République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministére del’ Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université A. MIRA - B§aia

Faculté des Sciencesde la Nature et dela Vie
Département de Microbiologie
Spécialité Microbiologie M édicale Moléculaire

Réf :

Mémoire de Fin de Cycle
En vue de |’ obtention du dipléme

MASTER

Theme

Criblage de souches de bacilles a Gram neégatif

productrices de BL SE et de carbapénemases

Isolées des services deréanimation

Présenté par :

M'®BADJI Fariza& M"® BEGHIBEGH Mand

Soutenue le 21 Juin 2018

Devant le jury composé de:

Mr AMIR N. MCA
Mme BELHADI K. MAA
Mme GHAROUT A. MCB

Année universitaire: 2017/ 2018

Président
Encadreur
Examinatrice




Dedicace

On remercie dieu le tout puissant de nous avoir donné la santé et la volonté d’ entamer et
déterminer ce mémoire.

* Je dédie ce mémoire...*

A mon trés cher pére El Bahi
Aucune dédicace ne saurait étre assez éloquente pour exprimer ce que tu meérites pour tousles
sacrifices que tu n’ as cessé de me donner depuis ma naissance, durant mon enfance etméme a
I”&ge d' adulte.
Puisse dieu te garder et te procurer santé et longue vie.

A mamére Aida
Ma douce et tendre maman. Quoique je fasse, je ne pourrais te rendre ce que tu as fait
pourmoi. S jesuisarrivéela, c’'est bien grace a toi. Que dieu te donne longue vie et te
protégepour moi.

A mes chers fréres Mohamed et Noufel
En témoignage de mon profond attachement, jevous souhaite une vie pleine de bonheur,
santéet réussite.
Puisse Dieu vousprotéger, garder et renforcer notre fraternite.

A ma chere seeur Nada
A notre fraternité qui m’est trés chere.
Avec mon grand amour et toute ma tendresse, je vous souhaite un avenir
plein dejoie, deréussite et surtout de santé.

A mestantes Farida, samira, nora, latifa, ains que tous mes oncles Ahmed , Rachid et
Adel

Pour votre affection et votre soutien. Que Dieu vous bénisse.

A ma chére binbme Fariza Badji
A mes cheres camarade Abir , Amira, Linda, wissem et roukia

Au souvenir des moments qu’ on a passé ensemble.
Vous m' avez offert ce qu’il y a de plus cher : I'amitié.
Je vous souhaite beaucoup de succes, de réussite et de bonheur.




A toute mes amis de Université A.mira et Résidence Pépiniere

Pour le soutien gue vous m' avez apporté durant ces cing années
académiques. Que Dieu vous bénisse.

“*Ains quetoutel'équipe du laboratoire.

Enfin, & toutes les personnes qui m'ont aidée de prés ou de loin a la réalisation de ce travail.

+MANAL +




En préambule & ce mémoire nous remerciant ALLAH qui nous aide et nous donne lapatience
et le courage durant ces langues années d’ éude.

Je dédie ce modeste travail a :
Mon trés cher pere
Aucun mot ne peut étre suffisant pour exprimer mon amour que je lui porte et je veux le

remercier pour tout cequ’il afait pour moi et pour nous .que dieu I’ accueil dans son vaste
paradis

Matres chéere et douce mére
Je te souhaite une longue vie et que dieu te protége pour nous et te garde ta santé.

Pour mes chersfréres et seeurs
je vous souhaite une longue viepleine de succes, de santé et de joie.

Pour mes chers cousins et toute la famille Badji et la famille moicim,ibbou,

Houacine et iguerchah

Mon amie, binbme, collegue, partenaire dans tout Beghibegh Manal
Je te souhaite tout ce que tu veux avec une vie pleine de joie et de succes.

Mes chérsamisdel’université A. Mira et Résidence

Qui me soutenait toujours et était avec moi tout au
long de mon voyage dans la résidence.

Sans oublier mes proches amis Hakim et Charaf

A tous mes ééves et mes collégues profs

A tous ceux qui nous ont aidés a la réalisation de cemémoire

+FARIZA+




Lemenciement

Jetienstout d'abord a remercier Dieu

le tout puissant et miséricordieux, qui nousa donné la force et la patience d'accomplir ce
modeste travail.

Ensuite, jetiensaremercier

Mme Belhadi K, prof al'université A-Mira Begjaia, pour ses précieux conseils et qui a
toujours été a |'écoute etdisponible tout au long de |la réalisation de ce mémoire.

Mes remerciements s adressent également a

Ms AMIR ...a I'Université de Bejaia qui honoré ce travail en acceptant de présider lejury.
Mme GHAROUT...L' Université de Bejaia, je le remercie d'avoir accepté d'examiner ce
travail.

Jetiensaremercier Dr Abdellah, Dr Takbou , Dr Boudjit et Dr filali ,dr djoudi, madame
RAHMANI et Mme GHAROUT

Etjetiensaremercier Ms Amran Akli ,Nana Kamilia, Ms Nour El-dain et narimane

Vous avez été toujours disponible pour répondre a nos
préoccupations. Merci pour votre contribution dans la réalisation de ce
travail. Que Dieu vous bénisse.

Mes remerciements s adressent également:
Aux Directeurs des Hopitaux et Personnel dedirection

Personnelsde|'hopital du Mila et tizi- ouzou
Chefs des services de réanimation

Chefsdu laboratoire

Un grand merci pour leur accueil, et leur gentillesse, jeleur remercie
profondément

Jetiens également a adresser mes sinceres remerciements et mes profondes

reconnaissances a nos parents pour leur contribution, leur soutien et leur patience.




Jetiensauss aremercier tout les profs delycéelllouli et Houari Boumedine.

Enfin, jetiens a remercier toute personne qui a participé de présou deloin a
I'exécution de ce modeste travail.




S)mmaire

Abréviations et Acronymes

Liste destableaux
Listesdesfigures
Introduction
Matériel et Méthodes
l. CaArE 0 EBLUTE ...ttt eses 08
. Meéthode de prélévement des SUMACES ........cccovvieeeieircccees e 10
. 1SOlemMeNt dES SOUCKES..........c.ceirrices e 10
IV.  Identification d&S SOUCNES..........ccccovviriiiiicerscee et 10
V. Etude de larésistance souches d’ entérobactéries aux antibiotiques..............c.c........ 12
V1.  Etudedes phénotypes de résistance aux -1actamases ...........cccoevrerieeerrinnincceenennen. 13
1. Recherche des B-lactamases a spectre étendu (BLSE).......ccocoovivvinniinnincieeen, 13
1.1.DD-test (TSt e SYNENTIE) ....ooveeeeeeeeeeteteete et 13
2. Recherche de production de carbapenemases ...........cccovveeeenniniceeesiseeee e, 14
2.1.Test CIM (Carbapenem Inactivation Method) ............cccoceeeeeececicncncnes 14
2.2.5ensibilité A1atémMOCIIlINe..........ccoeviriieee s 14
Résultats
|. Répartition des SOUChES Par ESPECES............cveveveveeeieieeeeie et 17
I1. Répartition des souches par sites de prélevements ............cccceveveveererieeeisessesseeene 17
I11. Sensibilité des souchesisolées sur CTX auX ATB ..o 19
[11.1. Sensibilité aux B-laCtaminegS...........ccccerririieceeseee e 19
[11.2. Sensibilité aux autres familleSA ATB ..o 19
IV. Sensibilité des souches isolées sur MERO aUX ATB.......ccooviieennncceeesreceeene 20
IV.1. Sensibilité au B-1actamingsS...........cccovieerrcee s 20

IV.2. Sensibilité aux autres familleS ' ATB ..o 21




V. Détermination des phénotypes de résistance aux B-lactamines...........cocecevcervrerieerieennnas 21

V.1. Recherche de laproduction de BLSE par letest de synergie.........c.cococeeeeenennnes 21
V.2. Recherche de la production de Carbap@nemases..........cccovveveeeeirisisecesereseseseeens 23
DISCUSSION ...ttt ettt sttt sttt s s bbb et s et ettt senereseees 26
CONCIUSION €L PEISPECLIVES ......coovieeiiiiieee et 33

Annexes




ADN
AMC
Amp C
ATB
ATM
BGN
BMR
BLSE
BN
Ci1G
C2G
C3G

CAZ
CIP
CT
CTX
ERTP
ERG
EUCAST
FEP
FOX
I

IMP
KES
GES
IN
KPC
VIM

A BREVIATIONSET A CRONYMES

Acide Désoxyribonucléque
Amoxicilline + acide Clavulanique
Céphal osporinases de classe C
Antibiotiques

Azteréonam

Bacilles & Gram Négatif
Bactérie multirésistante
Béta-|actamase a Spectre Etendu
Bouillon Nutritif

Céphal osporine de 1%¢ Génération
Céphal osporine de 2°™ Génération
Céphal osporines de 38Me Génération
Céftazidime

Ciprofloxacine

Colistine

Céfotaxime

Ertapéneme
Enterococcus Résistant a la Gentamicine
European Comity on Antibiotic Susceptibility Testing
Céfépime

Céfoxitine
Intermediaire

Impénéme
Klebsiella-Enterobacter-Serratia
Guyana Extended Spectrum

Infection Nosocomiae

Klebsiella pneumoniae Carbapenemase

Verona I ntegron-encoded M ettal o-beta-lactamases




MBL M ettal o- beta-lactamases

MEM Méropénéme
MH Mueller Hinton
NDM New Delhi Metallo-beta-lactamases
NR Nitrate réductase
OXA Oxacillinase
R Résistant
RM Rouge de Méthyle
S Sensible

SARM Saphylococcus aureus Résistant ala Méticilline
TEM Temoneira
TOB Tobramicyne
TSI Triple Sugar Iron
VP V oges Proskauer
VRBL Violet Rouge Bile Lactose
CTX-M Céfotaximase Munich
CA-SFM | Comité de I’ Antibiogramme de |a Société Francgaise de Microbiologie
CIT Citrate
MC Mac Conkey
GLU Glucose
LAC Lactose
LPS Lipopolysaccharide
SHV Sulfhydrihe Variable
MDR Multi Drug Resistance




L | STE DES FIGURES

Figure 1 : Répartition des souches de BGN isolées sur CTX et MER par espéce...............17
Figure 2 : Taux de résistance de bacilles Gram négatif aux B-lactamines......................... 19
Figure 3 : Taux de résistance des souches aux autres familles d’ antibiotique................. 20
Figure 4 : Taux de résistance de bacilles Gram négatif aux B-lactamines........................ 20
Figure 5:Taux de résistance des souches aux autres classes d’ antibiotiques..................... 21

Figure 6 : Image de synergie positive chez K. pneumoniae. .. ..........ooveuvveenevenininenenenn. 21




LISTE DES TABLEAUX

Tableau | : Répartition des prél évements de surfaces al'hdpital de Mila.............. 08

Tableau Il : Répartition des prélevements de surfaces alaclinique publique S Bihi

Tassadit e TIZIOUZOU ........vvie e e e e e e e e e e e 09
Tableau |11 : Liste de Galerie Biochimique.............coooviii i i e 11
Tableau IV : Liste des antibiotiqUEStESLES. .. ......viviie i e 13
Tableau V : Répartition des souches par site de prélevements..............ccoeveennen. 18
Tableau VI : Répartition des espéces productricesde BLSE ...........cccccevveeviennenee. 22
Tableau VII : RESUItAES AU TESE CIM ... .o it e e 23
Tableau VIII : Sensibilité desBGN alatémocilline et al’ értapénéme.................... 24

Tableau | X : Phénotype probable des BGN isolées sur Méropéneme.................. 25




Introduction



I ntroduction

La résistance bactérienne aux antibiotiques est une problématique maeure de santé
publique, qui fait I'objet d'une prise de conscience accrue depuis plusieurs années. La
surveillance de cette résistance confirme I’accroissement et |'émergence de bactéries
multirésistantes (BMR) a potentiel épidémique particulierement dans les services de
réanimation en raison de I’ utilisation fréquente et parfois inadéquate des antibiotiques a large
spectre (Cattoen, 2015).

