Identification

Les différentes souches ont été identifiées apres coloration de Gram, catal ase et oxydase,
en utilisant une galerie API 20E pour les entérobactéries, culture a 44°C pour Acinetobacter
baumanii et production de pigment pour Pseudomonas aeruginosa.

Utilisation dela galerie API 20E (Biomérieux)

A partir d'une culture jeune sur milieu gélosé, une suspension bactérienne dense est
préparée en dissociant 4 a 5 colonies dans 5 ml d’eau physiologique stérile. La suspension
bactérienne est introduite dans chaque tube a I’aide d’une micropipette, pointe appuyée a
I"intérieur et sur le coté pour éviter la formation de bulles. Les tubes et les cupules des tests
CIT, VP et GEL sont remplis aors que seuls les tubes sont remplis dans le cas des autres
tests. En ce qui concerne les tests ADH, LDC, ODC, UREE et H,S, leurs cupules sont
remplies avec de I’ huile de vaseline stérile pour empécher les gaz de se volatilisés. La galerie
est placée dans son support dont les alvéoles sont remplies d eau, refermée par un couvercle

puis incubée a 37°C pendant 24 heures.

Dans le cas ou 03 tests ou plus sont positifs, on note sur la fiche des résultats toutes les
réactions spontanées puis on révéle les tests nécessitant I’ addition de réactifs (TDA, VP et

indole). L’identification est obtenue al’ aide d’un logiciel d identification.
IV.Etude dela sensibilité des souches sélectionnées aux antibiotiques

La sensibilité des souches aux antibiotiques est testée par la méthode de |’ antibiogramme
standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton selon les recommandations du Comité
Francais de I’ Antibiogramme de |a Société Francai se de Microbiologie (CA-SFM, 2010).

L es antibiotiques testés sont donnés dans le tableau N°V.
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Tableau N°V : Antibiotiques testés

Antibiotiques Symboles | Charges | Sensible | Resistant Familles
(ug) ©) (R)

Céfoxitine FOX 30 >22 <15 C2G
Céfotaxime-clavulanate CCTX 30+10 >26 <23 C3G
Céftazidime- clavulanate CCAZ 30+10 >26 <19 C3G
Céfotaxime CTX 30 >26 <23 C3G
Céftazidime CAZ 30 >26 <19 C3G
Céfépime-cvavulanate CFEP 30+10 >24 <17 C4G
Céfépime FEP 30 >24 <17 C4G
Céfpirome CPO 30 >24 <17 C4G
Amoxicilline-clavulanate AMC 20+10 >21 <14 Aminopénicillines
Imipeneme IPM 10 >24 <17 Carbapénémes
Ticarcilline TIC 75 >22 <22 Carboxypénicillines
Ticarcilline-clavulanate TCC 75+10 >22 <22 Carboxypénicillines
Aztréonam ATM 30 >27 <21 Monobactames
Amikacine AMK 30 >17 <15 Aminosides
Gentamicine GM 10 UI >16 <16 Aminosides
Chloramphenicol C 30 >23 <23 Phenicol
Colistine CS 50 >15 <15 Polypeptides
Rifampicine RIF 30 >19 <14 Rifamycines
Tetracycline TET 30 UI >19 <17 Tetracyclines
Tobramycine TOB 10 >18 <16 Aminosides

S/R selon les diamétres critiques utilisés par le CA-SFM.

C2G : Céphalosporines de deuxieme Génération, C3G : Céphal osporines de troisieme Génération,
C4G : Céphal osporines de quatriéme Génération.
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V. Recherche des phénotypes derésistance

a.DD-test sur gélose Mueller Hinton
La production d'une B-lactamase a spectre étendu (BLSE) est détectée par I'épreuve de
synergie qui consiste a placer des disques de céfotaxime, céftazidime, céfepirome et
aztréoname a une distance de 20 mm (centre a centre) d un disgue d augmentin. La présence
d’'une BLSE se traduit par |’apparition d'une synergie entre les disques de céfotaxime,
céftazidime, céfepirome et/ou le disque d augmentin (Jarlier et al., 1988).

Figure 1 : Disposition des disgques d’ antibiotique pour |le DD-test (Touati).

b. DD-test sur géloseM ueller Hintonadditionnée de 250 pg/ml decloxacilline
Chez les souches naturellement productrices de céphalosporinases (Enterobacter,
Acinetobacter et pseudomonas), le DD-test est réaisé sur une gélose Muller Hinton
additionnée de cloxacilline, concentration finale de 250 pg/ml afin dinhiber I'activité
céphalosporinase (Jarlier et al., 1988).

c. Détection des carbapénémases : Hodge test (Hodge et al.,1978)
La production de carbapénémases est recherchée pour les souches résistantes a
I’imipeneme.Un disque d’'imipenéme est appliqué au centre d une boite de Mueller Hinton
(MH) préaablement ensemencée avec la souche d’ Escherichia coli ATCC 25922 (sensible a

tous les antibiotiques). Ensuite, les souches a tester sont ensemencées sur la gélose sous forme
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de stries a partir du disgue d’imipenéme jusgu’ ala périphérie de la boite (Figure 2). Aprés une
nuit a37°C, ladéformation de la zone d'inhibition al’ intersection entre une strie et la culture

d E.coli indique la présence d’ une carbapénemase (Cuzon et al.,2010).

