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I ntroduction

La découverte fortuite de la pénicilline par e biologiste britannique Alexander Fleming
en 1928 est un événement marquant dans I’ histoire de la médecine. Au cours des vingt
dernieres anneées, peu de nouveaux antibiotiques ont été commercialisés. Dans les hdpitaux
plusieurs bactéries ont évalue et ont développée une résistance aux antibiotiques (Sandra et
al., 2016).

Cette résistance aux antibiotiques découle de la découverte méme des antibiotiques
comme celle de la pénicilline G en 1940.Ma heureusement, |a prescription de cet antibiotique
a montre ses limites avec des échecs de traitement donc la résistance clinique, associe a
I’isolement de souches des staphylococcus aureus résistant a la pénicilline dés 1943 (Pascal
et Michel., 2012). L’introduction d antibiotique de pénécilline M (méthicilline, oxacilline) en
1959 a été la facon de la sélection de souche de S. aureus résistant a la méticilline (SARM)
dés 1961(Lina et Cattoir., 2014). Cette phénomeéne n’alait plus de s arréter depuis 50 ans,
illustrant |’ extraordinaire du monde microbien, tout en plan génétique avec particulier
mutation des genes, le transfert des genes plus récemment les mobilisations des génes

chromosomiques, que biochimique (imperméabilité....) (Philippon, 2008).

La résistance bactérienne aux |’ antibiotiques augmentent de fagon réguliere que se
soit en milieu communautaire ou hospitaliére et constituer un véritable probleme pour la santé
publique. Les infections nosocomiales(IN) demeurent une cause majeure de morbidité et
mortalité particulierement pour les patients admis en réanimation et en unités des soins
intensifs. L’IN est associé en général a la présence des bactéries multi-résistances (BMR)
(Cohren et Raymond., 2012).

Une enquéte nationale de prévalence de 1996,2001 et 2006 en France souligne la
place des BMR dansles IN et I’importance des entérobactéries productrices de beta lactamase
a spectre étendu (EBLSE) et SARM parmi les bactéries responsables d'IN (Vincet, 2011).

Les SARM et les EBLSE sont les plus préoccupants compte tenu de leur pouvoir

pathogene, de leur diffusion au sein des hopitaux et de leur potentiel de diffusion dans la




communauté. De plus, certaines BMR (SARM, E. coli et K. pneumoniae BLSE) peuvent
coloniser longtemps le patient aprés sa sortie de |I'hdpital, ce qui peut contribuer a leur
dissémination au sein de la population générale (Isabelleet al., 2012).

Dans ce contexte, notre travaille a éé entrepris dans le but de :

Identifier les bactéries impliquées dans les infections nosocomiales et étudier le profil de
résistances de ces souches isolées de divers prélevements au niveau d établissement
hospitalier HARROUCH.

Pour cela nous avons adoptée |la méthodol ogie suivante :

Isolement et identification des souches a partir de différents prélévements (urinaires, pus,

Etude de la résistance de ces souches visavis de quelques antibiotiques
(céfoxitine, gentamicine, aztreonam, ....... )
Recherche des souches productrices de f-lactamases a spectre etendu (BLSE).

Recherche de larésistance inductible ala clindamycine.
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Synthese bibliographique

|. Lesinfections nosocomiales
1. Définition

C’ est une infection acquise en milieu hospitalier et n’est ni en incubation, ni présente a
I’admission du malade. Le délai entre |’admission et le début de I’ infection doit, donc étre
de 48 a 72 heures. (Dachy et Battisti.,, 2014). Les infections nosocomiaes (IN)
représentent la complication la plus fréguente affectant les patients hospitalisés. Elles sont
localisées essentiellement au niveau du tractus urinaire, des plaies opératoires, des voies
respiratoires inférieures, du sang (septicémies) et du systeme digestif. (Verjins et al.,
2009).

2. Epidémiologie

Les infections nosocomiales sont connues dans le monde entier et touchent aussi
bien les pays développés que les pays pauvres en ressources. Les infections contractées en
milieu médical figurent parmi les causes majeures de déces et de morbidité accrue parmi
les patients (Ducel et al., 2009).

Une enquéte de prévalence réalisée pour I'OMS dans 55 hopitaux de 14 pays
représentant quatre Régions (Europe, Méditerranée orientale, Asie du Sud-est et Pacifique
occidental) a montré qu’ en moyenne, 8,7 % des patients hospitalisés étaient touches par
une infection nosocomiale. A tout moment, plus de 1,4 million de personnes dans le
monde souffrent de complications infectieuses s acquises a I’hopital. Les fréquences
maximales ont été rapportées dans les hopitaux des régions de la Méditerranée orientale et
del’Asie du Sud-est (11,8% et 10,0% respectivement), et la prévalence atteignait 7,7 % en
Europe et 9,0 % dans e Pacifique occidental (Ducel et al., 2009)..

Les infections nosocomiales les plus fréquentes sont |es infections du site opératoire,
les infections urinaires et les infections respiratoires basses. En plus d enquéte d OMS
d autres études montrées que le taux d'IN sont élevés dans les unités des soins intensifs et
dans les services de chirurgie d’ urgence et d’ orthopédie et aussi parmi les patients rendus

vulnérables par I’ &ge, une mal adie sous-jacente ou une chimiothérapie (Ducel et al., 2009).

.



Synthese bibliographique

Un minimum de 190 millions de personnes sont hospitalisées chague année dans le
monde et 9 millions d'entre elles acquierent au moins un épisode d’infection associe aux
soins. La prévalence des infections nosocomiales dépend du niveau de développement du
systeme de santé. Ainsi en France et aux Etats-Unis, la prévalence d’'IN est estimée entre 6
et 7% et entre 3 et 5% respectivement. En Afrique, cette prévalence atteint 25% des
patients hospitalisées, au Cameron, une étude isolée menée en 2010 a déclaré cette
prévalence a 20,74% (Nouetchognou et al., 2016).