La réanimation est une discipline médicale qui Sattache a prendre en charge des patients
dont le processus vital est menacé par la survenue d'une ou de plusieurs défaillances
organiques telles que : la détresse respiratoire, |’ insuffisance rénale aigué, des troubles graves
du rythme et des affections neurologiques (Heddadi, 2013) mettant directement en jeu le
pronostic vital. Les unités de réanimation assurent 24 heures sur 24, tous les jours de I'année,
I'accuell et |a prise en charge diagnostique et thérapeutique des patients et leurs transferts dans
les unités de soins dés que leur état de santé le permet (Santé Publique France, 2017).

Bien que les unités de réanimation ne comprennent en géné&ra gu'une faible
proportion de lits hospitaliers (inférieure a 5%) et qu’elles ne représentent que 8 a 15% des
admissions a |I'hopital, elles représentent une forte proportion des infections acquises a
I"hopital (Lepelletier et al., 2004). Les pneumopathies sous ventilation mécanique restent la
premiere complication infectieuse en réanimation. La deuxiéme infection en fréguence est la
bactériémie nosocomiae. Elle n'est que le reflet des foyers infectieux primitifs, poumons,
urines, site opératoire, cathéter vasculaire, ou de la sévérité de I’ éat des patients (Lucet et
Bouadma, 2015).

Les patients de réanimation, du fait du recours fréquent aux cathéters vasculaires,
sondes urinaires ou sondes d'intubation, sont particulierement exposes aux infections
associées aux biofilms (Lebeaux et al., 2016). De méme, des portages de longue durée chez
les patients hospitalisés et réadmis en réanimation par des BMR ont été rapportés. Ces BMR
sont principalement des Saphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM),
entérobactéries productrices de béta-lactamase a spectre étendu (EBLSE), entérocoques
résistants aux glycopeptides, entérobactéries résistantes aux carbapénémes et Acinetobacter

baumannii multirésistant (Cattoen, 2015).

En réanimation, les facteurs déterminants impliqués dans la sélection et la diffusion des

bactéries multirésistantes (BMR) se trouvent encore majorés en raison des specificités de cette
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discipline : fragilité des patients et gravité des pathologies, densité des soins, divers actes
invasifs et consommation éevée d’ antibiotiques (Njall et al., 2013 ; Conton, 2015).

Le risque de contracter une infection a I’hopital a toujours existé et ce risgue est accru
avec |’ évolution des pratiques de soins plus efficaces, mais souvent plus invasives (sondage
vésicale, incubation, ventilation artificielle, ...). Ces derniéres s accompagnent d une
possibilité de contamination par des microorganismes d origine endogene (flore digestive,
respiratoire, cutanée) ou exogene par des bactéries provenant d'un autre patient ou de
I”environnement (surface, air, eau) (Bertrou et al., 2000 ; Cavallo et al., 2002). L’ acquisition
d'une BMR peut se faire de deux maniéres : soit de maniere exogene a partir de
I”environnement hospitalier du patient ou a partir d’autres patients porteurs dans une unite,
soit de maniéere endogene par sélection au sein de la propre flore du patient d’une souche

préexistante multirésistante (Cattoen, 2015).

La flore des patients colonises et/ou infectés participe fortement a la contamination de
leurs environnement immediat (appareils et objets divers servant a la surveillance et au
traitement) en particulier lorsqu'il sagit dinfections respiratoires ou de diarrhées (Dancer,
2014 ; Kramer et Assadian, 2014 ; Blanc et al., 1998). Ces microorganismes peuvent étre
détectés également dans I'environnement éloigné qui comporte I'air, I'eau et les surfaces qui
entoure le patient (laiterie, poignée, lavabo, robinet, surfaces humide, ...) (Blanc et al., 1998).
C'est dans les unités de réanimation que I’identification des patients porteurs de BMR est la
plus exhaustive. En effet, la plupart de ces unités mettent en ccuvre un dépistage quasi
systématique des patients, le plus souvent des |’ entrée, en cours d' hospitalisation et en sortie
avant transfert (Catteon, 2015).

La survie et éventuellement la multiplication des bactéries conditionnent I’importance
de la colonisation environnementale (Talon, 1999). Cette survie dépend de différents facteurs
comme la nature du germe, la température, le taux dhumidité, la capacité a former des
biofilms, le type de surface et leur degré de salissure, en particulier leur teneur en matieres
organiques (Talon, 1999 ; Bertrou et al., 2000). Les surfaces inertes les plus contaminées
("high-touch surfaces") sont celles qui sont le plus souvent a proximité des patients (les zones
adjacentes) et celles fréguemment toucheées par le personnels de santé (contact avec les mains)
(Oliveira et Damasceno, 2010 ; Gebel et al., 2013 ; Otter et al., 2014).

Les pathogenes qui causent des infections nosocomiaes doivent avoir deux propriétés

spécifiques. Ils doivent tout d’abord étre reconnus comme des pathogenes hospitaliers et ils
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doivent avoir | habilité de survivre sur les surfaces présentes dans I’ environnement hospitalier
pour de longues périodes de temps (Dancer, 2009). Les bactéries a Gram négatif sont de plus
en plus incriminées dans les infections nosocomiales, notamment |’ espece A. baumannii. En
effet, les souches d’ A. baumannii se sont inscrites ces dernieres années parmi les bactéries les
plus redoutées dans les services de réanimation. Elles sont considérées comme des agents
d'infections nosocomiales sévéres sporadiques ou épidémiques notamment chez les patients
affaiblis (Saidani et al., 2006 ; O’ Shea, 2012).

La problématique liée aux bactéries multirésistantes (BMR) est encore plus aigué dans
les unités de réanimation et |a lutte contre les infections nosocomiales et en particulier celles
liées aux germes de I’ environnement hospitalier, fait partie des priorités des établissements de
santé (Saouide € ayne et al., 2014). La proportion de BMR est e reflet de la qualité de soins
dans une structure hospitaliere donnée. Cette proportion varie selon les hdpitaux et surtout
selon le type d' activité des services hospitaliers (Saidani et al., 2006). La surveillance en
réanimation, comme dans les autres types de services de soins, cible les bactéries multi-
résistantes aux antibiotiques (BMR), qui ne sont plus sensibles qu'a un petit nombre
d antibiotiques du fait de I’accumulation des résistances (Cattoir et Leclercqg, 2013).

L’ émergence de nouveaux mécanismes de résistances aux antibiotiques et de BMR ne
cesse de croitre. En paralléle, tres peu de nouvelles molécules voient le jour ce qui fait courir
un risque d’'impasse thérapeutique de plus en plus fréguent (Bedos et al., 2014). En raison de
cette fréquence élevée, de la gravité des infections @ BMR et de leur capacité a diffuser en
réanimation, les bactéries multi-résistantes (BMR) font |'objet d'un programme de
surveillance et de prévention de par le monde. Certaines BMR sont |a cible du programme
national de surveillance de la résistance aux antibiotiques redéfini régulierement (AARN,
2016; AARN, 2017 ; AARN, 2018). Actuellement, les Saphylococcus aureus résistants a la
meéticilline (SARM), entérobactéries productrices de BLSE et/ou résistantes a |I'imipéneme,
Acinetobacterbaumannii résistants a I'imipéneme, Pseudomonas aeruginosa résistants a
I'imipénéme, a la céftazidime et/ou a la ciprofloxacine, Enterococcus faecalis et
Enterococcusfaecium résistants ou intermédiaires aux glycopeptides et cela dans 5 secteurs de
soins dont laréanimation (AARN, 2018).

L’ Organisation Mondiale de la Santé, met plus particulierement en avant la menace
des bactéries a Gram négatif devenues résistantes a un grand nombre d' antibiotiques, y
compris les céphalosporines de troisieme génération et les carbapénémes (OMS, 2017). Ces

bactéries peuvent étre retrouvées dans |’ environnement hospitalier, au niveau des individus
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(patients, personnel soignant) ou de I’ environnement inanimé (surfaces, instruments, solutés)
(Liassine, 2000). L’environnement joue un réle magjeur dans la transmission croisée des
micro-organismes. Le bionettoyage standard est microbiologiquement insuffisant. Son
amélioration est primordiale pour le contréle des endémies et des épidémies bactériennes
(Blazejewski et al., 2014).

Les B-lactamines a large spectre d’action sont spécifiquement utilisées dans le
traitement des infections résistantes potentiellement mortelles causées par des bactéries multi-
résistantes. Le principal mécanisme de résistance aux C3G et aux carbapénémes est
I’acquisition de genes encodant respectivement des B-lactamases a spectre étendu (BLSE) et
des carbapénémases. Plusieurs études ont répertori¢ les principales B-lactamases responsables
des épidémies dans de nombreux pays a savoir les types TEM, SHV et CTXM pour les
bactéries productrices de BLSE, et plus récemment les types IMP, KPC, NDM, OXA-48 et
VIM pour les bactéries productrices de carbapénémases (Vallée, 2015).