Figure 2:Hodge test (Touati)

d.Test al'EDTA

La recherche de metallo-B-lactamases est effectuée chez toutes les souches résistantes a
I’imipéneme selon la méthode de Yong et al., (2002) en utilisant une solution stérilisée par
autoclavaged EDTA a0,5M, pH 8.

Un antibiogramme est réalisé en utilisant deux disgues d'imipenéme (10ug) déposés
séparément sur une boite de Pétri, |I’un comme témoin et sur I’ autre, on goute 4ul de solution
d'EDTA & 0,5M qui est un agent chélateur des ions Zn*. Les souches dont le diamétre
d’inhibition autour du disque IPM-EDTA est supérieur a celui obtenu avec le disque d' IPM
seul d’au moins 6 mm sont considérées comme souches productrices de MBL (Yong et al.,
2002).
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V1. Déter mination des Concentrations Minimales Inhibitrices

La CMI des souches vis-avis de céftazidime, céfotaxime, aztréonam, imipeneme et
céfpirome a été déterminée par la méthode de dilution sur gélose MH et MH+Cloxacilline
(250ug/ml).

Préparation d’une gamme d’ antibiotiques

La poudre d antibiotique est dissoute dans I'eau digtillée stérile afin d obtenir une
solution mére d une concentration de 5120 mg/l. A partir de cette solution, on effectue des
dilutions comme le montre le tableau N°V1 (CA-SFM, 1995).

Tableau N°VI:Préparation dela gamme d’antibiotiques

Solution Solution Volumedu Concentrations Concentrations
initiales meére (ml) diluant (ml) | obtenues(mg/l) finales au milieu de
(mg/l) culture (mg/ml)

5120 2 6 1280 128

5120 1 7 640 64

5120 1 15 320 32

320 4 4 160 16

320 2 6 80 8

320 1 7 40 4

On dépose 2ml de chague dilution de la gamme d antibiotique dans la boite de Pétri et
on goute 18 ml de la gélose Mueller Hinton en surfusion. On laisse solidifier et on fait sécher
pendant quelques minutes al’ étuve a 37°C.

A partir d’ une suspension bactérienne de 10° bactériessml, on ensemence par spot (10p)
et on incube a 37°C pendant 24 heures.

La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la plus faible concentration

d’ antibiotiques pour laquelle il N’y a pas de croissance (CA-SFM, 1995).
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VII. Transfert de gene derésistance par conjugaison

Pour le transfert de géne de résistance par conjugaison, nous avons utilisé le protocole suiviau
niveau du laboratoire (Touati, 2008).

Souches donatrices : Enterobacter cloacae (102, 105, 125, 63,54) et Escherichia coli (57)
sensible alarifampicine.

Souche réceptrice : Escherichia coli C600 résistante a la rifampicine et sensible aux autres
antibiotiques.

Letransfert des génes de résistances est réalisé comme suit :

*Une culture des six souches donatrices et de la souche réceptrice est réalisée dans 10ml de
bouillon trypticase soja(TSB) et incubée une nuit dans un bain-marie sous agitation.

+200ul des cultures de souches donatrices et réceptrice ont éé gjoutées a 10ml de bouillon

trypticase soja soit une dilution de 1/51 puis incuber & 37°C pendant 3 heures.

*Dans un erlenmeyer de 25 ml stérile les cultures en phase exponentielle de la souche
donatrice (1 ml) et réceptrice (1 ml) ont été mélangées additionné de 1 ml de TSB stérile (un
rapport v/viv).

*Aprés avoir gouté 1Iml de TSB stérile, Les culture ont été incubées 4 heures a 37°C.

*Pour la sélection des transconjugants: 200 pl des cultures en erlenmeyer ont été
ensemenceées avec un rateau étaleur sur gélose trypticase soja (TSA) contenant la céftazidine
(16 pg/ml) et larifampicine a (250 pg/ml).

*Pour le contrdle, 6 boites témoins contenant de la gélose trypticase soja additionnée de
rifampicine (250 pg/ml) sont préparées sur lesquelles les souches donatrices sont
ensemencees et une boite additionnée de céftazidine sur laquelle la souche réceptrice est

ensemencee.
*Tous les milieux ensemenceés ont été incubés a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Les souches de transconjugant obtenues ont été identifiées en inoculant un milieu eau
peptonée exempte d'indole incubé a 44°C et soumises a |’ antibiogramme et au test de double
synergie.
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| . Souches bactériennes

Au cours de notre étude, 250 prélévements ont été effectués sur différentes surfaces de

I’ environnement hospitalier au niveau de I"hopital FRANTZ FANON de lawilaya de Bgaia,
durant le mois de mars 2012.La répartition des souches isolées par service est donnée dans les

tableaux N° VI1.

Tableau N°VII : Nombre de prélevement et de souches isolées au niveau du service

infectieux et pneumo-phtisiologie.

Surfaces Nombrede Nombresde

Prélevements souches isolées
Chambre Femme 44 0
Salle de réunion 12 0
Service Sanitaires 12 1
infectieux Chambre homme 19 1
(5 souches) Sallede soin 8 0
Matériels 22 3
Personnels 8 0
Chambre homme 38 0
Salle de prél évement 15 0
Sanitaires 9 6
Service Chambre femme 19 5
pneumo-phtisiologie | Salle de soin 8 0
(11 souches) Sdle de consultation 11 0
Sale de fibroscopie 14 0
Laboratoire d analyse 9 0
Personnels 2 0
Total 250 16

Au total 16 souches de bacilles a Gram négatif résistantes au Céftazidime (CAZ) ont éé

sélectionnées des différentes surfaces anal ysées.11 souches ont été isolées du service pneumo-

phtisiologie et 05 souches du service infectieux. Les différents sites d’'isolement de ces

souches sont donnés dans le tableau N° VIII.