Une enquéte national de prévalence en 2006 au France, montre que 30 % des IN sont
des infections urinaires et que 15 % sont des pneumopathies, 14% sont des infections
associes aux soins. Les principaux microorganismes responsables d’'IN étaient 25%
Escherichia coli 19% Saphylococcus aureus, dont 52% sont des Saphylococcus aureus
résistant alaméthicilline et 10% dont 25% résistant a la céftazidime pour les Pseudomonas
aeuroginosa. (Thiolet et al., 2007).

II. Lesagentsbactériensresponsablesaux infections nosocomiales
Parmi |es agents pathogeénes impliqués dans les IN, les bactéries représentant 87% des
différents pathogenes isolés. Les bactéries les plus frequemment isolés sont (Pozzetto et
Etienne., 2009) :

1. Escherichiacoli

Cest I’espece type d Escherichia qui appartient de la famille Enterobacteriacae.
Concernant |'habitat, on trouve E.coli dans le tube digestif de I’homme et peut étre
responsable d’un nombre varie de pathologie tels que la diarrhée, suppuration, infection

urinaire et génital, méningite.

2. Enterobacter sp (E.cloacae, E.aeurogines.)

Elles sont des especes qui font partie de la famille enterobacteriacae. Ces bactéries se
rencontrent souvent dans le tube digestif de |I"’humain. Ils sont transmit par un contact
indirect (manuportage). lls peuvent causer de nombreux type d’'infection y compris la

suppuration, bactériémie et I’ infection urinaire.

.
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3. Klebseilla pneumoniae
Entérobactérie qui appartient du genre Klebseilla. Elle se trouve dans le tube digestif
de I'humain et elle transmet par contact indirect (manuportage). K.pneumoniae est un

germe responsable d’infection divers : bactériémie, pneumopathie et infection urinaire.

4. Staphylocoque (S.aureus, Staphylocoque a coagulase négative)
Ces bactéries sont rencontre dans la peau et les muqueuses. Ils sont responsables
dinfections varies, fréeguemment nosocomiales dans les cas d'infection de la peau,

infections urinaires, infections sur cathéter ou prothése, septicémie et bactériémie.

5. Pseudomonas aeruginosa

Ce sont des bacilles souvent mutirésistants aux antibiotiques. Ces bactéries localisées
dans le tube digestif de I'humain et se transmettent par le contact indirect. Ils sont
responsables de plusieurs infections y, compris les infections urinaires, les infections de la

peau et des parties molles et 1a bactériémie.

6. Proteussp
C'est une entérobactérie se trouve dans le tube digestif de I'humain et elle cause

d’'infection urinaire et bactériémie.

7. Enterococcus sp
Ces genres de germes sont responsables d'infection urinaire, bactériémie et

suppuration.ils ont localise dans e tube digestif de |’ homme.

8. Streptococcus pneumoniae ou pneumocoque

Elles ont localisés dans les voies aériennes supérieurs et sont transmet par des
gouttelettes.ils sont responsables de plusieurs infections y compris la pneumonie,
bronchite, infection ORL et pneumopathie.

-
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[Il1. Larésistanceaux antibiotiques

Un micro-organisme est considéré «résistant» lorsque sa concentration minimale
inhibitrice (CMI) est plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des
autres souches de la méme espéce. En fait, une souche est dite «résistante» lorsgue la
concentration d antibiotique gqu’'elle est capable de supporter est plus élevée que la
concentration que |’ on peut atteindre in vivo alasuite d’ un traitement (Car le, 2009).

Il existe deux types de résistance :

La résistance naturelle est un phénomene connu, constant, transmissible a la
descendance au cours des divisions successives, définie par le spectre d’ activité dans le
cas des glycopeptides et bacilles a Gram négative. Certaines especes présentent une
résistance naturelle ou intrinseque a un ou plusieurs antibiotiques. Dans ce cas, la
résistance a un antibiotique donné concerne toutes les souches d’ une méme espéece ou d’un

méme genre bactérien (Gazenge et Orecchioni, 2013).

La résistance acquise survient lorsque quelques souches d'une méme espéce
normalement sensibles aux antibiotiques, deviennent résistantes. Elle peut étre d origine
chromosomique ou plasmidique. Dans le premier cas, ce sont des mutations spontanees
assez rares (Clos, 2012). Ils peuvent également faire intervenir des éléments genétiques

mobiles qui vont s'insérer dans |’ ADN (Jolivet- Gougeon, 2011).

Sur le plan génétique, la résistance peut étre acquise par deux voies totalement
distinctes. Soit des mutations dans le genome, on parlera alors de transmission verticale a
la descendance, soit I’acquisition d’information génétique étrangere, en provenance
d autres bactéries, par transfert horizontal (Courvalin, 2008). La diffusion des
mécanismes de résistance par les déments génétiques mobiles capables d’ étre échangés
entre de nombreux genres bactériens joue un réle déterminant dans le développement de la
résistance aux antibiotiques. Les bactéries possedent les différents supports génétiques tels

que les plasmides, lesintégrons et les transposons (Doublet et al., 2012).

Sur le plan biochimique, les bactéries ont développé quatre grands mécanismes
d acquisition de la résistance soit par la modification de la cible, ou I'inactivation
enzymatique de I'antibiotique, I'imperméabilité et I'efflux actifs des antibiotiques.
(Doublet et al., 2012).

-
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1. Larésistance desentérobactéries aux antibiotiques

Les entérobactéries sont soit naturellement sensibles aux bétalactamines (exemple:
Escherichia coli), soit elles sont naturellement résistantes (exemple: les klebsiella sont
toujours résistantes a |I’ampicilline), soit elles ont une résistance acquise Celle-ci peut étre
introduite par une mutation chromosomique (plutdt rare) ou par |’ acquisition de matériel
genétique.

De maniére générale, les entérobactéries utilisent différents mécanismes pour
développer une résistance aux antibiotiques: il peut s agir de troubles de perméabilité, de
systémes d’ efflux, ou de modification de la cible bactérienne de I’ antibiotique. Mais|e plus
fréqguemment, il Sagit d enzymes détruisant les bétalactamines (Vora et Auckenthaler,
2009).