Les BLSE font partie du groupe 2be, cest-adire quelles sont capables
d’ hydrolyser les pénicillines, les céphalosporines de 1%¢, 28m 39me 48me génération et les
monobactames (Bush et Jacoby, 2010). La situation épidémiologique est marquée par la
diffusion rapide de souches d’ entérobactéries productrices de BLSE (EBLSE) de type CTX-
M depuis le début des années 2000. Les années précédentes, d’ autres EBL SE de type TEM et
SHV préférentiellement portées par Klebsiella pneumoniae et Enterobacter spp. Diffusaient
de maniére épidémique au sein des structures hospitaliéres (Lucet et Birgand, 2011). Bien que
les BLSEs soient décrites le plus souvent chez les entérobactéries (K. pneumoniae et E. coli),
elles restent rarement rapportées chez les souches de P. aeruginosa et A. baumannii (Tokajian
et al., 2015).

Les bactéries productrices de BLSE ont causé de nombreuses épidémies ayant
fréguemment comme foyer d'origine les services de réanimation. Les infections causées par
ces souches présentent un risque accru d'échec thérapeutique et sont associées a des
hospitalisations prolongées et des surcodts liés aux soins. Les carbapénemes constituent le
traitement de choix des infections invasives causées par ces souches sur la base des données
cliniques disponibles (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).

Les carbapénémases appartiennent aux groupes A (KPC), B (NDM) et D (OXA) de
la classification de Bush et Jacoby (2010). Bien que les carbapénemases de classe D a savoir
les oxacillinases, soient principalement décrites chez A. baumannii (OXA-23, OXA-24,

OXA-58, ...), certaines ont été isolées d’ entérobactéries, notamment OXA-48 (Queenan et
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al., 2007). Les enzymes de type KPC sont des carbapénemases plasmidiques de classe A, les
plus fréquentes et les plus menagantes, du fait de leur pouvoir de dissémination important au
sien de nombreuses espéces comme K. pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacter spp. et méme
P. aeruginosa et A. baumannii (Bratu et al., 2005 ; Villegas et al., 2007 ; Robledo et al.,
2010). Les enzymes de type NDM-1 ont été décrites pour la premiére fois chez les souches de
K. pneumoniae et de E. coli en Inde en 2008 (Mathers et al., 2015). Depuis des souches d A.
baumannii et de K. pneumoniae productrices de NDM-1 ont été identifiées dans plusieurs
pays du monde (Djahmi et al., 2014).

Les différents agents antimicrobiens développés avec le temps représentent des outils
thérapeutiques de choix pour le contrbéle des infections causées par ces microorganiSmes.
Malheureusement, I'incidence de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries a Gram
négatif a augmenté a un rythme alarmant au niveau mondial au cours des 20 derniéres années
(Canton et al., 2012 ; Woodford et al., 2011 ; Valée, 2015). La maitrise de la dissémination
de ces souches est réalisable méme en situation endémique par la mise en ceuvre de stratégies
combinant |'usage raisonné des antibiotiques, la promotion de I'hygiene des mains, le
dépistage des patients porteurs et |'utilisation de précautions d'isolement de contact lors des
soins (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).

En Algérie la résistance aux antibiotiques est devenu un probleme maeur de santé
publigue et indique une situation inquiétante, notamment dans le nord du pays (Baba Ahmed-
Kas Tani et al., 2014). En effet, ces dix derniéres années, une importante augmentation de la
résistance aux antibiotiques en particuliers chez les bacilles a Gram négatif est constatée. La
résistances aux B-lactamines chez les entérobactéries est dominée par la production de BLSE
de type CTX-M-3 et CTX-M-15 aussi bien en milieu hospitalier qu'en milieu communautaire
(Touati et al., 2006 ; Baba Ahmed Kazi Tani et Arlet, 2014 ; Gharout-Sait et al., 2012).
L’isolement de souches d’ entérobactéries productrices de carbapénémases de type OXA-48 a
été rapporté en milieu clinique (Agabou et al., 2014) et dans I’environnement hospitalier
(Bouguenoun et al., 2016). De méme, des souches d’ A. baumannii productrices dOXA-23 et
NDM-1 d' origine clinique et environnementale (Bakour et al., 2012 ; Medli et al., 2013 ;
Zengti et al., 2016).

La réanimation constitue |’ épicentre de la résistance bactérienne aux antibiotiques et
restera la discipline médicale ou les infections nosocomiales a BMR sont les plus fréquentes.
De ce fait, les objectifs de cette étude étaient de déterminer la fréquence de résistance aux
céphalosporines de 3™ génération et aux carbapénémes des souches de bacilles & Gram
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négatif isolées de différentes surfaces a proximités des patients et du personnel hospitalier en
réanimation.
Afin d'étudier les souches a Gram négatif résistantes aux C3G et aux carbapénemes
nous avons adopté la méthodol ogie suivante :
v' Prélevements de différentes surfaces dans deux structures hospitaliere : clinique
étatique d’ accouchement S BihiTassadit de Tizi Ouzou et hépital de Mila,
v Isolement et identification des bacilles a Gram négatif sur milieu sélectif additionné de
céfotaxime et de méropéneme,
v' Etude de la sensibilit¢ des souches aux B-lactamines, quinolones, aminosides et
colistine,

v Détermination des phénotypes de résistance aux B-lactamines

-
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l. Cadredel’ éude

Notre étude s est déroulée au niveau du laboratoire de Microbiologie a I’ Université

A/MIRA de Begaiadurant la période alant du mois de février au mois de juin 2018.

Durant ce travail deux compagnes de prélévements ont été effectuées ; la premiére au
cours du mois de février ou 54 prélévements de surfaces ont été effectués au niveau du
service de réanimation de la clinique étatique d’accouchement « S'Bihi Tassadit de Tizi-
Ouzou ». La deuxieme compagne a éé effectuée au cours du mois de mars ou 50
prélévements de surfaces ont été réalisés au niveau du service de réanimation de I'’EPH de
Mila.

Les prélevements ont ciblé des surfaces inertes, les plus susceptibles de rentrer en
contact avec les patients, le personnel dans les services de réanimation (points critiques). La
répartition des prélévements par structures de soins, par date et par site de prélévement est
représentée dansletableau | et 11.

Tableau | : Répartition des prélevements de surfaces al'EPH de Mila

Lieu ou _ . Nombrede
Date _ Sites de prélévement .
pavillon préévements

Poignée de porte, Scope, Potence,
Sdle 01 Pochette des urines, Interrupteur, Table 10
de chevet, Lit de patient
Radiateur, Lit vide, Table de dossiers,

Sale 02 08
Poubelle

Poignée de porte, Lavabo, Porte savon,
Salle 03 _ _ 10
Robinet, Sol, Toilette, Chasse d’ eau

Cardiogramme, Aspirateur, Chariot de

Salle 04 soins, Seringue électrique, télé de 09
28.03.2018

10h00

Radiologie
Poignée porte chambre de garde,
Interrupteur Chambre de Garde, Table
Salle 05 Chambre de Garde, Ordinateur, 13
Té éphone, Poignée d’armoire
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Tableau I : Répartition des prélévements de surfaces alaclinique publique S Bihi Tassadit

de Tizi-Ouzou

Lieu ou

Date _ Sites de prélévement
pavillon

Nombre
prélevements
Poignée de porte, Potence, Lit, Interrupteur,
Rideau, Seringue éectrique, Table de chevet,
Radiateur, Barboteur d’' O2, Poignée de
I”armoire, Champ propre, Casier d'infirmiers,
Tééphone, Chariot de soins, Bureau des
Sale 01 infirmiers, Chaise, Lavabo, Bain marie, 27
Distributeur de savon, Poignet fenétre, Poils
de chat, Distributeur de désinfectant,
Climatiseur, Paillasse de soins, Blouse du
personnel, Main du personnel, Couette (linge
21/03/2018 de malade)

21 -00h Poignée de porte, Chariot de soins, Scope,
Paravent, Couette, Rideau, Potence, Chaise,
Poignée de fenétre, Table de chevet, Lit de

malade

Salle 02

Poignée de porte, Barboteur d’ O2, Poignée de
I”armoire a pharmacie, Tableau d’ affichage,
Salle03 | Lit, Couette, Potence, Poigné de fenétre, Porte
manteau, Main du personnel, Blouse du
personnel, Mouche, Abord de malade, Es-
cabot, chaussure du personnel (sabot)
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1. Meéthode de prélévement des surfaces

Un écouvillon stérile est préalablement humidifié dans un bouillon nutritif puis passe sur
une zone définie (25 cm?) en stries parall&es rapprochées en le faisant tourner |égérement, et
toujours sur la méme zone en stries perpendiculaires aux premiéres. Autre écouvillon stérile
est préalablement humidifié dans un bouillon nutritif puis passé sur une surface vivante
(mains des personnels). L’écouvillon est introduit dans le bouillon nutritif, transporté au
laboratoire de Microbiologie dans une glaciere et incubé a 37°C pendant 24h (French et al.,
2004).

[1l. Isolement des souches

A partir des bouillons d enrichissement positif, on ensemence 1ml de la culture
bactérienne, une gél ose sélective de Mac Conkey supplémentée de 4jug/ml de céfotaxime pour
la sélection des bacilles a Gram négatif (BGN) résistant au C3G et une autre gélose de Mac
Conkey supplémentée de 0,5ug/ml de méropéneme pour la sélection des BGN résistant aux
carbapénemes. La vancomycine est également additionnée a raison de 32ug/ml aux deux
géloses afin déiminer les bactéries a Gram positif. Les boites sont incubées a 37°C pendant

24 heures.

Apres incubation, les colonies ont fait I’ objet d’ une purification par repiquage successifs

sur le VRBL (Violet Rouge Bile Lactose) jusgu’ a obtention d’ une culture pure.
V. Ildentification des souches

L’identification des souches est basée sur les caractéres culturaux (taille, couleur, aspect,
contour des colonies), la coloration de Gram et une identification préliminaire est réalisée par

repiquage sur milieu chromogene (annexe 1).
L es tests biochimiques clés réalisés pour |’ identification des entérobactéries sont (Le

Minor et Richard, 1993) :
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Tableau |11 : Galerie Biochimique

Tests

Technique

Lecture

L’ ensemencement est réaisé apartir d'une | > Virage au jaunedu culot :
Milieu Triple Suger | suspension bactérienne par piqure centrale, et fermentation de glucose (+)
Iron (TSI) : lasurface inclinée par des stries serrées. » Virage au jaune de la pente :
Fermentation des Puis Incubation a 37°C pendant 24h. fermentation de lactose (+)
sucres » Apparition debulle d' air :
production de gaz
» Noircissement du milieu :
production d’'HpS
Lemilieu citratede | Ensemencement est réalisé par stries serrésa
Simmons: seule la surface du milieu. » Unvirage au bleu indique un

sour cede carbone

et d'énergie

Incubation a37°C de 24h a7 jours.

test positif

L e milieu bouillon
nitraté: Recherche
du nitrate
Réductase

Ensemencement du bouillon & partir de la
suspension bactérienne
Incubation a 37°C/24h.