La fréguence de contamination des deux services et différentes, cela peut étre expliqué

par le fait que le service infectieux soit nouvellement instalé et le fait qu'il accueille un

nombre réduit de patient

pourrait également influencer

contamination de cet environnement contrairement au service pneumo-phtisiologie.

la quaité et le degré de
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Tableau N°VII1 : Différents sites de prélevement

Code Salles Dates Souches Service Site de prélévement
| 63 Sa_lle de 09/03/2012 | Enterobacter cloacae I'H Chasse d’eau
| 102 IEJZaIOlrJ]ISoi re 09/03/2012 | Enterobacter cloacae I H Electro cardiogramme
| 105 Couloire 09/03/2012 | Enterobacter cloacae I H Brassard de tensiométre
| 125 Loge des 09/03/2012 | Enterobacter cloacae I H Micro onde

infirmiers

| 76 Chambre 1 09/03/2012 | Acinetobacter baumannii I H Drap
P57 Sdledebain | 13/03/2012 | Escherichia coli PPH | Poignée de porte
P54 Sdledebain | 13/03/2012 | Enterobacter cloacae PPH | Lavabo
P55 Sdledebain | 13/03/2012 | Acinetobacter baumannii PPH | Cuvette detoilette
P92 Chambre 4 20/03/2012 | Acinetobacter baumannii PPF | Drap
P93 Chambre4 | 20/03/2012 | Acinetobacter baumannii PPF | Tablede chevet
P94 Chambre 4 20/03/2012 | Acinetobacter baumannii PPF | Tuyauterie de Sérum
P95 Chambre4 | 20/03/2012 | Acinetobacter baumannii PPF | Chariot desoin
P 105 | Chambre2 20/03/2012 | Pseudomonas aeruginosa PPF | Tabledechevet
P 119 | Sdledebain | 20/03/2012 | Acinetobacter baumannii PPF | Lavabo
P 120 | Sdledebain | 20/03/2012 | Acinetobacter baumannii PPF | Robinet
P 121 | Sdledeban | 20/03/2012 | Acinetobacter baumannii PPF | Poignéede porte

| H : infectieux homme, PPH: pneumo-phtisiologie homme, PPF: pneumo-phtisiol ogie femme

D’ aprés les tableaux VIII, il apparait une différence entre le taux de contamination du
service infectieux et pneumo-phtisiologie. En effet, la répartition des bactéries résistantes par

services montre que le service pneumo-phtisiologie posséde un taux de contamination plus

éleve (11/125) par apport au service infectieux (5/125).

L'identification par galerie APl 20 E et galerie biochimique ont permis didentifier ces

souches comme suit: 9 souches d’ Acinetobacter baumannii, 5 souches d Enterobacter

cloacae, une souche d' Escherichia coli et une souche de Pseudomonas aer uginosa.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Liassine (2000) qui a montré que les

microorganismes de I’ environnement hospitalier sont extrémement variés. Les bactéries

pathogeénes a Gram négatif retrouveées dans cet environnement appartiennent a différents

&
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groupes bactériens (Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Acinetobacter, Senotrophomonas

maltophilia).

II. Sensibilité aux antibiotiques

Lasensibilité des souches aux antibiotiques est donnée dans le tableau N° I X et N° X.

Tableau N° I X : Diamétres des zones d'inhibition (mm)

o ® olQlolQ|nlolglal2|nl|l=]4 Y |z =4
o c p O 0 i) _ ) st @) =2
g o XIZIR| BB |m|o|8|8|R|=|T|°|F|9|2|5%(2]|8
| 102 E.cloacae

6 | 35| 6 |34 |26|3| 6 6 6 17 | 27 | 6 6 |10 | 15| 10|17 |10 | 8
| 105 E.cloacae

12 | 28 | 16 | 27 | 19 | 28 | 6 6 6 6 | 30| 6 9 |11 |16 | 13 |20 | 14 | 10
| 125 E.cloacae

16 |27 |17 | 271 | 25| 29 | 6 6 6 6 | 28| 6 6 |11 |17 | 6 |22 |12 | 6
|1 63 E.cloacae

6 13 6 11 | 24 | 28 6 6 6 6 26 6 6 11 | 15 | 13 | 21 | 16 | 12
176 A.baumannii

6 6 6 6 10 | 11 6 6 6 6 8 6 6 14 | 14 | 17 | 20 8 20
P54 E.cloacae

6 |10| 6 | 10| 25| 23| 6 6 6 11 | 28 | 22 |29 |12 | 15| 26 | 23 | 24 | 22
P55 A.baumanii

6 6 6 6 9 (12| 6 6 6 6 9 6 6 |15 |15 | 17 | 12 | 6 | 19
P57 E.coli

6 27 9 27 | 12 | 25 6 6 6 27 | 30 | 25|14 |14 | 14 | 14 | 14 | 14 | 14
P92 A.baumannii

6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 13 | 15 6 17 | 15 | 16 | 13 9 15
P95 A.baumannii