Parmi ces enzymes, les B-lactamases a spectre élargi (BLSE) se définissent comme
des enzymes de classe A transférables, donc sensibles aux inhibiteurs enzymatiques (acide
clavulanique). Des enzymes qui hydrolysent I'ensemble des pénicillines et les
céphalosporines a |'exception des céphamycines (céfotixine) du moxalactam et des
carbapénemes. Les premiéres BLSE dérivaient des pénicillinases de type TEM ou SHV-1
par mutation ponctuelle. Plus récemment, de nouvelles BLSE non dérivées des
pénicillinases ont émerge : les céfotaximases de type CTX-M et les ceftazidimases de type
PER, GES et VEB (Philippon, 2013 ; Doit et al., 2010).

La majorité des BLSE sont le résultat de mutations genétiques de bétal actamases
naturelles, en particulier de TEM-1, TEM-2 et SHV-1. Elles sont trés actives contre les
pénicillines et moyennement actives contre les céphalosporines de premiére génération.
(Vora et Auckenthaler, 2009). Les BLSE de type TEM (Temoneira-Nom du patient).
L’ enzyme parentale TEM-1 est la premiere bétalactamase plasmidique décrite chez les
bactéries a Gram négatif en 1965. Elle était produite par une souche d'E. Coli isolée chez
une patiente en Grece. (Elhani, 2012). De nombreux dérivés de TEM-1/2 ont été décrits a

ce jour, dont plus de 100 avec un phénotype de BL SE.

Certains dérivés de TEM (environ 30) ne sont pas des BLSE mais présentent une
diminution de sensibilité aux IBL, ce sont les TRI (pour TEM résistantes aux inhibiteurs).
Les BLSE de type SHV ont été détectées parmi de nombreuses entérobactéries (notamment
K.pneumoniae) (Cattoir, 2008).

<
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2. Lareésistance de staphylococcus aureus aux antibiotiques

Les Saphylococcus aureus occupent une place importante en pathologie
nosocomiale. Ces micro-organismes présentent trés souvent une résistance multiple aux
antibiotiques.

2.1. Résistance aux Bétalactamines

Cette résistance repose sur deux grands types de mécanismes : un mécanisme de
résistance extrinseque par production d enzymes de bétalactamases qui est une enzyme
hydrolyse le cycle beta lactame des pénicillines, les rendant inactives (Mainardi et al.,
1996).

L’existence d'une pénicillinase (Le géne blaZ codant pour les pénicillinases de
staphylocoque peut étre porté soit par un transposon soit étre chromosomique) entraine une
résistance a la pénicilline G et aux peénicillines A (ampicilline, amoxicilline, etc.),aux
carboxypénicillines (ticarcilling), et aux uréidopénicillines (pipéracilline) et un autre
mécanisme de résistance intrinséque par modification des protéines de liaison a la
pénicilline (PLP) ou par acquisition de nouvelles (PLP) qui sont des proténes possedant
une activité enzymatique (transpeptidases, carboxypeptidases ou glycosyltransférases)
impliquée dans la synthése de la paroi bactérienne et possédant une affinité pour les
betalactamines (Mainardi et al., 1996).

Larésistance alaméthicilline, qui entraine une résistance a toutes les beta-lactamines,
est déterminée par la présence d’ un géne chromosomique [mecA est principalement sous la
dépendance de deux genes : les genes mecl (répresseur du gene mecA) et mecR
(antirépresseur)] qui code pour la PLP2a. Cette PLP additionnelle & moins d’ affinité pour
les bétalactamines et en particulier pour la méthicilline. Ce mécanisme est présent chez
les SARM (Quincampoix et Mainardi., 2001).

2.2. Résistance aux Macrolides, Lincosamides et Sreptogramines (ML YS)

Le mode le plus fréguent de résistances aux macrolides et aux lincosamides résulte de
la production d’une enzyme d origine plasmidique qui modifie la cible ribosomale par
méthylation d une adénine de la sous unité 23s de I’ARN ribosomique. Ces méthylases
sont codées par les génes ermdont il existe au moins 20 variants. Le support des genes erm
peut étre chromosomique ou plasmidique (Leclerqg, 2002 ; Quincompoix et Mainardi.,
2001).

-
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La résistance est croisée entre les macrolides, les lincosamides et les
streptogramines B, d’ ou son nom de MLSB, car ces antibiotiques ont des sites de fixation
communs. La résistance MLSB est dite inductible quand la méthylase est produite
seulement en présence de macrolide inducteur, ou constitutive, lorsque la production est
permanente, indépendante de I’ antibiotique. La production constitutive de méthylase induit
une résistance croisee a tous les antibiotiques de la famille, a I'exception des
streptogramines. La plupart des SARM présentent une résistance MLSB congtitutive
(Leclerq, 2002).

Une résistance par systeme d' efflux, c’est un autre mécanisme qui code par trois
genes tel que les genes msrA et msrB responsable d’un phénomene de résistance de type
MS. Le troisiéme mécanisme impliqué ' est la résistance par modification enzymatique de
la drogue, Ces enzymes qui modifient |'antibiotique lui-méme peuvent appartenir a la
classe des hydrolases le support de genes qui code pour ces enzymes est souvent
plasmidique (Quincompoix et Mainardi., 2001).

2.3. Résistance aux Glycopeptides

Les seules des modifications phénotypiques ont été retrouvées chez les souches de S.
aureus de sensibilité diminuée aux glycopeptides. Ces modifications concernent la
structure de la paroi bactérienne, apparai ssant épaissie en microscopie électronique et dont
la composition biochimique comporte de multiples anomalies sans qu’ aucune ne semble
spécifique a ces souches. Bien qu'il ait été possible in vitro de transférer les génes de
résistance a la vancomycine de souches d'entérocogues vers des souches de
Saphylococcus aureus aucune des souches cliniques de staphylocoque doré de type GISA
ne présente les genes vanA, vanB, vanCl, vanC2, vanC3 conférant la résistance aux
glycopeptides chez les entérocoques. Ainsi, la détection de larésistance au laboratoire reste
purement phénotypique, d' ou les difficultés de définition discutées plus haut (Dufour et
Fautin, 2002).