Aprés|’gout de NRI et NRII :

» coloration rouge : nitrate
réductase (+)

» Absence de coloration : Nit
réductase (-)

rate

Lemilieu Eau
Péptonée : Exempte

d’indole

L’ ensemencement avec une suspension
bactérienne provenant d’ une culture pure de
18 & 24 heures. Incubation des tubes & 35-37
°C pendant 24-48 heures.

> Addition du réactif de Kovacs:

I’ apparition d’ un anneau rouge :

indole (+).

Lemilieu Ur ée-
Indole : Recherche

d’une Ur éase

Dans un tube stérile contenant une
suspension bactérienne, quel ques gouttes du
milieu urée-indole sont rajoutées, puis incubé
24 heures a 37°C.

» Virage du milieu au rouge/rose :

uréase (+).

&
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Lemilieu de Clarck
et lubs: Etudedes

typesfermentaires

Ensemencement du milieu par la suspension
bactérienne
Incubation a 37°C/24h.

On divise le contenu de tube en
deux :

» Ajout de réactifs VPI puis
VPII dansle premier tube,
virage au rouge : VP(+).

» Ajout de rouge de méthyle
(RM), coloration rouge : RM

(+).

V. Etudedelasenshilité des souches d’entérobactéries aux antibiotiques

La sensibilité des souches aux antibiotiques a éé évaluée par la méthode de

I’ antibiogramme par diffusion sur gélose Mueller Hinton selon les recommandations de
I'European Comitee on Antimicrobia Susceptibility Testing (EUCAST, 2018) et (CA-SFM

2013).

A partir d'une culture de 18 a 24h, on réalise une suspension en dissociant 4 a 5

colonies dans 5ml deau physiologique stérile pour un inoculum d environ 108 UFC/mi
(EUCAST, 2018) et (CA-SFM ,2013)

Des boites Mueller Hinton ont été ensemencées par écouvillonnage et des disques

d’antibiotiques appartenant a différentes familles (B-lactamines, quinolones, aminosides et
polymixines) ont été déposés a I'aide d’'une pince stérile (Tableau 1V). Les boites sont
incubées pendant 24h a 37°C.
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Tableau IV : Antibiotiques testés

Famille Antibiotique Symbole | Charge (1Q) Marque
Pénicillines Amoxicillinet acide AMC 30 Bioanalyse®
clavulanique
Témocilline TEM 30 Bio-red
Céphalosporines | Céftazidime (C3G) CAZ 30 HIMEDIA®
Céfotaxime (C3G) CTX 30 Cypress
Diagnostic®
Céfoxitine (C2G) FOX 30 Liofilchem
Céfipime FEP 30 Liofilchem
Carbapénémes | Imipéneme IMP 10 Cypress
Diagnostic®
Meéropéneme MEM 10 Liofilchem
Ertapéneme ERTP 10 OXOID®
Monobactames | Aztréonam ATM 30 Cypress
Diagnostic®
Aminosides Tobramycine TOB 10 Cypress
Diagnostic®
Kanamycine K 30 Liofilchem
Fluoroquinolones | Ciprofloxacine CIP 5 HIMEDIA®
Polymixines Coalistine CT 25 HIMEDIA®

On mesure a I’aide d'un pied a coulisse les différents diametres des zones d’inhibitions
obtenues autour des disgques d antibiotiques. L’ interprétation des résultats en
sensible (S), intermédiaire (1) ou résistante (R) est effectuée selon les critéres définis par
(EUCAST, 2018) et (CA-SFM ,2013).

VI. Etudedelasensbilité des souches d entérobactéries aux antibiotiques

1. Recherche de la production de B-lactamases a spectre étendu (BLSE)
1.1. DD-test (Test desynergie)

Letest de synergie consiste a placer des disques de céfotaxime, céftazidime, céfépime
et aztréonam a une distance de 20 mm centre a centre d’ un disque amoxicilline-acide
clavulanique. La présence probable d’ une BLSE se traduit par |I” apparition d’ une image de
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synergie (bouchon de champagne) entre |es disques de Céphal osporine de 3°™ et |e disque
d’ augmentin® (Jarlier, 1988).

2. Recherchedelaproduction de Carbapénémases
21. Test CIM modifié (Carbapénéme I nactivation M éhode)

Letest CIM est une nouvelle méthode phénotypique de détection des différents types
de carbapénémases (KPC, NDM, OXA-48, VIM, IMP et OXA-23)

Leprincipedelatechnique est résumé comme suit :

»Préparer 03 Eppendorfs contenant 500ul d’eau physiologique stérile.

» Faire suspendre dans e premier Eppendorfune ose de E .coli ATCC25922 sensible comme
témoin négatif. Dans le deuxiéme, une souche productrice de KPC (K. pneumoniae
Carbapenemase) comme témoin positif et dans e troisieme la souche atester.

» Introduire dans chaque Eppendorf, un disque de Méropénéme (MEM) de 10ug (Cypress
Diagnostic) puisincuber au minimum 2 heures.

»Aprés incubation, déposer les disques de MEM correspondant au témoin (+), témoin (-) et
aux souches a tester sur des boites de Pétri contenant de la gélose Mueller Hinton
préalablement ensemencées par la souche E. coli ATCC25922. Les boites sont par la suite
incubées pendant 24h a 37°C.

»Lalecture a été faite en mesurant les diamétres des zones d’inhibition et I’ interprétation en
sensible, résistante et intermeédiaire est réalisée selon les recommandations de (I’ EUCAST,
2018/2017) (Vander Zwaluw et al., 2015).

2.2. Sensibilité alatémocilline

La témocilline est identifiée comme un marqueur suggestif permettant de détecter les
carbapénemases de type OXA-48 qui conférent une résistance de haut niveau. La résistance
élevée alatémocilline n'est pas limitée a ces enzymes; les métallo-béta-lactamases (MBL) et
les KPC peuvent également étre tres résistants alatémocilline. Par conséquent, la résistance a
la témocilline est considérée comme une confirmation phénotypique de I'OXA-48 seulement
dans les cas ou d'autres mécanismes de résistance aux carbapénémes sont exclus
(Bakthavatchalam et al., 2016 ; Dandachi et al., 2016).
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Un antibiogramme des souches entérobactéries isolées sur Mac Conkey additionné de
meéropéneme (0.5ug/ml) a été réalisé en utilisant un disque de témocilline et un disgque
d értapéneme. Aprésincubation a 37°C/24h, une souche est dite résistante si le diamétre dela

zone d'inhibition et <11 mm et sensible s'il est >12 (Bakthavatchalam et al., 2016).
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Au cours de notre étude, un total de 104 prélevements a été effectué sur différentes

surfaces au niveau de deux services de réanimations «EPH Mila et Clinique étatique
d’ accouchement S’ BihiTassadit de Tizi-Ouzou.

|. Répartition des souches par espéeces

Un total de 52 (50%) souches de bacilles a Gram négatif (BGN) ont été isolées sur
Mac Conkey additionné de CTX et MERO. Ces souches appartiennent a 3 familles

bactériennes a savoir : les Enterobacteriaceae (80,76% : 42/52), Pseudomonadaceae (1,92% :

1/52) et Moraxellaceae (15,38% : 8/52) (Figure 01).
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Klebsiella | Pseudomon | Klebsiella | A.baumann E coli Enterobact
oxytoca as pneumonie ii ) e sp
uCTX 35,48 3,22 54,83 3,22 3,22 0
= MERO 9,52 0 33,33 33,33 0 23,28
Especes

Figure 01 : Répartition des souches de BGN isolées sur CTX et MERO par espece

II. Répartition des souches par sites de préevement

Le tableau ci-dessous montre la présence de 3 groupes bactériens sur des surfaces a

proximité des patients. La contamination des mains et blouses du personnel soignant ainsi que

les agents d'entretien par des souches de K. pneumoniae est également remargué. Des souches

d’ A. baumannii et de K. oxycota ont éé isolées des sanitaires. D’autres souches ont été
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également isolées a partir du linge présent dans la chambre de malade, ainsi que du matériel
médical.

Tableau V : Répartition des souches par sites de prélevement

Clinique d’ accouchement S Bihi Tassadit

Tizi-Ouzou EPH Mila
Site de Prélevement Espéces Site de prélévement Espéces
Poignée de porte K.oxytoca Salle | Seringue électrique | K .oxycota
K. pneumoniae 01
Potence K .pneumoniae Salle | Lavabo K .oxycota
02
Rideau K .pneumoniae Salle | Chariot de soins K.oxycota
03
Seringue électrique | K. pneumoniae Lit Enterobacter sp.
Table K .pneumoniae Couette K. pneumoniae
Enterobacter sp.
Radiateur K. oxytoca Sdle | Table A. baumannii
Poignée de l'armoire | Enterobacter sp. 04 | Potence A. baumannii
Champ propre Enterobacter sp. Chasse d'eau A. baumannii
K.pneumoniae
Téléphone K.oxytoca Sol A. baumannii
K.pneumoniae Salle
Salle01 Chariot de soins A. baumannii 05
Bureau des K .pneumoniae
Infirmiers
Distributeur de K .pneumoniae
savon
Distributeur de E .coli
savon désinfectant
Climatiseur A. baumannii
Paillasse de soins A. baumannii
Main de personnels | K .pneumoniae
Couette K .pneumoniae
Couette K. pneumoniae
Salle 02 | Poignée de fenétre K.oxytoca
Table K. oxytoca
Lit K. oxytoca
Salle 03 | Couette K. oxytoca
Escabot Enterobacter sp.




Résultats

1. Sensibilité des souchesisolées sur céfotaxime (CTX) aux antibiotiques

[11.1. Sensibilité des souches aux B-lactamines

La plupart des souches d entérobactéries étudiées montrent une résistance élevée vis-a-
vis de I’amoxicilline-acide clavulanique, céfotaxime et céftazedime avec des taux de 98%,
90.32% et 77,41% respectivement. Par contre, les souches non fermentaires représentées
principalement par A. baumannii sont faiblement résistantes aux C3G (CTX : 93,33%, CAZ :
80%) (Figure 2).