6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 9 16 6 14 | 15 | 18 | 16 | 17 | 17
P93 A.baumannii

6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 9 (17| 6 | 18 | 16 | 17 | 13 | 9 | 16
P94 A.baumannii

6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 [13|19| 6 |19 (19| 17 | 17 | 9 | 17
P 105 | P.aeruginosa

6 6 6 6 6 6 9 6 6 6 |27 | 15|15 |12 |18 | 25 |23 | 14 | 23
P119 A.baumannii

6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 9 18 6 19 | 17 6 16 6 6
P120 A.baumannii

6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 |10 19| 6 |17 (18| 20| 16 | 11 | 20
P121 A.baumannii

6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 8 (18| 6 | 15|17 | 12| 19| 9 | 10
L égende : CTX : Céfotaxime, CCTX : Céfotaxime/AC. Clavulanique, CAZ : Céftazidime,

CCAZ : Céftazidime/AC clavulanique, FEP : Céfépime,

CFEP: Céfépime/ AC. Clavulanique, TIC: Ticarcilline, TCC: Ticarcilline/AC. Clavulanique, AMC:

Amoxicilline/AC. Clavulanique, FOX: Céfoxitine

IPM: Imipéneme, TET : Tétracycline, C : Chloramphénicol, RIF : Rifampicine, Cs: Colistine, GEN :

Gentamicine, AMK : Amikacine,
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Tableau N° X : Sensibilité des souches aux antibiotiques (Interprétation en catégories

cliniques selon le CA-SFM)

2 : BBRCRSEREBzZRIERBERR
o = XIXNEZOTZOO0oX=H M Z|x |z |®m
| 102 E.cloacae RISIRISIS|SIRIR|IR|I|SIRIRIR|S|R|S|R[R
| 105 E.cloacae |R|S|R|S|I|[S|R|R|R|R|S|R|R|R|S|R|S|R|R
| 125 E.cloacae |R|S|R|S|S|S|R|R|R|R|S|R|R|R|S|R|S|R|R
| 63 Ecloacce |R/R|R|R|S|S|R|R|/R|R|S|R|R|R|S|R|S|I|R
176 | Abaumamnii |R/R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|I|R|I|S|R|S
P 54 Ecloacce |R|/R|R|R|S|S|R|R|R|R|S|S|S|R|S|S|S|S|S
P55 | Abaumamnii |R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|I|S|I|R|R|S
P57 E.coli R/IS|IR|S|R|S|R|R|R|S|S|S|R|I|R|R|R|R|R
P92 | Abaumamnii |R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|I|S|I|R|R|R
P95 | Abaumamnii |R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|I|[S|S|I|S]|I
P93 | Abaumamnii |R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|I|[R|I|S|I|R|R|I
P94 | Abaumamnii |R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|S|R|S|S|I|S|R|I
P105 | P.aeruginosa |[R|R|R|/R|R|R|R|R|R|R|S|R|R|R|S|S|S|R|S
P119 | Abaumanmnii |[R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|I|R|S|S|R|I|R|R
P120 | Abaumanmnii |R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|S|R|I |[S|S|I|R|S
P121 | Abaumanmnii |R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|I|R|I|S|R|S|R|R

Le développement et la fréguence des bactéries résistantes parmi les espéces

communément responsables d'infections nosocomiales a eu pour conséquence une

consommation accrue de certains antibiotiques entrainant ainsi une escalade de résistance
(Abid et al., 2007).

Sensibilité des souches aux p-lactamines

Les 16 souches sont résistantes au céfotaxime, céftazidime, ticarcilline, amoxicilline-

clavulanate et ticarcilline-clavulanate.75% des souches sont résistantes au céfépime,

céfotaxime-clavulanate, céftazidime-clavulanate. Toutes les souches d'A. baumannii sont

résistantes al’imipenéme (figure 3).
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Figure 3: Taux de résistance des souches aux fB-lactamines.

e Susceptibilité des souches aux aminosides

Des taux de résistance trés élevés aux différents aminosides ont été obtenus: 87% a la
kanamicine, 75% ala gentamicine, 68,75% a la tobramicine et 43,75% a |’ amikacine (tableau
X1l et figure 4).

Tableau N°XI : Phénotype de résistance aux Aminosides.

T
176 A.baumannii I R S S GK
P55 A.baumannii I R S R GKA
P94 A.baumannii I R I S GKT
P121 A.baumannii R R R S GKT
P92 A.baumannii I R R R GKTA
P93 A.baumannii I R I R GKTA
P119 A.baumannii R R R I GKTA
P120 A.baumannii S R S I KA
P95 A.baumannii S S I I TA
| 102 E.cloacae R R R S GKT
| 105 E.cloacae R R R S GKT
| 125 E.cloacae R R R S GKT
| 63 E.cloacae R I R S GKT
P54 E.cloacae S S S S SAUVAGE
P 57 E.coli R R R R GKTA
P 105 P.aeruginosa S R S S K

G : Gentamicine, K : Kanamicine, T : Tobramycine, A : Amikacine

E
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Le phénotype GKA est probablement di a la modification de I’ antibiotique soit par
une O-adenyltransferase (ANT(2)-la) ou par une N- acetyltransférase (AAC(3)-1a).Ces
maodifications empéchent laliaison de I’aminoside a sa cible (ARNr16s) (Wright, 2008).