.
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Matériel e¢ méthodes

Notre éude s est déroulée durant une période de 03 mois: février a avril, ce travail

porte sur la détermination des bactéries les plus dominantes responsables d'infections

nosocomiales et |'étude des profils de résistance aux antibiotiques chez ces souches

bactériennes isolées de divers prélevements au niveau de laboratoire d' analyse médicale de
I"hopital AlYAB DARADJ de HARROUCH- willaya de SKIKDA.

Les prélévements regus au laboratoire sont accompagnés d’ une fiche de renseignement

qui comporte :

>

YV V V V V

Nom et prénom.

Age et sexe.

Service d’ hospitalisation.
Nature de prélévement.
Antibiothérapie en cours.
Date de prélévement.

|. Techniquesde Prélévement

1. Prédéevementsd’'urine

Il existe plusieurs techniques de prélévement adaptées a I'age et a I’ éat du malade,

mai s toutes doivent étre soumises aux conditions d' asepsie rigoureuse.

>

chez des malades autonomes : doit étre pratiqué de préférences sur les premieres
urines du matin ou sur des urines ayant stagné au moins 4 heures dans lavessie. Le
recueil des urines se fait selon la technique dite « du milieu de jet » (Denis, 2002),
aprés éimination du premier jet, les urines sont recueillis dans un tube stérile
(environ 10 a 20 ml), le tube est fermé hermétiquement et porté au laboratoire dans
une demi-heure, sinon il faut le placer dans de la glace (Djennane et al., 2009).
Chez les nouveaux nés et les petits enfants: un collecteur stérile spécifique est
utilisé. Ce dispositif a usage unique se pose apres désinfection soigneuse du
périnée. A la fin de la miction, le collecteur est enleve et fermé hermétiquement
(Djennaneet al., 2009).

Chez le patient porteur d’une sonde urinaire: il ne faut en aucun cas prélever
dans le sac collecteur, le recuell est effectué par ponction a I’aide d' une seringue
dans la paroi de la sonde aprés désinfection (Djennane et al., 2009).




Matériel et Méhodes

2. Prélevement de selle

Prélevement sur selles fraiches a déposer dans un récipient propre et couvert. Il doit
parvenir au laboratoire en moins de 3 heures, a température ambiante. Un dépassement de
cedélai peut entrainer des erreurs (Pebr et, 2003).
3. Prélevement sanguin

Les hémocultures doivent étre prélevées s possible, avant tout traitement. Le
prélevement doit étre aseptique pour éviter la contamination de celui-ci ou du malade, le
sang est recuellli par ponction veineuse et préevé immédiatement dans les flacons
d hémoculture, il faut se limiter en pratique a 2 ou 3 prélevements par 24 heures, réalises
au moment des pics fébriles ou des frissons. Il est recommandé d'attendre 15 & 60
minutes entre 2 préévements (Grando et Bron., 2004).
4. Prélevement de pus

Dans le cas d'un tissu ou d'une cavité abcédée le pus est récolté par ponction, Apres
désinfection, le prélevement est recueilli a I’aide d' une seringue qui sera rebouchée
hermétiquement et stérilement ou le prélevement peut étre déposé dans un pot stérile. Il
faut obtenir une quantité de liquide suffisamment importante pour réaliser les analyses
bactériologiques. Dans le cas des abces ouverts, le prélévement aors se fait al’aide d'un
écouvillon (Raoult, 2013).
5. Prélevement de liquide ascite

Apres une désinfection locale le préévement effectué a I'aide d’'une seringue et
d' une aiguille a travers la paroi abdominale. Cette ponction est réalisée par le médecin,
sans aucune anesthésie (Pebr et, 2003).
6. Prélevement du liquide pleural

La ponction pleurale consiste en I'insertion d' une aiguille dans I’ espace pleural vise a
évacuer un épanchement pleural liquidien important et/ou symptomatique. Deux types de
dispositifs sont principalement utilisés: le cathéter intraveineux ou bien I’aiguille, apres
avoir repéré le niveau, la ponction sera idéalement pratiquée 3 a 5 cm latéraement a la
colonne vertébrale. Elle doit étre effectuée en respectant strictement les régles d' asepsie et
une anesthésie local e adéquate doit étre appliquée (Pellaton et al., 2008).
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7. Préévement vaginal

Par  écouvillonnage des sécrétions de I'orifice vagina et de la volte vaginae
postérieure (Raoult, 2013).

8. Prélevement deliquide céphalo-rachidien (LCR)

Le recuell du LCR est une technique invasive qui doit étre réalisée avec une asepsie
rigoureuse. La ponction lombaire se fait al’aide d’ une aiguille et les gouttes de liquide (1
ml minimum, 3-4 ml si possible) sont recueillies dans des tubes stériles (Popovic, 2000).
Il. I solement

Les milieux utilisés et I'interprétation des résultats dépendent de la nature du
prélévement a analyser. La composition de tous ces milieux de culture utilisés dans cette
étude est donnée en annexel.

1. Etude cytobactériologique des urines (ECBU)

Apres Un examen macroscopique de I’ urine, un isolement s effectue sur des milieux
sélectifs: gélose Hektoen (ou Mac Conkey) pour les bacilles a Gram négatif (les
entérobactéries) ains une gélose Chapman pour les cocci a Gram positive (les
staphylocoques). A |’ aide d' une pipette pasteur en déposant une trés petite goutte d’ urine,
puis on ensemence une strie sur un rayon de la boite pour décharger la pipette puis, sans
recharger la pipette, on fait des stries serrées sur toute la surface de la boite de pétri.

Un autre isolement sur un milieu non-sélectif : la gélose nutritive ordinaire (GNO). Apres
dilution d’ urine au 1/100 ml dans de |’eau physiologique, on ensemence avec des stries
serrées. Les boites sont incubées a 37°C pendant 18 H a 24 H.