La résistance a la FOX est dO a la présence d’une céphalosporinase naturelle chez A.
baumannii, P. aeruginosa et Enterobacter sp. et ou d’ une céphal osporinase plasmidique chez
Klebsiella sp. (Annexe V).
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Figure 2 : Taux de résistance de bacilles a Gram négatif aux f-lactamines
[11.2. Sensibilité des souches aux autres familles d’ antibiotiques

La figure 03 montre que la totalité des souches d entérobactéries sont résistantes a la
tobramycine (86.09%) ainsi qu’'a la ciprofloxacine (77.41%) comparées aux souches non

fermentaires. Toutefois, la Kanamycine et la colistine reste les plus actives sur ces BGNs.

&
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Figure 03 : Taux de résistance des souches,aux autres familles d’ antibiotique
IV.  Sensbilité des souchesisolées sur méropénéme (MER) aux ATB

IV.1. Sensibilité aux B-lactamines

Les souches d entérobactéries présentent une résistance plus marquée vis-a-vis des
C3G, C4G et imipénéme. Les souches non fermentaires montrent également une résistance
modérée aux C3G et aux carbapénemes (IMI, MER). On remarque une résistance élevée des
non fermentaires ala FOX di ala présence de la céphal osporinase naturelle hyperproduite et
qui ne touche pas les C4G (Céfipime) (figure 4).
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Figure 4:Taux de résistance des bacilles Gram négatif aux B-lactamines
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IV.2. Sensibilité aux autresfamillesATB

La figure ci-dessous montre que la plupart des souches d entérobactéries sont plus
résistantes a la ciprofloxacine (66,66%), a la tobramycine (73,33%) et a la kanamycine (60%)
comparées aux souches non fermentaires. Tandis qu’aucune souche n'est résistante a la
colistine (AnnexelV)
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Figure5: Taux de résistance des souches aux autres classes d’ antibiotiques

V. Détermination des phénotypes de résistance aux p-lactamines

V.1. Recherchedela production de BL SE par letest de synergie

Le test de synergie réalisé sur 52 souches de BGN a révéé 25 (48.07%) images de
synergie positives sous forme de bouchon de champagne (BLSE positif) (figure 6). Ces
souches sont réparties comme suit: K. pneumoniae 14/25 (56%) souches, K. oxytoca
10/25(40%) souches, A.baumannii1/25 (4%) souche (tableau V1).

Figure 6 : Image de synergie positive chez K.pneumoniae




Tableau VI : Répartition des espéces productrices des BLSEs sur CTX et MERO

Code des souches Espéces Image de synergie
M-Réa 01 (CTX) K. oxytoca +
B (CTX) K. oxytoca +
A (CTX) K. oxytoca +
OLA (CTX) K. oxytoca +
01B (CTX) K. pneumonoae +
08 A (CTX) K. oxytoca +
08 B (CTX) K. pneumoniae +
10B (CTX) K. pneumoniae +
11B (CTX) K. oxytoca +
13 A (CTX) K. oxytoca +
13 B (CTX) K. pneumoniae +
15A (CTX) K. pneumoniae +
26 A (CTX) K. pneumoniae +
26 B (CTX) K. pneumoniae +
27 (CTX) K. pneumoniae +
32 A (CTX) K. pneumoniae +
32B (CTX) K. pneumoniae +
36 (CTX) K. oxytoca +
37 (CTX) K. oxytoca +
44 (CTX) K. oxytoca +
52B (CTX) K. pneumoniae +
52A (CTX) K. pneumoniae +
S-Réa03(M ERO) A. baumannii +
05A (MERO) K. pneumoniae +
07 (MERO) K. pneumoniae +

Résultats

Le reste des souches isolées sur MERO et CTX n'ont pas montrées d’ image de

synergie et sont FOX résistantes, ce qui indique probablement la présence dune

céphal osporinase seule ou en association avec une BLSE (Annexe V).
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V.2. Recherche dela production de carbapénemases

La recherche de carbapénemases a été réalisée pour les souches résistantes et/ou de
sensibilité réduite a I'imipéneme, méropeneme par le test CIM. Ce test a été réalisé sur un
tota de 15 bacilles a Gram négatif (Tableau VII) dont uniqguement 2 souches de K.
pneumoniae et une souche d'A. baumanii ont montrées une production probable de

carbapénemases.
Tableau VII : Résultats du test CIM
Souchestestées Diamétre Especes Inter prétation
Témoin (-) 24 mm (S) E. coli Négatif
Temoin (+) 09mm (R) KPC Positif
A-Réa 04 B (MERO) 24mm (S) Enterobacter sp. Négatif
A-Réa 04 A (MERO) 21 mm (1) K. pneumoniae Négatif
S-Réa 03 (MERO) 06mm (R) A. baumannii Positif
A-Réa 10 (MERO) 21mm (S) A. baumannii Négatif
02 (MERO) 23mm (S) K. pneumoniae Négatif
05 A (MERO) 20mm (1) K. pneumoniae Négatif
06 (MERO) 21 mm (1) K. pneumoniae Négatif
07 (MERO) 23 mm (S) K. pneumoniae Négatif
10 (MERO) 21 mm (1) Enterobacter sp. Négatif
11 (MERO) 20mm (1) Enterobacter sp. Négatif
11 B (MERO) 23 mm (S) K. pneumoniae Négatif
19 (MERO) 06mm (R) K. pneumoniae Positif
43 (MERO) 27 mm (S) K. oxytoca Négatif

Letest de sensibilité alatémocilline en association avec la résistance al’ ertapénéme a

été réalisé sur un total de 13 BGN (tableau VIII). La résistance a la témocilline et a

I ertapénéme indique la production probable de carbapénémases de type OXA-48.
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Tableau VIII : Sensibilité desBGN alatémocilline et al’ értapénéme

Souches
S-Réa 03 (MERO)
A -Réa 04 A (MERO)
A -Réa04 B (MERO)
A -Réa 10 (MERO)
02 (MERO)

05 A (MERO)

06 (MERO)

07 (MERO)

10 (MERO)

11 (MERO)

11 B (MERO)

19 (MERO)

43 (MERO)

ERTA
6 mm (R)
6 mm (R)
6 mm (R)
28 mm(S)
7 mm(R)
6 mm (R)
6 mm (R)
6 mm (R)
23 mm (1)
7 mm(R)
6 mm (R)
6 mm (R)
24 mm(l)

Témocilline

6 mm (R)
6 mm (R)
14 mm(R)
28 mm(S)
22 mm(S)
21mm(S)
23mm(S)
20mm(S)
27 mm(S)
22mm (S)
21mm (S)
24mm(S)
33mm(S)

Espece
Enter obacter sp.
K. Pneumoniae
Enterobacter sp.

A.baumannii
K.pneumoniae
K.pneumoniae
K.pneumoniae
K.pneumoniae

Enterobacter sp.
Enter obacter sp.
Enter obacter sp.
K.pneumonaie
K.oxytoca



V1.  Phénotype probable des BGN isolées sur M éropénéme

Tableau I X : Phénotype probable des BGN isolées sur Méropénéme

Codedela souche

A-Rea 04 A
A-Rea 04 B
A-Rea 10
S-Rea 03
02

05A

06

07

10

11

11B
19
43

Espéce

K. pneumoniae

Enterobacter sp.

A. baumannii
A. baumannii
K. pneumoniae
K .pneumoniae
K .pneumoniae

K .pneumoniae

Enterobacter sp.
Enterobacter sp.

K. pneumoniae
K .pneumoniae
K. oxytoca

Profil delarésistance

FOX, CAZ, IMI.

FOX

FOX, IMI

AMC, FOX, CAZ, MRP, IMI.

AMC, CTX, FEP, ATM, CAZ.

AMC, FOX, CTX, FEP, CAZ, IMI.

AMC, FOX, CTX, FEP, MRP, IMI.

AMC, CTX, FEP, ATM, CAZ, IMI.

AMC, FOX, CTX, FEP, ATM, CAZ, MRP, IMI.
AMC, CTX, FEP, ATM, CAZ, IMI

AMC, FOX, CTX , FEP, ATM, CAZ MERO,IMI
AMC, FOX, CTX, FEP,ATM, CAZ, IMI, MERO
AMC, CTX, FEP, CAZ, IMI.

Syne
rgie

Resistance ala
témociline
R
R(14)
S(28)

R
S(22)
$(21)
$(23)
$(20)
S(27)
S(22)

$(21)
S(24)
S(33)

CMI

1(21)
S(24)
S(21)

S(23)
S(20)
| (21)
S(23)
| (21)
I (20)

S(23)

S(27)

Phénotype probable

Céphalosporinaset Imperméabilité
Céphal osporinase hyperproduite
Céphalosporinaset Imperméabilité
BL SE + Carbapénémase
Céphalosporinase hyper produite
BLSE + imperméabilité
Céphalosporinaset Imperméabilité
BLSE + imperméabilité
Céphalosporinaset Imperméabilité
Céphal osporinase hyperproduite

Céphal osporinase hyperproduite
Carbapénémase
Céphalosporinaset Imperméabilité
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Discussion

L’environnement hospitalier constitue une niche écologique importante de
microorganismes multirésistants pouvant étre un réservoir a partir duquel différentes
infections peuvent se développer (Zenati et al., 2016).Les infections nosocomiaes (IN)
représentent aujourd hui un probleme maeur de santé publique a I’ échelle mondiale, étant
responsables d'une lourde morbidité mais égaement d'une Iéalité non négligeable,

notamment dans les services de soins intensifs (Hamza, 2010).

En réanimation, la surveillance des IN est prioritaire car les patients ont un risque
infectieux plus élevé du fait de leur état critique et des dispositifs invasifs auxquels ils sont
exposés. De plus, les patients hospitalisés, en particulier dans le service de réanimation, sont
les victimes de bactéries multirésistantes a quasiment tous les antibiotiques (Réseau REA-
RAISIN, 2013).La pression de sélection par |les antibiotiques est un déterminant important de
I’émergence et de la diffusion de la résistance aux antibiotiques. De plus, €elle est parmi les
rares facteurs (avec I’ hygiene des mains) influencable ou modifiable par les pratiques (Bedos,
2014).

Dans la présente éude, nous avons constaté que le service de réanimation a une
fréguence éevée de contamination par les souches de BGN (31 BGN isolées sur CTX et 21
BGN isolées sur MERO) dont les souches appartiennent a 02 groupes bacteriens
(Enterobacteriaceae, Moraxellaceae). La présence de bacilles a Gram négatif sur des surfaces
gui entrent en contact fréquemment avec les patients (lits, tables de chevet, draps, poignée de
porte, potence, rideau, poigné de I’armoire, distributeur de savon, couette) suggere une forte
probabilité de contamination de ces dernieres par leur flore endogene. Le tube digestif
constitue un important réservoir de bacilles a Gram négatifs (Entérobactéries, P. aeruginosa
et A. baumannii) (Donskey, 2006). La substitution d’ une souche originale par une souche
multi-résistante se produit généralement pendant I'hospitalisation et apres une antibiothérapie
alarge spectre en particulier dans les services de soins intensif tel que la réanimation (Biendo
et al., 2008).