Une seule souche E.cloacae a été retrouvée sensible aux 4 aminosides testés. La
souche de P.aeruginosa est naturellement résistante ala kanamicine et les 7 souches restantes
(4 E.cloacaeet 3 A.baumannii) sont résistantes a 3 aminosides (phénotype GKA pour la
souche A.baumannii P55 et GKT pour le reste des souches).4 souches sont résistantes a tous
les aminosides testés (3 A.baumannii et E.coli (P57)).

R+1 % 87,5
90 A
80 - 68,75
70
60 - 43,75
50 -

40 -
30 -

20 -

il

0 T T 1

KAN GEN AMK

Figure 4 : Taux de résistance des souches aux aminosides

e Sensibilité des souches aux autresfamilles d’antibiotiques
Concernant les autres familles d antibiotique, 93.75%, 87.05% et 75% des souches sont
respectivement résistantes au chloramphénicol, rifampicine et tétracycline.2 souches d'E.coli

et une souche d'A.baumannii sont retrouvées résistantes a la colistine (figure 5).
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Figure5: Taux de résistance des souches aux autres familles d’ antibiotiques.

e Indicede multi-résistance (IMR)

L indice de multi-résistance aux antibiotiques est calculé selon le rapport du nombre
d antibiotiques auxquels 1a souche est résistante sur le nombre total d antibiotiques testes. Cet
indice renseigne sur la multi-résistance de la souche. Le tableau N°XI1 donne les résultats du
calcul de cet indice.

Tableau N°XI1 : Indice de multi-résistance des souches étudiées.

Souche Sitede préévement Rapport IMR
Acinetobacter baumannii Drap 18/19 0,95
Acinetobacter baumannii Tuyauterie de Sérum 18/19 0,95
Acinetobacter baumannii Drap 17/19 0,89

Enterobacter cloacae Lavabo 17/19 0,89
Acinetobacter baumannii Lavabo 17/19 0,89
Acinetobacter baumannii Poignée de porte 17/19 0,89
Acinetobacter baumannii Table de chevet 16/19 0,84
Acinetobacter baumannii Chariot de soin 15/19 0,79
Acinetobacter baumannii Robinet 15/19 0,79

Enterobacter cloacae Micro onde 14/19 0,73
Pseudomonas aeruginosa Table de chevet 14/19 0,73

Enterobacter cloacae Electro cardiogramme 13/19 0,68

Enterobacter cloacae Chasse d’ eau 12/19 0,63
Acinetobacter baumannii Cuvette detoilette 13/19 0,63

Enterobacter cloacae Brassard de tensiométre 12/19 0,61

Escherichia cali Poignée de porte 9/19 0,47
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On note d'apres ce tableau, que les 16 souches étudiées expriment une résistance vis-avis
de 9 a 18 antibiotiques. L'indice de multi-résistance des souches varie de 0.47 a 0.95.Les
souches d'Acinetobacter baumannii isolées du service Pneumo-phtisiologie possedent I'indice

derésistance le plus élevé.

[11. Déter mination des phénotypes de résistance

& Le DD-test sur milieu MH a permis d observer une image de synergie (figure 6) chez
cing souches d’ entérobactéries (4 E.cloacae et E.coli), indiquant ains que ces souches sont
productrices de BL SE.

b- Le test de synergie sur gélose MH+ cloxacilline a permis d’ obtenir les résultats
suivant : La souche de P.aeruginosa et la souche d'E.cloacae(P54) sont hyperproductrices de
leur AmpC chromosomique puisqu’il ya eu augmentation des diamétres (sensible) apres ajout
de la cloxacilline. Aucune récupération dans les diametres d'inhibitions, ni d'image de
synergie n’ont été observeées pour les 9 souches d’ A.baumannii. A noter que ces souches sont

résistantes al’imipenéme.

Figure 6 : Hyperproduction de céphal osporinase sur Muller Hinton plus cloxacilline.

c- Le Hodge test a été positif pour les 9 souches d’ Acinitobacter baumannii, traduisant la

production probable de carbapénémases.

Figure 7 : Résultats du test de Hodge sur Mac Conkey.
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La présence des bactéries a Gram négatif multirésistantes sur les surfaces de
I'environnement hospitalier souligne la capacité de cet environnement a fournir une niche
écologique importante de microorganismes résistants et qui présentent une signification
clinique dans I’émergence des infections nosocomiales (Hota et al., 2004).Ces bactéries
résistantes aux antibiotiques sont transmises chez les patients au niveau des hopitaux par la
contamination de leur environnement ou par des vecteurs humains. Ces bactéries servent aussi
de réservoir de résistance plasmidique aux antibiotiques qui sont transmis horizontalement

entre les souches et les espéces de bactéries (Webb et al., 2005).

d- Le test a I'EDTA, aucune récupération dans les diamétres au tour du disque
d’ imipeneme + EDTA n’a été observée, indiquant probablement I’ absence de production de

matallo-B-lactamases. Les différents résultats obtenus sont donnés dans le tableau N°XIII.

Tableau N°XI111: Phénotype de résistance aux B-lactamines.