2. Coproculture

On ensemence a I’aide d'une anse de platine par des stries serrées une parcelle de la
partie suspecte (glaire, sang) sur :

» milieu sdlectif salmonella-Shigella (SS) et milieux Hektoen ou Mac Conkey,

directement ou apres dilution dans de I’ eau physiologique (selle solide).

» un bouillon d’enrichissement SFB (bouillon au sélénite acide de sodium) pour la

sélection de Salmonella et Shigella.
Onincube a37 °C pendant 18 H a24 H al’ éuve.
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3. Hémoculture

Inspection journaiere pour les flacons d hémoculture. Si troubles, On réalise des
repiquages, se fait en ensemencant a I’aide d’'une pipette pasteur en stries serrées une
goutte de sang prélevée ala seringue stérile, sur les milieux suivants:

» milieu non sélectifs : gélose nutritive

» Desmilieux sélectifs: Chapman, Hektoen ou Mac Conkey.

> Unmilieu riche : Gélose au sang pour |les bactéries exigeantes.
Onincubea37 °C pendant 18 H a24 H al’ étuve.
4. |solement a partir de puset a partir de préévement vaginal

Aprés un examen direct qui a une forte valeur pour le choix des milieux d’isolement.
On ensemence quelques gouttes par stries, une gélose au sang, gélose Chapman et gélose
Hektoen ou Mac Conkey, tout en réalisant un enrichissement dans un bouillon cceur
cerveau (B.H.I.B). Aprés uneincubation a 37 °C pendant 18 H a24H al’ éuve, apartir de
bouillon d’enrichissement on ensemence les mémes milieux s la culture dans les boites
d origine est négative.

5. Isolement a partir delaliquide ascite et pleurale

Cest le méme principe pour les deux prélevements. L’orientation microscopique
guidant le choix de ces milieux, on ensemence une parcelle de la partie suspect (glaire,
sang) :

» Une goutte sur gélose au sang, Chapman et gélose Hektoen ou Mac Conkey.

» Quelques gouttes sur bouillon ceeur cerveau (B.H.I.B).

Onincubea 37 °C pendant 18 H a24H al’ éuve.

6. |solement a partir deliquide céphalo-rachidien

On ensemence quel ques gouttes par stries une gélose au sang cuit en tube ou une boite
( par inondation si quantité suffisante) puis on incube a 37°C.
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[I1. ldentification des souches

Apres incubation, on examine |’aspect macroscopique des colonies ayant pousse sur
les milieux de culture et selon la nécessite (si les boite contiennent plusieurs types de
colonies), on procéde a lapurification de la souche en réalisant des repiquages successifs
(sur le méme milieu d'isolement). La premiere étape d’ identification des souches consiste
aréaliser une coloration de Gram, puis on procéde aux tests biochimiques.

1. ldentification des entérobactéries
L’identification des souches repose sur I’emploi d une galerie API 20 E (Biomérieux).
1.1. Principedelagalerie API20 E :

C'est un systéme pour I'identification des Entérobacteriaceae et autres bacilles Gram
négatifs non fastidieux, utilisant 23 tests biochimiques standardisés et miniaturisés,
comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme déshydratée. Les tests sont
inocul és avec une suspension bactérienne qui reconstitue les milieux. Apres une incubation
se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par |I'addition de réactifs, la
lecture de ces réactions se fait al’aide du tableau de lecture et I’identification est obtenue
a l'aide du tableau d'identification, du catalogue anaytigue ou dun logiciel
d identification (Leyral et Joffin., 1998).

1.2. Technique:

» On réunit fond et couvercle d' une boite d'incubation et on réparti environ 5 ml
d’eau digtillée dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide et on place la
gaerie dans|aboite d’ incubation.

» On préleve quelques colonies et on prépare une suspension bactérienne dans |’ eau
distillée stérile.

» On rempli les tubes et cupules des tests CIT, VIP et GEL avec la suspension
bactérienne et on rempli uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests.

» On rédise une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, ODC, H2S, URE en
remplissant leur cupule d’ huile de vaseline.

» On referme laboite d'incubation qu’ on incube a 37°C pendant 24H.

» Aprésincubation, on note sur lafiche de résultat, toutes les réactions spontanées.

» Larévdation destrois TDA, VP et indole est faite par |’ gjout des réactifs

nécessaires (TDA, VP1, VP2 et KOVACS).

» L’identification est obtenue al’ aide d’ un code obtenu aprés lalecture de lagalerie.

> Lalecture de cesréactions sefait al'aide d'un logiciel d'identification.
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Tableau | : Tableau delalecture delagalerie API20 E.

Microtube | Substrat Caractererecherché | Lecturedirecteou Résultat | Résultat
indirecte (+) )
(Test sl nécessaire)
ONPG
Ortho-Nitro- -galactosidase Lecture directe

Phényl-Galactoside

ADH -Arginine -Arginine dihydrolase
LDC -Lysine -Lysine décarboxylase " '
ODH -Ornithine -Ornithine Lecture directe
décarboxylase
CIT
Citrate Utilisation du citrate | Lecture directe ' .
H2S Thiosulfate de
sodium Production d’'H2S Lecture directe '
URE Urée
Uréase Lecture directe '
Tryptophane Tryptophane -Lecture indirecte
TDA désaminase -Test : gouter 1 '
goutte de TDA
IND Tryptophane Production d’indole -Lectureindirecte
-Test : gouter 1
goutte Kovacs
VP Pyruvate de Production d’ acétoine | -Lecture indirecte
sodium (Attendre 10 minutes)
-Test : gouter
VPLVP2
GEL Gélatine Gélatinase Lecture directe
emprisonnant des ' (W
particules de
charbon
GLUa Substrat carboné | Fermentation / Lecture directe
ARA Oxydation '

2. ldentification de staphylocoques

Apres obtention d’ une culture pure, les souches isolées ont été identifiées par des

examens microscopiqgues et des critéres macroscopiques : la forme, la couleur, la taille, le

bord,

I opacité,

|’élévation et

I"identification est aussi effectuée sur la base de quelques caractéres biochimiques.

la surface. Plus des caractéres morphologiques,
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2.1. Test de catalase
Ce test permet de différencier les staphylocoques des streptocoques. A partir d'un

isolement, une petite quantité de culture bactérienne est prélevée; puis placée sur une lame,
on fait réagir la colonie dans 1 goutte d'eau oxygéneée (H.O,) Une réaction positive se
traduit par un dégagement de bulles d'oxygene.
2.2. Test dela coagulase

Ce test consiste a rechercher I’enzyme «staphylocoagulase » responsable de la
coagulation du plasma, et qui existe seulement chez Staphyl ococcus aureus.