La flore retrouvée sur les surfaces dépend de plusieurs facteurs comme I’ activité
humaine qui entraine un apport de microorganismes par |e patient lui-méme, par les soignants
et par les visiteurs en particulier en |'absence d'un bio-nettoyage efficace (Mété et al.,
2010).D’ aprés Rutala et Weber (2001), le contact des patients infectés par des bactéries multi-
résistantes avec des surfaces inertes rend ces derniéres contaminées. Le personnel médical, les

travailleurs et d autres patients peuvent étre contaminés par contact direct avec ces surfaces

E
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qui par lasuite, deviendront un réservoir secondaire de transmission des germes résistants aux

antibiotiques au sein de |” hopital.

Ces souches sont également isolées des surfaces en contact avec le personnel comme
la table des dossiers, matériels médical (chariot de soins, paillasse de soins, seringue
électrique), bureau, casier et main du personnel. Ces résultats suggerent I'implication du
personnel dans la transmission de microorganismes d un patient a un autre (Talon, 1999). Les
principales sources d'infections sont les équipements utilisés directement sur les patients apres
utilisation sur d'autres patients, le contact avec les mains et les gants du personnel ou la
contamination de I'environnement (Cookson, 2005). Les insectes sont aussi incriminés dans
cette transmission comme les moustiques. Elle s'infecte a la suite d'un repas sanguin sur un
sujet infecté par la suite le moustique peut infecté une personne saine par une simple piqure
(Billker et al., 1998 ; Tiburcio et al., 2012).

Des travaux nationaux et internationaux ont rapporté la contamination par des souches
d A.baumannii, P.aeruginosa, E. cloacae et K.pneumoniae multi-résistantes isolées de
I’environnement hospitalier proche des patients tels que, les draps, bordure du lit, les
couvertures et des éguipements médicaux. Ces souches ont une capacité de survie qui peut
durer des mois sur des surfaces inanimées et sont fréquemment isolées des patients atteints
d’ infections nosocomiaes (Touati et al.,2010 ; Obeidat et al., 2014 ; Stoesser et al., 2014 ;
Bouguenoun et al., 2016 ; Zenati et al., 2016).

Les entérobactéries sont la cause la plus fréquente d'infections nosocomiaes et
communautaires. Elles sont généraement traitées par des béta-lactamines dont les
céphalosporines a large spectre et les carbapénémes (imipénem, méropénem, ertapénem), ou
encore les fluoroquinolones, aminosides et colistine. Au cours des deux dernieres décennies,
on observe une augmentation importante de la résistance des entérobactéries a ces
antibiotiques, en particulier E. coli et K. pneumoniae.Les bactéries productrices de BLSE
constituent une préoccupation majeure en milieu hospitalier en raison de leur diffusion
épidémique et de leur multi- résistance aux antibiotiques. En effet, les BLSE sont retrouvées
chez une vaste proportion de bacilles a Gram négatif, mais les entérobactéries représentent les

bactéries les plus incriminées (Gniadkowski. 2001).

Dans cette étude, |’ incidence de souches d’ entérobactéries productrices de BLSE était
de 48.07% (25/52) (4/21 sur MERO et 11/31 sur CTX). Cette prévalence correspond a celle

=
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retrouvée dans certaines études ou des taux éevés de souches d'entérobactéries productrices
de BLSE dorigine clinique ont été rapportées, soit 39.22% a Tlemcen (Baba Ahmed-
KaziTani et al. 2013), et 31.4% a Annaba (Nedjai et al. 2012). par conte elle est trés élevée
par apport a celle observée (9%) chez les souches isolées de |'environnement hospitalier
(Touati et al., 2010 ; Zenati et al., 2017).En Algérie, des souches de K. pneumoniae etd'E.
cloacae productrices de B-lactamases de type CTX M-15 et CTXM-3 ont été déja décrites sur
des prélevements de surfaces (Touati et al., 2007 ; Zenati et al., 2017) de |’ environnement

hospitalier.

Le profil de sensibilité aux antibiotiques des 52 souches identifiées montre la
résistance a la plupart des B-lactamines testées. Un total de 20/62 souches sont résistantes aux
carbapénemes, antibiotique de premier choix dans le traitement des infections sévéres a
bactéries productrice de BLSE ou multi-résistantes. La résistance éevée aux
carbapenemeschez les souches A. baumannii rapporté dans cette étude concorde avec celle
rapporté par Zenati et collaborateurs en 2016 par la production de carbapénémase de classe D
(OXA-23) et delaclassB (NDM-1).

La résistance aux C3G observée peut étre expliquée par la surexpression de la
céphalosporinase chromosomique constitutive due a I'insertion de la séquence Isabal en
amont du gene blasAmpC (Bertrou et al., 2000). La résistance acquise aux carbapenemes
(imipenéme) chez P. aeruginosane s exprime que s la perte de la porine OprD2 est
accompagnée d’une hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique (Philoppon et
al., 2006). Un résultat similaire a été rapporté en Algérie par Bouguenoun et al., (2016) pour
des souches de P. aeruginosa d'origine clinique et environnementale. La perte de porines
OmpK35 et OmpK36 chez les souches de K. pneumoniae productrices de BLSE leurs
conferent une résistance a la céfoxitineet une sensibilité réduite aux carbapénémes, en

particulier al'ertapéneme (M artinez-M artinez, 2008).

Chez les entérobactéries, I'OXA-48 a émergé en Turquie a partir d’une souche de K.
pneumoniae(Canton et al., 2012) et diffusé dans d autres pays du pourtour méditerranéen
notamment en d’ Afrique (Liban, Tunisie, Egypte) (Matar et al., 2010 ; Lahlaoui et al., 2012
; Mocquet et al., 2011). En Algérie, deux études ont rapporté des souches de K.
pneumoniaeproductrices d OXA-48 (Aggoune et al., 2014) et des souches d’'E. coli (Agabou
et al., 2014).
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Ainsi, des résistances croisées sont observées avec les aminosides et fluoroquinolones.
Toutefois ces BGNs restent sensible a la colistine. Récemment, en Yamen, des souches
productrice de BLSE et résistantes aux b-lactamines présentent également une co-résistance
aux aminosides et quinolones d'origines clinique (Gharout-Sait et al., 2014 ; Yanat et al.,
2016) et environnemental(Zenati et al., 2017). Le taux de résistance aux aminosides
(Tobramycine) est tres élevé pour les souches d’A. baumannii, P. aeruginosa et K.
pneumoniae. Cette résistance peut étre lié a la production d’enzyme qui sont de type

acétylase, adénylase et phospho-transférase (Courvalin et al., 2006).

Malgré les effets secondaires, notamment néphro et neurotoxique, la colistine est
utilisée avec succes dans le traitement de bactériémies a A. baumannii et P. aeruginosa Multi-
résistantes en association avec d'autre familles d’ antibiotiques (Saidani et al., 2006).les
résultats de cette éude montre une sensibilité de toutes les souches étudiées a la
colistinel00%. Larésistance ala colistine chez les souches d’A. baummanniia été détectée
pour la premiere fois en Algérie au CHU Béni-Messous d’'Alger (Bakour et al., 2014).
Récemment la résistance plasmidigue par le géne mcr-1 a été rapportée par Yanat et al., en
(2016) chez des souches cliniques d'E.coli.

Ces résultats confirment la capacité des souches hospitaiéres a résister aux
antibiotiques utilisés en thérapeutique. L'ampleur des infections nosocomiaes est liée a la
capacité des souches bactériennes a survivre plus ou moins longtemps dans I’ environnement
hospitalier (surfaces, paillasses, sol, murs, tables d’ opération, air, matériel médical, tissus,
etc...). En effet, les souches résistantes ont une grande capacité d’ adaptation aux conditions
environnementales et |’ utilisation d’ un produit biocide a des doses sub-létales constitue un des
facteurs favorisant I’ émergence de souches résistantes (Cr epy, 2005).

L’ émergence croissante des bactéries productrices de BLSE et de carbapénemaseest
liée a I'utilisation des antibiotiques a large spectre. Leur implication dans les infections
nosocomiales et communautaires nécessite une vigilance clinique, microbiologique et
thérapeutique vu leur profil de résistance particulier aux antibiotiques. Les techniques de
laboratoire de bactériologie permettent de détecter en routine la présence de BLSE. Par
contre, la détection des carbapénémases reste peut méconnaissable des praticiens et difficile a
détecter.

-
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La prévention reste le seul moyen pour limiter le risque d’infections et repose sur la
maitrise des regles d' hygiene et d’ asepsie. L’ utilisation des bonne méthodes de désinfections
et du nettoyage des surfaces et des matériaux médicaux contribue a la diminution de la
population des bactéries multi-résistantes (Mounier et al., 2009).Pour cela, |I'émergence de
ces souches permet de rappeler qu'il est évidemment nécessaire d’ étre attentif aux divers

types de souches qui circulent dans nos hopitaux.

Des mesures d’ hygiene strictes restent indispensables au sein des services pour limiter
la diffusion de ces souches multi-résistantes, on note : L’hygiéne des mans et de
I’environnement hospitalier (surface, air, eau,...)., tenue de protection, port de gants, gestion
du matériel et des surfaces souillées, circuit du linge, des déchets et des prélevements
biologiques, 1a détection précoce des porteurs lors de leur admission dans les unités de soin
intensif a I’hopital et le renforcement des mesures d’ hygiéne autour des patients porteurs
(application des précautions contact),...)et surtout la sensibilisation du personnel soignant et

des agents d'entretien concernant le risque de ces BMR souvent sous-estimeé.

.
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Conclusion

ctuellement, et apres plusieurs études faites sur |’ environnement hospitaier,

on assiste a I’émergence des bactéries Gram négatifs multi-résistantes. Leurs

disseminations dépendent d'une part des réservoirs, dautre part de la
transmission des germes. Les différents réservoirs potentiels de ces bactéries sont les patients
eux méme, le personnel soignant, le matériels médical, et I’ environnement.