Code Souches DD-TEST | Hodgetest | EDTA Phenotype
P54 E.cloacae - ND ND AmpC Hyper
P 105 P.aeruginosa - ND ND AmpC Hyper
| 102 E.cloacae + ND ND ESBL
| 105 E.cloacae + ND ND ESBL
| 125 E.cloacae + ND ND ESBL
| 63 E.cloacae + ND ND ESBL
P57 E.coli + ND ND ESBL
176 A.baumannii - + - OXA
P55 A.baumannii - + - OXA
P92 A.baumannii - + - OXA
P95 A.baumannii - + - OXA
P93 A.baumannii - + - OXA
P94 A.baumannii - + - OXA
P119 A.baumannii - + - OXA
P120 A.baumannii - + - OXA
P121 A.baumannii - + - OXA

OXA : oxacillinases.
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V. Déter mination des concentrations minimalesinhibitrices (CMI)

Les CMI ont été déterminées pour les 5 souches d’ entérobactéries BLSE (tableau X1V) et
pour les 9 souches d’ Acinetobacter baumannii (tableau XV).

Tableau N°XI1V : Concentrations minimales inhibitrices des entérobactéries BLSE.

Antibiotiques
Code | Souche CTX CTX+ CAZ CAZ+ ATM ATM+ CPO CPO+
Cloxacilline Cloxacilline Cloxacilline Cloxacilline
| 63 | E.cloacae >128 >64 >128 >64 >128 >64 >128 >64
| 102 | E.cloacae >128 >64 128 >64 128 >64 >128 >64
| 105 | E.cloacae >128 >64 64 32 >128 >64 >128 64
| 125 | E.cloacae >128 >64 64 32 128 >64 >128 64
P57 | E.coli >128 >64 128 >64 >128 >64 >128 >64

Les résultats de la détermination des CMI, montrent une variabilité entre les souches et
entre leurs réponses aux différents antibiotiques testés. Les valeurs des CMI sont comprises
entre 32 ug/ml et 128 pug/ml pour les antibiotiques testés.

Toutes les souches représentent une CMI élevée pour CTX, CPO et ATM. A noter que la
CMI de CTX + Cloxacilline, ATM + Cloxacilline et CPO + Cloxacilline est de 64 pg/ml. Par
contre la CMI de CAZ est de 128 ug/ml pour trois souches (deux souches d'E.cloacaeet une
souche d'E.coli) et elle est de 64 pg/ml pour les deux autres souches d'E.cloacae. Par I’ gout

de Cloxacilline leurs CMI sont devenues 64 pg/ml et 32 pg/ml respectivement.

Tableau N°XV : Concentrations minimales inhibitrices des Acinetobacter baumannii vis-&
vis des antibiotiques testés.

Antibiotiques
Code | CAZ CAZ+ ATM ATM+ TIC TIC+ IPM
Cloxacilline Cloxacilline Cloxacilline
| 76 128 >64 >128 >64 >128 >64 16
P 55 128 >64 >128 >64 >128 >64 16
P92 >128 >64 >128 >64 >128 >64 32
P93 >128 >64 128 >64 >128 >64 32
P 94 >128 >64 >128 >64 >128 >64 >32
P 95 >128 >64 >128 >64 >128 >64 >32
P119 | >128 >64 >128 >64 >128 >64 >32
P 120 | >128 >64 >128 >64 128 >64 >32
P121 | >128 >64 >128 >64 >128 >64 >32
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Toutes les souches représentent une CMI de 128 pug/ml pour la CAZ, ATM et laTIC et
lors de I’ gjout de Cloxacilline leurs CMI sont devenues de 64 pg/ml. Les CMI de I'lPM sont
de 16 pg/ml pour lal 76 et | 55, pour |e reste des souches présentent une CMI de 32 pg/ml.

Figure 8 : Détermination des concentrations minimales inhibitrices.

V. Transfert des genes par conjugaison
Aucun transfert n’ a été obtenu pour les souches testées.

L’ absence de transconjugants peut étre expliquée par le fait que les plasmides portant le géne
de résistance ne soient pas conjugatifs. En effet, méme si, dans la mgjorité des cas, le géne
blaCTX-M est porté par un plasmide conjugatif, certains plasmides portant ce méme géne ne
sont pas transférables.Le géne de résistance peut, cependant, étre transféré par d’autres
éléments mobilisables a savair, les intégrons et les transposons (Corkill et al., 2005 citer par
Touati, 2008).

E
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Nos résultats montrent que I’environnement inanimé entourant les patients peut étre
contaminé par des souches BGN multirésistantes et indiquent ainsi que les surfaces et les
objets peuvent servir comme réservoir secondaires a la transmission croisée de ces souches.
Par conséquent des mesures doivent étre prises afin de limiter la transmission croisée de ces
souches multirésistantes.

Au cours de notre éude, les 16 souchesisolées ont éé retrouvées multirésistantes aux
antibiotiques dont les plus résistantes sont les souches d Acinetobacter. Cette résistance
touche des molécules trés importantes, comme I'imipénéme et I'amikacine rendant le
traitement des infections par ces souches tres difficile. Les mécanismes en cause pourraient
étre la production de BLSE chez les entérobactéries et |a production de carbapénemases de
type oxacillinases chez A. baumannii. Touati et al.(2008) ont rapporté des souches de K.
pneumoniae et E. coli productrices de BLSE de type CTX-M isolées de I’ environnement
hospitalier de I'hdpital de Sidi-Aich, de méme des souches d'E. cloacae productrices de
BLSE de type CTX-M-15 isolées au niveau des surfaces de L' hépital de Frantz Fanon (Toudti
et al.,2010).