La coagulase est une protéine extracellulaire qui se lie ala prothrombine de I’ héte,
la thrombine ainsi activée transforme le fibrinogene en fibrine et conduit a la formation
d un caillot sanguin par prise en masse du plasma. C’est la base du test de la coagulase en
tube (Leloir et Gautier, 2009).

» A partir d'une culture sur Chapman, réaliser une subculture dans un tube de
bouillon ceeur cerveau (B.H.1.B), puisincuber le tube a 37°C pendant 18 heures.

» Méanger dans un tube a hémolyse 0.5 ml de plasma humain et 0.5 ml dela culture
sur B.H.I.B.

» Incuber le mélange a 37°C pendant 24 heures et effectuer la lecture aprés 30
minutes, 1 heure, 4 heures et 24 heures.

» Un résultat positif se traduit par la prise en masse du plasma humain dans le tube a
hémolyse. Une coagulation peut étre observée aprés 30 minutes d'incubation, mais
la lecture doit étre poursuivie jusgu’a 24 heures, car la réaction est plus au moins
lente selon la souche.

2.3. Recherchedela DNAse

Certaines bactéries sont capables de dégrader |'acide désoxyribonucléque inclus dans

le milieu de culture gréace alaDnase. Sur lagélose al'’ADN al'aide d'un révélateur (HCI) :

» On Ensemence lagélose al'ADN par stries a partir de souches de 24h.

» On Incuber al'éuve a37°C pendant 24h

» On inonde les boites avec de I'acide chlorhydrique et on laisse la réaction se
dével opper jusqu’ a ce qu’ une opacité apparaisse dans les boites.

» Onédiminel’acide en exces et on examine la présence d’ un halo transparent autour
des zones de croissance.
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» Aprés incubation et gout de I'acide chlorhydrique, s une zone transparente
clarement définie indique que I’ADN Sest décomposé en fragments de
nucléotides non précipités par I'acide. Les identifier comme des souches DNase

positives. Les colonies DNase négatives ne présentent pas de zone de transparence.

V. Etudedelarésistance des entérobactéries aux antibiotiques

Les souches d entérobactéries identifiées ont fait I'objet d'un antibiogramme
standard par diffusion sur gélose Muller Hinton (MH) selon les recommandations du
Comité Francaise de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CASFM,
2017).

Les souches sont testées vis-avis des antibiotiques suivants: céfotaxime (CTX),
céftazidime (CAZ), céfoxitine (FOX), I'acide clavulaniquet+l’amoxicilline (AMC),
aztréonam (ATM), imipenéme (IMP) et méropénéme (MEM).

Préparation del’inoculum
» A partir d’une culture pure de 18H a 24H sur milieu d'isolement, prélever al’aide
d une anse de platine 3 colonies bien isolées et parfaitement identiques.
» Décharger I'anse dans 5 ml d’ eau physiologique.
» Avant usage, mélanger vigoureusement le tube al’ aide d' un Vortex.
Ensemencement (CASFM, 2017)
» Plonger un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et diminer I’ exces de
liquide en tournant I’ écouvillon sur les parois du tube. 1l est important de rejeter
I’ excés de liquide pour éviter une sur-inoculation des boites, en particulier pour les
bactéries a Gram négatif.
» Sur une boite de Pétri contenant 4 mm d' épaisseur en gélose Muller Hinton
écouvillonner sur latotalité de la surface de la gél ose en stries serrées.
> Répéter |’ opération trois fois en tournant la boite a chaque fois sans oublier de faire
pivoter I’ écouvillon sur [ui-méme.
> Déposer les disques d’ antibiotiques a tester.
» incuber a 37°C pendant 24 H.
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Lecture

Aprés incubation, on mesure avec précision a l'aide d'une regle les différents
diamétres des zones d’inhibition obtenus autour des disques d antibiotiques.
L’interprétation en sensible (S) et résistante (R) est effectuée selon les recommandations
du Comité Francaise de I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
(CASFM, 2013/2017).
1. LeDD-Test

La détection des bétal actamases a spectre étendu (BLSE) chez les entérobactéries est

simple dans la plus part des cas: €elle est objectivée par une synergie entre le mélange
(amoxicilline + acide clavulanique) et une C3G (la céftazidime est la plus sensible) ou
I"aztréonam (Emile, 2008). Le test de synergie est réaisé en disposant les disques de
céftazidime, de céfotaxime et I’ aztréonam (30 g chacun) a une distance de 20mm (centre
a centre) dun disque d Augmentin (Amoxicilline-Clavulanate) (20 pg et 10 ug,
respectivement) et d’'incuber a 37°C pendant 24 heures. L'augmentation de la zone
d'inhibition entre le disque d Augmentin et les disques de CTX, CAZ ou ATM indique la
production d’une BLSE.

V. Etudedelareésistance des souches de Staphylococcus aureus

Les souches de S. aureus identifiées ont fait I’objet d'un test de criblage pour
rechercher les souches de SARM, d’un antibiogramme par |a méthode de diffusion sur
Gélose Muller Hinton et d'un test D pour rechercher la résistance inductible a la
clindamycine.
1. Etudedelareésistance de S. aureus a la méthicilline

Le criblage de S aureus résistant a la méthicilline a été réalisé sur milieu Muller
Hinton, en utilisant un disque céfoxitine selon les normes et les recommandations du CA-
SFM (2017).