Ce travail a porté sur I'isolement, I’identification, |’étude de la sensibilité aux
antibiotiques des souches de bacilles Gram négatifs (BGN) dont I’ objectif est de définir le
profil de résistance aux carbapénemes etaux C3Gces souches isolées en réanimation dans la
Clinique S Bihi Tassadit de Tizi-Ouzou et I'EPH Mila, Algérie.

La majorité des souches dentérobactéries productrices de BLSE présentent des
niveaux de résistance élevés vis-a-vis de la plupart des B-lactamines testés a l'exception de
I’imipenéme qui reste actif sur la plupart des souches étudiées. En revanche, une co-résistance
fréguentes a é&é remarqué vis-a vis des aminosides et fluoroguinolones.Ces résultats
confirment que I’ environnement hospitalier dans le service de réanimation est fréquemment
contaminé par des BMR malgré les mesures d'hygiene renforcé.

Un nombre considérable des souches d entérobactéries productrices de carbapénimases
présentent des niveaux de résistance élevés vis-avis des carbapénémes utilisés(IMP, MERO,
ERTP) dont 2souches revélées par test CIM sont résistantes au
Meropéneme(A.baumannii,K.pneumoniae et Enterobacter) ainsi que 2 autres souches
productrices de carbapénémases probablement de type OXA-48 révélées par |’ antibiogramme

alatimocilline (A.baumannii,K.pneumoniae,Enterobacter).

Au vu de I’ensemble des résultats obtenus au cours de cette éude, nous souhaitons
donc avoir la possibilité de poursuivre nos travaux fondamentaux, dans le cadre d’ une équipe
de recherche de I'université ou de I'hopital ; afin de contribuer a une meilleure
compréhension des phénomenes de résistance bactérienne aux antibiotiques, et de parvenir a

une maitrise plus efficace des conséquences.

Pour conclure, la diffusion de souches multi-résistantes, d’ entérobactéries productrices
de B-lactamases a spectre étendu (BLSE) et de carbapéneémases dans nos hopitaux constitue
une menace de santé publique, réduisant de maniere importante les alternatives thérapeutiques

pour le traitement des infections séveéres.

%
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Les résultats de notre étude restent préliminaires et méritent d’ étre compléter par :

> L'utilisation d'autre technique phénotypique pour la détermination des mécanismes
incriminées dans la résistance aux carbapénemes (CARBA NP test, test a EDTA, test
Acide boronique) et de larésistance aux C3G (test de synergie ala cloxacilline).

» Ladéermination de I'efficacité des produits utilisés dans la désinfection des surfaces
et des locaux.

» Capacité des souches a persister dans I'environnement hospitalier.

» L’ éude moléculaire pour déterminer les mécanismes impliqués dans la résistance aux

antibiotiques et autres agents antibactériens.

.
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Annexe |

Composition des milieu de culture (g/l d’eau distillée)
(Minor et Richard, 1993)

Gélose Mac conckey
L S 010 =0 (o o= = O (o
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L I 0 (01 PPN 1 0 0|
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o Sulfate de MagNESIUM. .. ...t et e e e e e e e e e e 0,20g
e Bleudebromothymol.............coiiiii i 0,80g
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Réactif de Kovac
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Annexell

Tableau I: Aspect des colonies sur milieu Chromagar

Espece Couleur descolonies
K. pneumoniae Colonies bleu vert a bleues ou sans auréole
violette
Enterobacter Sp Colonies bleu vert a bleues ou sans auréole
violette
A. baumannii Colonies muqueuses Blanche opaque
P. aeruginosa Colonies muqueuses Blanche Brunatre
E. coli Colonies de taille moyenne a grande, rose
foncé aroses, transparentes, avec ou sans
auréole dans le milieu environnant
Proteus Colonies de taille moyenne, pales a beiges,
cernées d’ une auréole ambre a marron




Annexelll

Tableau 11: Résultats d identification des souches par galerie biochimique classique.

souches TSI Citrate de Clart et Bouillon Eau Urease Croma Groupe Especes
Simon Lubs Nitraté Péptonée Agar
Gaz RM
M-Réa01 (CTX) + ¥ Positif - Positif Positif Positf Bleu KES K. oxytoca
ST-Réa 05 (CTX) + Positif + Négatif Positif Négatif JAUNE PSEUDO Pseudomonas
SC03 (CTX) + Positif + Négatif Positif Positif Bleu KES K oxytoca
A (CTX) + Positif + Positif Positif Positif Bleu KES K oxytoca
B (CTX) + Négatif + Négatif Positif Positif Bleu KES K oxytoca
01 A (CTX) + Négatif - Négatif Positif Positif Bleu KES K oxytoca
01 B (CTX) + Négatif + Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumonie
05 (CTX) + Négatif + Négatif Négatif Positif Bleu KES K pneumonie
07 (CTX) + Positif + Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
08 A (CTX) + Positif + Positif Positif Positif Bleu KES K oxytoca
08 B (CTX) + Négatif + Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumonie
08 C (CTX) - Négatif Positif Positif Positif Blanche Acinito A. baumanii
10 A (CTX) + Positif + Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
10B (CTX) + Positif - Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
11 A (CTX) + Négatif + Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
11 B (CTX) + Négatif + Positif Positif Positif Bleu KES K oxytoca
13 A (CTX) + Positif + Positif Positif Positif Bleu KES K oxytoca
13 B (CTX) + Positif + Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniea
13 C(CTX) + Positif - Négatif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
15A (CTX) + + Positif + Négatif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
22 (CTX) + Négatif + Négatif Positif Négatif Rose / E cali
26 A (CTX) + Positif + Négatif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
26 B (CTX) + Positif + Négatif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
27 (CTX) + Négatif - Négatif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
32 A (CTX) + Négatif + Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
32B (CTX) + Négatif + Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
36 (CTX) + Négatif + Positif Positif Positif Bleu KES K oxytoca
37 (CTX) + Négatif - Positif Positif Positif Bleu KES K oxytoca
44 (CTX) + Positif + Positif Positif Positif Bleu KES K oxytoca
52 A (CTX) + Positif + Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumonie
52 B (CTX) + Négatif + Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumonie
A-Réa 03 - Négatif + Positif Négatif Négatif BLEU KES Enterobacter sp
(MERO)
A-Réa04 A - Positif - Négatif Négatif Positif BLEU KES K pneumoniae
(MERO)
A-Réa04 B - Positif + Négatif Négatif Négatif bleu KES Enterobacter sp
(MERO)
A-Réa 05 - Positif Négatif Négatif Négatif blanche acinito A. baumanii
(MERO)
A-Réa 10 - Positif + Positif Négatif Négatif blanche acinito A. baumanii
(MERO)
S-Réa 03 + + Positif + Positif Négatif Négatif blanche acinito A. baumanii

(MERO)




S-Réa 07 Positif Positif Négatif Négatif blanche acinito A. baumannii
(MERO)
02 (MERO) Négatif Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
05 A (MERO) Positif Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
06 (MERO) Positif Négatif Négatif Positif BLEU KES K pneumoniae
07 (MERO) Positif Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
08 (MERO) Négatif Négatif Positif Positif BLEU KES K. oxytoca
10 (MERO) Positif Négatif Négatif Négatif BLEU KES Enterobacter sp
11 (MERO) Négatif Positif Négatif Négatif BLEU KES Enterobacter sp
11 B (MERO) Positif Positif Négatif Positif bleu KES K pneumoniae
14 (MERO) Positif Positif Négatif Négatif BLANCHE | ACINITO A. baumannii
19 (MERO) Positif Positif Négatif Positif Bleu KES K pneumoniae
23 (MERO) Positif Positif Négatif Négatif blanche Acinito A. baumannii
24 (MERO) Positif Positif Négatif Négatif blanche Acinito A. baumannii
43 (MERO) Positif Négatif Positif Positif Bleu KES K oxytoca
52 (MERO) Positif Positif Négatif Négatif BLEU KES Enterobacter sp




AnnexelV : tableau |1l : Résultat d antibiogramme

Codes Souches AUG FOX CTX FEP ATM CAZ BLSE TOB K Cs CIP
M-Réa 01 K. oxytoca I(R) 24(S) | 13(R) 24(R) 23(S) 19(R) | Positif 11(R) | 17(S) | 18(9) | 27 (S
(CTX)
ST-Réa 05 Pseudomonas R R 22(S) 34(S) 32(5) 24.(S) | Neégetif | 29(S) | 16(1) | 21(S) | 42(9
(CTX)

SC 03 (CTX) K oxytoca R R 17(R) 28(S) 26(S) 25(S) | Neégatif | 23(S) | 14R) | 17(S) | 33(9
B (CTX) K oxytoca R R 14(R) 24(R) 20/R 18(R) | Positif IR) | 18(9 | 15(8) | 17(R)
A (CTX) K oxytoca R 25(S) | 15(R) 25(1) 24(1) 19(R) | Positif 11R) | 16(1) | 17(S) | 22(R)

01 A (CTX) K oxytoca R 22(5) | 11(R) 24(R) 22(1) 18(R) Positif 10(R) | 15(1) | 16(S) | 20(R)

01 B (CTX) K R 23(R) | 11(R) 25(1) 22(R) 18(R) Positif 9(R) | 13(R) | 16(S) | 19(R)
pneumoniae

05 (CTX) K IR) 23(R) | 12(R) 23(R) 21(R) 19(R) | Négatif | 14(R) | 13(R) | 15(S) | 19(R)
pneumoniae

07 (CTX) K R 25(5) | 14(R) 25(1) 23(1) 20 (1) | Négetif | 10(R) | 14R) | 16(S) | 20(R)
pneumoniae

08 A (CTX) K oxytoca 10(R) 27(S) | 15(R) 26(1) 25(1) 20(1) Positif 12(R) | 15(1) | 17(S) | 25(1)

08B (CTX) K 10(R) 25(R) | 10(R) 22(R) 25(1) 20 (1) Positif 11(R) | 16(1) | 18(S) | 23(R)
pneumoniae

08 C (CTX) Acinitobacter 10(R) R R 17(R) IR) 8(R) | Négatif | 14() | 17(9 | 199 | 22(9

10 A (CTX) K I(R) 22(S) | 12(R) 21(R) 20(R) 17 (R) | Négatif I(R) 18(S) | 20(8) | 17(R)
pneumoniae

10B (CTX) K 8(R) 25(8) | 14(R) 28(S) 22(1) 17(R) | Positif 10R) | 199 | 219 | 20(R)
pneumoniae

11 A (CTX) K R 25(85) | 12(R) 26(S) 22(1) 14 (R) | Négatif I(R) 20(S) | 22(S) | 19(R)
pneumoniae

11B (CTX) K oxytoca IR) 25(S) | 19(1) 25(1) 21(1) 20(1) Positif IR) 21(S) | 23(9 | 20(R)