Les études concernant la colonisation des patients avec les souches de BGN multirésistantes
et leur propagation dans I’ environnement hospitalier sont tres limitées. Les études disponibles
ne démontrent pas une grande présence de ces souches dans I’ environnement de patients. Cela
est vrai pour notre cas ou uniquement 6.4% de prélevements de surfaces sont positifs. Ce taux
faible pourrait étre expliqué par la faible viabilité des Gram négatifs en dehors de I’ héte
(Lemmen et al., 2004)

Le taux faible d’isolement de souches de BGN résistantes au cours de notre étude est
probablement lié au fait qu’ au cours de cette étude, aucune épidémie a BGN n'a été déclarée
au niveau des deux services éudiés et de ce fait, les souches isolées des échantillons de
surfaces de |’ environnement ont comme origine probable le patient lui-méme. Latransmission
croisée de pathogenes Gram négatif a été rapportée pour étre variable de 5 a 23% qui est tres
faible par rapport a S. aureus et entérocoques qui ont des taux de transmission supérieurs a
50% (Lemmen et al., 2004).

-
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Conclusion

Conclusion

Cette étude a montré que les bacilles a Gram négatif sont omniprésents sur les surfaces
inanimées de I’ environnement hospitalier des services éudiés. Les résultats de cette étude
atirent une attention particuliere sur le degré de contamination des surfaces inanimées a
proximité des patients.

Sur les 250 prélévements effectués, 16 souches de bacilles a Gram négatif résistantes
sont isolées et identifiées, dont 9 Acinetobacter, 6 entérobactéries et un Pseudomonas
aeruginosa. Ces souches sont isolées de différentes surfaces a proximité des patients (draps,
table de chevet, sanitaire) et du personnel (matériels et ustensiles).

Les souches de bacilles & Gram négatif montrent une multi-résistance vis-a-vis des
antibiotiques testés par la production de BLSE chez les entérobactéries et probablement
d oxacillinases dans de cas d' Acinetobacter baumannii ou on observe une forte résistance au
B-lactamines, chloramphénicol, rifampicine et tétracycline.

Ces résultats appuient I'hypothese que les surfaces puissent servir de réservoirs de
microorganismes multi-résistants dont I’identification peut étre utile pour la prévention de la
transmission d'agents pathogénes nosocomiaux et restent préiminaires et méritent d'étre
exploiter et compléter par :

» L'é&ude moléculaire pour déterminer les mécanismes impliqués dans cette

résistance ;

» Ladéermination de |’ évolution de la contamination des surfaces de |’ environnement
hospitalier dans letemps;

» L’extension de la zone d' éude et I’ augmentation du nombre de prél évements pour
une meilleure prévention de ladissémination ;

» L’éargissement de |’ étude sur toute la flore environnementale pour inclure les
bactéries Gram positives, afin de déterminer |a place des bactéries multi-résistantes (BMR)
parmi ces germes;

» L’extension de I'éude sur d'autres composantes de I’ environnement interne (air,
eal) et externe (effluents) a I’hopital pour mesurer la capacité d adaptation de ces

entérobactéries BLSE et |a possibilité de transferts génétiques.

*
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture (pour 1l d’eau distillée)
(LeMinor et Richard, 1993)

Gélose Mac Conkey
PeptoNe de CaSEINE. .. ... et 17g
Peptonedeviande......... ..o 03¢
I o1 (01 PP 10g
Mélange de selshiliaires..........cooeeiii i 0159
ROUGE NEULTE. .. ...ttt e e e e 0,03¢g
Chlorure de sodium..........oeiie i e e 059
Cristal VIOIEL. ... 0,001 g
A G e 109
pH 7,4

Mueéller Hinton

Infusion deviandedebaeUf..........coieiiiiii i 3.00g

HydrolySat de Caséine..........cc.oieviiie i e e e 175¢g

AMIAON. .. e 159

A e e 179
pH 7,4

Macération deVviande. .. .......covviiiniirie e 109
PEDLONE tIYPSIQUE. .. e et et e e e e e e 059
NaCl QU KCL ... e 059



Annexe 2

Réactif de kovacs

Alcool amyligue ou isoamylique...................
P .dimethylaminozaldehyde............c.ccceun...

Acide chlorhydrique concentré.....................

Réactif de TDA

Soluté de perchlorure defer feCl3...............

Bau distille ..o

Rouge de méthyle

Rougede méthyle.........cccoerinienincninniene.

Alcool éthylique a60%..........cccceevererereerenne

Réactif de Voges-Proskauer (VPI)

ONapPhtol......cceeeiieiieeeeee e

Alcooléthylique a90%.........ccccevvrererererenne

Réactif de Voges-Proskauer (VPII)
NaOH 4N

Réactif de Griess| (NRI)

Acide parasulfanilique..........cccccevevrvrienniennene

Acide aC&iqUEDBN ........cccevvviiiinieeeeieine

Réactif de Griess (NRII)

a-naphtylamine ..........ccccceevveenieeniieenieeeene

Acide aC&iqUE SN .......coeveereeeeeeeee e

: Réactifs utilisés



Annexe 3 : Reésultats d'identification des bacillesa Gram négatif

Tableau N°XVI : Résultat des tests biochimiques d'identification (service pneumo-phtisiologie€)

Code Citrate | Glu Lac Gaz Nitrate |Indole | VP RM | Ureeindole
P54 + + + + + - - -
P55 + - - - - - - -
P57 - + + - + + + -
P92 + - - - - - - ND
P95 + - - - - - - ND
P93 + - - - - - - ND
P94 + - - - - - - ND
P105 + - - - - - - ND
P120 + - - - - - - ND
P121 + - - - - - - ND

Tableau N°XV1I : Résultat des tests biochimiques d'identification (service infectieux)

Code Citrate Glu Lac Gaz | Nitrate Indole VP RM | Ureeindole
| 102 + + + + + - + - -
| 125 + + + + + - + -
| 105 + + + + + - + -
| 63 - + + + + - + +
| 76Rouge + - - - - - - -




Tableau XVII1 : Résultats de la galerie API20E.