Préparation del’inoculum et ensemencement

Rédlisé selon le protocole décrit pour les entérobactéries, le disque de céfoxitine
(FOX) est déposé au centre de la gélose puis les boites sont incubées a 30°C au lieu de
37°C pendant 24 heures.
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Lecture
L’interprétation en sensible (S) et résistant (R) a été faite selon les recommandations
du CA-SFM (2013). Les souches présentant des diametres de zones d’inhibition vis-a-vis

du céfoxitine inférieurs a 25 mm sont consi dérées rési stantes.

2. Etudedelareésistance aux autres antibiotiques

Toutes Les souches de S aureus sont testées vis-a-vis des antibiotiques suivants: la
vancomycine (VA), I’ éythromycine (E), la clindamycine (DA), la gentamicine (GN), la
tétracycline (TE), la rifampicine (RA), triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT), I’ acide
fusidique (FA), la tobramycine (TOB) et la ciprofloxacine (CIP) par |la méhode de
I’ antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton comme indiguée ci-
dessus. L’incubation est réalisée a 37°C pendant 24 heures, et |’ interprétation en sensible
(S) et résistant (R) selon les recommandations du CA-SFM (2013/2017).

Test D

Les disques d’ érythromycine et de clindamycine doivent étre placés a une distance de

15 mm bord a bord afin de détecter la résistance inductible a la clindamycine.
L'aplatissement de la zone dinhibition en forme de D autour de la clindamycine a été
considéré comme Résistance inductible ala clindamycine.
Letest permet d'identifier quatre phénotypes différents (Seifi et al., 2012):

» Lephénotype inductible MLSB (D +):

Résistant a I'érythromycine et sensible a la clindamycine avec une zone D

d'inhibition autour du disque clindamycine.

» Lephénotype MLSB constitutif: résistant al'érythromycine et ala clindamycine.

» Lephénotype MSB: résistant al'érythromycine et sensible ala clindamycine.

» Lephénotype sensible: Sensible alafois alaclindamycine et al'érythromycine.
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Résultats et discussion

| Préévements

Au cours de notre étude, d’ une période de 3 mois, 380 prélévements ont été recuelllis
au laboratoire de bactériologie de I’ hdpital AlY AB DARADJI (Harrouch) de Skikda.

Les différents prélévements effectués sont présentés dans le tableau (1), le taux le
plus élevé est représenté par des prélevements urinaires 52,10 %, suivi par les
prélévements des selles 12,10%, de pus 11,05% et vaginaux 10,79%.

Tableau |1: Répartition des prélévements par origine.

Origine de préevement
Urines | Selles pus vagin LCR Sang Autres
Nombre | 198 46 42 41 20 18 15
%0 52,10 12,10 11,05 10,79 5,26 4,73 3.95
LCR : liquide céphalorachidien Autres: liquide ascite, liquide pleurale.

Il Isolement et identification des souches

A partir de 380 prélévements 64 souches sont isolées et identifiées ce qui donne un
taux d’isolement de 16.84%, réparties comme suit: des entérobactéries, des staphylocoques
aureus, des Pseudomonas aeruginosa et des streptocoques.

Sur les 64 souches impliquées, 35 ont éé sélectionnées et incluse dans notre étude.
Parmi les quelles 31 souches d’ entérobactéries résistantes (88,57%) et 4 staphylocoques
aureus (11,43%). Lafigure (n°1) montre la répartition des différents groupes bactériens.

= Entérobactéries
® Staphylocoques aureus

Figure n°1: Répartition des souches par groupe bactérien.
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1. Répartition des souches par especes

D’ aprés lafigure (n°2) ci-dessous, E. coli est I’ espéce la plus fréquemment isolée avec
un taux de 25,72% (9/35), suivi par Klebsiella sp et Enterobacter sp avec des taux de
20,00 %(7/35) et 17,14 %(6/35) respectivement.

30,00%

25,72%
25,00%

20,00% 20,00%
17,14%

15,00%
11,43%

0 0
10,00% 8,57% 8,57%

5,00%

0,00%

Figure n® 2 : Répartition des souches isol ées par espéces.

2. Répartition des souches par service

La répartition des souches isolées par service est montrée dans la figure (n°3). On note
gue les souches sont le plus souvent isolées dans le service de médecine homme avec un
taux de 40 %(14/35) suivi par le service médecine femme avec 28,57%(10/35).
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40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

40,00%

28,57%

14,29%
11,43%

571%

—\
N

0,00%

MH

MF GYN CHF CHH

Figure n®3 : Répartition des souchesisol ées par services.

MH : médecine homme; MF : médecine femme; GYN : gynécologie ; CHF : chirurgie femme;
CHH : chirurgie homme.

3. Répartition des souches par origine de préévement

La figure (n°4) montre que 48,57%(17/35) des souches sont isolées des urines, 40 %
(14/35) sont isolées des pus et 5,71 %(2/35) isolées de sang. Un méme taux de 2,86

%(1/35) aétéisolées de laliquide ascite et leliquide pleura.

50,00%
45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

48,57%
40,00%
0,
SN g 2.86%
.
~
Urine Pus Sang Liquide ascite Liquide
pleural

Figure n°4 : Répartition des souches isolées par origine de prélévement.
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4. Répartition des souches par catégorie d’ age

Le tableau (111) montre que 48,57% (17/35) des souches ont été isolées chez des

patients &gés de plus de 65 ans.

Tableau 111 : Répartition des souches par catégorie d’ age.

Tranched’ age 1j-18ans | 18-36 ans 36-65 ans > 65ans
Nombre de souches 1 8 9 17
Pour centage 2,86% 22,86% 25,71% 48,57%

5. Répartition des souches par sexe

Lafigure (n°5) montre une prédominance des souches isolées chez | es patients du sexe
féminin avec 54,29 % (19/35) contre 45,71% (16/35) des souches sont isolées chez les

patients du sexe masculin.