13 A (CTX) K oxytoca I(R) 22/S 8(R) 15(R) 15(R) | 11(R) | Positif I(R) 22(S) | 249 | 20(R)

13B (CTX) K 8(R) 200 | 14(R) 20(R) 20(R) 17(R) Positif IAR) | 23(9 | 25(S) | 20(R)
pneumoniea

13 C (CTX) K R 7(R) IR) 24(1) 25(1) 10(R) | Négatif | 10(R) | 24(S) | 26(S) | 25(1)
pneumoniae

15A (CTX) K R 23(5) | 12(R) 25(1) 23(1) 13(R) Positif 10(R) | 26(S) | 28(S) | 20(R)
pneumoniae

22 (CTX) E coli 35(S) 29(S) | 25(9) 27(S) R R Négatif | 30(S) | 27(S) | 29(S) | 24(1)

26 A (CTX) K I(R) 22(5) | 11(R) 23(R) 2(R) 15(R) | Positif R | 28(S) | 30(S | 15(R)
pneumoniae

26 B (CTX) K I(R) 24(S) | 13(R) 20(R) 21 (1) 15(R) | Positif 8(R) | 29(5 | 31(S) | 20(R)
pneumoniae

27 (CTX) K IR) 24(R) | 11(R) 19(R) 20(R) 15(R) Positif 10(R) | 30(S) | 32(9 | 21(R)
pneumoniae

32 A (CTX) K R 23(R) | 12(R) 23(R) 23 (1) 17(R) Positif 11(R) | 31(S) | 33(9 | 20(R)

pneumoniae
32B (CTX) K R 25(S) | 13(R) 26(S) 25(1) 20(1) Positif 11(R) | 32(S) | 349 | 23(R)
pneumoniae
36 (CTX) K oxytoca R 22(S) | 13(R) 25(1) 22(1) 17(R) Positif 11(R) | 33(S) | 35(9 | 22(R)
37 (CTX) K oxytoca 9(R) 22(S) | 13(R) 20(R) 20(R) 18(R) Positif IR) 34(S) | 36(S) | 20(R)
44KP (CTX) K oxytoca R 20(S) | 10(R) 22(R) 22 (1) 12(R) Positif 10(R) | 37(S) | 39(S) | 19(R)
52 B (CTX) K pneumonie R 24(5) | 13(R) 25(1) 23(1) 19 Positif 11(R) | 38(S) | 409 | 21(R)
(R)
52 A (CTX) K pneumonie R 23(R) | 11(R) 23(R) 22(1) 17(R) Positif 11(R) | 39(S) | 4L(S) | 20(R)




Codes Souches AUG | FOX | CTX FEP | ATM | CAZ BLSE TOB K Cs CIP MRP IMI
A-Réa 03 | Enterobacter | 9(R) R 21(S) | 21(R) | 21(1) 20(1) Négatif 12(R) | 19(S) | 20(S) | 25(1) | 24(S) | 25(9)
(MERO)

A-Réa 04 K 18(S) R 20(S) | 28(5) | 23(1) | 18(R) Négatif 25(S) | 18(S) | 20(S) | 30(S) | 18(1) | 15(R)
A pneumoniae

(MERO)

A-Réa 04 | Enterobacter 22 R 24(S) | 35(S) | 30(S) [ 26(9) Négatif 26(S) | 20(S) | 18(S) [ 33(9) | 22(5) | 18(l)
B ©)

(MERO)

A-Réa 05 | Acinitobacter | (R) R 22(1) | 40(5) | 40(S) | 24(9) Négatif 16(R) | 22(S) | 22(S) | 30(9) | 14(R) | 18(l)
(MERO)

A-Réa 10 | Acinitobacter | 22 R 35(S) | 40(S) | 40(S) | 30(S) Négatif 30(S) | 36(S) | 21(S) | 42(S) | 15(1) | 16(R)
(MERO) (S

S-Réa 03 | Acinitobacter R R 15(1) | 20(S) | 30(5) | 10(R) Positif 21(S) | 25(5) | 40(S) | 21(S) R R
(MERO)

S-Réa 07 | Acinitobacter R R 10(R) | 20(S) | 18(R) | 9(R) Négetif 24(S) | 26(S) | 18(S) | 25(5) | 18(1) | 1KR)
(MERO)

02 K R 21S 8(R) 16(R) | 18(R) | O8(R) Négatif IR) | 14R) | 13(S) | 17(R) | 24(S) | 17(1)
(MERQO) | pneumoniae

05A K I(R) 24/s | 15(R) | 20(R) | 21(l) | 15(R) Positif I(R) 17(S) | 17(S) | 20(R) | 28(S) | 12(R)
(MERO) | pneumoniae

06 K 13R R 16(R) | 3L(S) | 26(S) | 20(1) Négatif 30(S) | 33(S) | 19(S) | 40(S) | 15(R) R
(MERO) | pneumoniae

07 K 9R) | 23(9 | 10(R) | 15(R) | 16(R) | 12(R) Positif I(R) 15(1) | 16(S) | 21(R) | 28(S) | 12(R)
(MERQO) | pneumoniae

08 K oxytoca R 20(S) R R 12(R) R Négatif R 0R) | 199 | 17(R) | 22(9) | 12(R)
(MERO)

10 Enterobacter R R R R 8/R R Négatif 10(R) | 10(R) | 17(S) R 9 (R) R
(MERO)

11 Enterobacter | 8(R) | 20(S) 8(R) IR) | 19(R) | 11(R) Négatif IR) 12/R | 13(S5) | 18(R) | 23(S) | 15(R)
(MERO)

11B K R R R R 8/R R Négatif 10R) | 12/R | 16(S) | 20(R) | 12(R) | 9(R)
(MERO) | pneumoniae

14 Acinitobacter R R 20(S) | 27(s) | 20() | 22(9 Négatif 28(S) | 28/S | 16(S) | 32(5 | 19R) | 8(R)
(MERO)

19 K R R R R 8/R R Négetif I(R) 7(R) 15(S) R R R
(MERO) | pneumoniae

23 Acinitobacter | 12(R) R R 25(5) | 13/R | 11(R) Négatif 28(S) | 29/S | 9S) 24(8) | 11(R) | 17(1)
(MERO)

24 K R R 18(1) | 30(S) | 30/S | 27/S Négetif 23(S) | 12(R) | 19(S) | 33(9) | 29(9) R
(MERQO) | pneumoniae

43 K oxytoca R 24(S) | 1K(R) | 23(R) | 22(1) | 18(R) Négatif IR) | 1I3(R) | 16(S) | 17(R) | 29(S) | O8(R)
(MERO)

52 Enterobacter R R R R R R Négetif I(R) 8(R) 15(S) R R R
(MERO)

Annexe |V : tableau |11 : Résultat d’ antibiogramme(suite)




Résume:

Objectif : Caractérisation de la multirésistance aux antibiotiques chez les bacilles a Gram
négatif isolés dans I’environnement hospitaier des deux réanimations (EPH Mila, clinique
s bihi tassadit Tizi-ouzou).

Méthodes: Un total de 104 prélevements a été effectué a partir de différentes surface
d environnement hospitalier durent une période de 4 mois (du mois de février au mois de mai
2018). L’isolement a été fait sur une gélose de Mac Conkey additionnée de méropéneme a
raison de 0,5 pg/ml pour la sélection des bacilles & Gram négatif résistants aux carbapénémes
additionné de 32ug/ml de voncomycine pour I’ élimination des gram positif, sur gélose Mac
Conkey additionnée de 4 pg/ml de céfotaxime pour la sélection des BGN résistants aux
céphal osporines de 3°™ génération. Les souches isolées ont fait I’ objet d’ une identification
conventionnelle. La caractérisation de la sensibilité vis-a-vis des B-lactamines et d’autres
familles d antibiotiques a été réalisée par antibiogramme standard sur gélose MH et les
phénotypes de résistance aux [-lactamines ont été étudiés par test de synergie, test CIM et

sensibilité alatimocilline.

Résultat : 52 souches de bacilles & Gram négatif ont été identifiées dont 31 entérobactéries
isolées sur milieu au CTX et 21 BGN (Entérobactéries, Pseudomonas et A. baumannii)
isolées sur milieu au méropéneme. L’ étude de la sensibilité aux antibiotiques a montré que
ces souches sont multirésistantes mais toutes ces souches restent sensibles ala colistine. Le
test de synergie a été positif pour 25 souches indiquant la production probable d'une BLSE

par contre deux souches seulement été considérées comme productrices d’ une carbapénemase.

Conclusion : Les résultats rapportés montrent que I’ environnement hospitalier est contaminé
par les BGN multirésistantes et présentent de ce faite un danger de santé publique une fois

retrouvés dans |'environnement naturel.

Mots clés: Environnement hospitalier, Bacilles a Gram négatif, BLSE, Carbapénémase,

Multirésistance aux antibiotiques.



Abstract:

Objective: Characterization of multiresistance to antibiotics, Gram-negative bacilli isolated
from hospital environnement from two reanimatiin service réanimations (EPH Mila, clinique
‘s'hihi tassadit’ tizi-ouzou).

Methodology: atotal of 104 samples taken from different hospital areas during a four-month
period (from February to May 2018). Isolation was done on Mac Conkey agar supplemented
with meropenem at 0.5 ug / ml for selection of carbapenem-resistant Gram-negative bacilli
and vancomycin at 32 pg / ml for elimination of Gram-positive, The search for gram-negative
gram-resistant third-generation cephalosporins was carried out on Mac Conkey agar
supplemented with 4 pg / ml of cefotaxime and 32 pg / ml of vancomycin..The isolated strains
have been the subject of a conventional identification.The characterization of the sensitivity
for B-lactamines and other familly of antibiotics was realized by standard antibiogram on MH
agar and the resistance phenotypes at p-lactamines have been studied by D-D test, CIM test
and sensitivity for temocilline.

Resultat: A total of 52 strains of Gram-negative bacilli were identified, whose 31
Enterobacteriaceae isolated on medium with CTX and 21 Gram-nagative bacilli (
Enterobacter, Pseudomonas, A. baumannii) isolated on medium with MERO. The study of
the sensitivity of antibiotics showed that these strains are multiresistantes but all this strains
are sensitive to colistine. The D-D test was positive for 25 strains indicating a probable

production of BLSE however two strains only is considered as a producer of carbapénémases.

Keywords: Multiresistance for Antibiotics, Hospital environnement, Gram negative bacilli,
BLSE, carbapenemases. Multiresistance for Antibiotics.
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