Code des souches Codes des galeries API 20E Especesidentifiées
| 63 3305573 Enterobacter cloacae
|1 102 3305573 Enterobacter cloacae
| 105 3305573 Enterobacter cloacae
| 125 3305573 Enterobacter cloacae
P57 5144152 Escherichia coli
P54 3305573 Enterobacter cloacae

Figure 9 : Galerie API20E correspondant aEnter obacter cloacae.




REACTIONS

TUBE POSITIVE MNEGATIVE COMMENTAIRES
Une teinte jaure pale est souvent
ONFG Jauna Incalore phtenue, |2 considérsr  comme  une
réaction négative,
A0 Rouge ou ofangs Jaune
Lo Rouge ou orange Jauna
O Rouge ou orangs Taune
EIT Turguscise au Vert péle ou La lecture =e fait dans la partie supérieure
bley fonce Jaunz de |z cupule (en aerobia).
H:5 Deépot nair Aucun depdt noir
URE Rouge ou crangs laune
Ajcuber 1 goutte de chlorure de fer 3 10%:,
o LI radge Hne Lire immediatement a réaction,
Ajouter 1 goutte du réactif de lames. Lire
i b ki e la réaction immeciatement.
2 fjcuber 1 goutte de KOH a 40% pus 1
VB Rose fonce au rouge Incolore ou rose pale | goutte d'aipha-maphthal a8 &%.  Lire la
reaction apres 10 minutes.
La répartition des particules solides &
GEL Diffusion du plgment numaeéjg’:':mm, travers la cupule doit Stre considérds
comme une réaction négative.
aGLu La fermentation des sucres commence
MAN dans la partie la plus anzérobigue du
IND microtube (parte inféreure), I faut lire
SOR ces réactions & partic de la base de la
cupule vers le haut.  Une couleur jaune au
:Aﬂé' Jaune Elewou blew-vert fond indigue une réaction positive.
MEL
AMY
ARA

Figure 10 : Lecture et interprétation des résultats de galerie API20E




Annexe 4 :Préparation de la solution d’EDTA (Young et al.2002)

Lasolution d’EDTA a0.5 M est préparé par dissolution de 189.1 g de poudre d EDTA-2H20
disodique dans 1 000 ml d’ eau distillée, puis gjustée au pH 8.0 utilisant une solution de NaOH et

stérilisés par autoclavage.



Résumé

Objectif : Caractérisation des phénotypes de résistances des souches de bacilles Gram négatif
isolés des surfaces de I'environnement hospitalier de I'hdpital Frantz Fanon.

Méthode : 250 prélevements ont été effectués a partir de I'environnement hospitalier de deux
services de I'hépital Frantz Fanon. L'isolement a été fait sur gélose Mac Conkey additionnée de
ceftazidime (2 ng/ml) et de vancomycine (8 pg/ml). Les souches sélectionnées ont été identifiées
et testées vis-a-vis de 19 antibiotiques de différentes familles. Les phénotypes de résistance aux [3-
lactamines ont été étudiés.

Réaultats : 16 souches de BGN résigantes a la céftazidime ont éé identifiées incluant 9 souches
d'Acinetobacter baumannii, 4 souches Entrobacter cloacae, une souche d'Escherichia coli et une souche
de Pseudononas aeruginosa. L'éude de la senshilité de ces souches vis-avis du céfotaxime,
céftazidime, céfépime & imipenéme a permis de déduire les phénotypes suivants : 4 souches (3 E.
cloacae, 1 E. coli) BLSE, 1 P. aeruginosa et 1 E.cloacae hyperproductrices de leur AmpC
chromosomiques et 9 souches A. baumannii rés stantes al'imipénéme produisant de carbanénémases.

Mots clés: Environnement hospitalier, bacilles Gram négatif, BL SE, carbapenemase.

Abstract

Objective: The aim of this study is the characterization of resistance phenotypes of Gram negative
bacilli stain isolate from hospital environment of Frantz Fanon hospital.

Methodology: 250 samples were obtained from 02 different wards of Frantz Fanon hospital.
Isolation was performed on Mac Conkey agar supplemented with 2 pg/ml of Ceftazidimeand 8
png/ml of vancomycine. The selected strains were identified and there susceptibility was tested
against 19 antibiotics. Their resistance phenotypes were determined.

Results : 16 ceftazidime resistant BGN stains were identified including 09 Acinetobacter
baumannii, 04 Enterobacter cloacae, 01 Pseudomonas aeruginosa and 1 Escherichia coli strain.
These were resistant to CTX, CAZ FEP and isolates of A.baumannii were aso resistant to IMP.
Resistance phenotypes included ESBL, hyperproduction of AmpC and carbapenemases
production.

Key words: Hospital environment, Gram negatif bacilli, ESBL, carbapenemse.
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