Figure n® 5 : Répartition des souches par sexe.
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6. Discussion

Dans ce travail, les entérobactéries sont les plus incriminées dans les infections
nosocomiales. D’apres Belmonte et ses collaborateurs, des résultats d’'une enquéte
nationale de prévalence des IN réaisé en 2006 montrent une haute fréguence
d’ implication des entérobactéries dansles IN (Belmonte et al., 2010).

Les bactéries liées aux infections nosocomiales dans notre éude étaient en majorité
Echerichia Coli, Klebsiella sp et entérobacter sp qui s occupent les trois premieres
positions, elles représentent plus de la moitié des germes isolés, des résultats proches ont
été rapportés par Lo et ses collaborateurs (Lo et al., 2014). Suivie par les staphylocoques
aureus, par contre dans d’ autres études telle que celle rapportée en France par Lucet en

2015, staphylocoque aureus représente la 2éme position (L ucet, 2015).

D’aprés nos résultats, la plus part des souches sont issus des services de médecine
homme et la médecine femme suivie par les services de gynécologie et de la chirurgie
contrairement a ce qui est rapporté au Maroc par Elhrazi et ses collaborateurs en 2007 que
la concentration des patients infectés c'est dans les services de chirurgie alors que les

services de médecine n’ étaient pas concernés (Elhrazi et al., 2007).

Selon le Comité d’ examen sur la prévention et le contrdle des infections nosocomiales,
les infections hospitaliéres « les plus fréquentes sont les infections urinaires, dont la
majorité est liée a I’ utilisation de cathéters urinaires. Elles prolongent de 4 a 16 jours la
durée de s§our en milieu hospitalier (Phaneuf et Gadbois., 2010). Ce qui explique le taux

élevé de nos souchesisolée a partir des urines par apport aux autres prélévements.

D’aprés nos résultats les patients agés de plus de 65 ans sont les plus infectés,
contrairement  acelui rapporté par Bezzaoucha et a ou les sujets agés de moins de 20 ans
et ceux agés de 40 a 59 ans présentaient les prévalences les plus éevée (Amazian et al.,
2010). On a constaté aussi gque les patients du sexe femme sont les plus touchés par les
infections nosocomiaes par rapport au sexe masculin, ce résultat est identique a celui
obtenu en Congo durant le mois de février 2010 (Kasongo Kakupa et al., 2016).
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[I1. Etudedelarésistance des entérobactéries aux antibiotiques

Le résultat de I’ antibiogramme des 31 souches d’ entérobactéries testées vis-a-vis de
07 antibiotiques de la famille de bétalactamine (céfoxitine, céftazidime, aztréonam,
céfotaxime, amoxicilline + acide clavulanique, imipeneme et méropéneme) par la méthode
de I'antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton selon les
recommandations du Comité Francais de I’ Antibiogramme de la Société Francais de

Microbiologie (2013 et 2017) sont représentés dans|’annexe V.

D’aprés la figure (n°6) ci- dessous, le taux de résistance reste élevé alant jusgu’a
90.32% pour la céftazidime, a noter aussi un taux de résistance important a I’amoxicilline
+ |’acide clavulanique avec 80.65%, un taux de 58.06 % vis-& vis de la céfoxitine et la
céfotaxime et 41,94 % vis-a-vis de I’ aztréoname. Aucune résistance n’ a été observée vis-

vis de I’imipenéme et |e méropéneme.

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

90,32%

80,65%

58,06% 58,06%

[

0,00%  0,00%
-—

CAZ AMC FOX CTX ATM IMP MEM

Figuren®6 : Taux de résistance des entérobactéries aux antibiotiques testés.

CAZ: céftazidime, AMC: amoxicilline + acide-clavulanique, FOX: céfoxitine, CTX:
céfotaxime, ATM : aztréoname, IMP : imipenéme, MEM : méropénéme.
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1. Taux de larésistance desentérobactéries aux CTX et CAZ

Le résultat de I'antibiogramme des 31 souches d’ entérobactéries testées vis-a-vis des
deux céphalosporines de troisieme génération (céfotaxime et céftazidime) a montré que
90.32% (soit 28 souches) sont résistantes a au moins I’ un de ces deux antibiotiques.

1.1.Taux derésistance par espece

Lafigure (n°7) illustre le taux de résistance aux céfotaxime et céftazidime obtenus par
espece bactérienne. On note ainsi que Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii,
Citrobacter freundii et serratia marcecsens sont les especes les plus résistantes avec 100
% des souches, suivie par E.coli et Enterobacter sp avec 88,89% et 83.33%

respectivement.
100,00% 100,00% 100, 00% 100,00%  100,00%

88,89% (
90,00% 83.33%
80,00%
70,00% 66 67%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

Al ] ™~
0,00% —
‘VQO\\ . \xb%Q &?}G)Q \)(;7 g‘?gs\\ 006\\ {9&(\‘)
")\e 'bo o\'@ ((\o &\Q' KOQ/
@éo Q}SO Q¢ @ (o2 ((\’b
& 5

Figure n°7: Taux de résistance des entérobactéries par espéce.
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1.2. Taux derésistance des entérobactéries par service

D’ apres le tableau (IV) on constate que les services de médecine femme, la chirurgie
homme et la gynécologie ont enregistré un taux de résistance le plus élevé avec 100% des

souches, suivie par le service médecine homme avec 92.31 %.

Tableau 1V : Taux de résistance des entérobactéries par service.

Service MH MF GYN CHF CHH
Nombr e de souches isolées 13 9 4 3 2
Nombr e de souchesrésistantes 12 9 4 1 2
taux derésistance 92,31% | 100% 100% 33,33% 100%

MH : médecine homme, M F : médecine femme, GY N : gynécologie, CHH : chirurgie homme,

CHF : chirurgie femme.

1.3. Taux derésistance des entérobactéries par origine de préévement

Le taux de résistance pour chagque prélévement est donné dans le tableau (V). On note

gue 100% des souches isolées a partir de sang, liquide ascite et le liquide pleura sont

résistantes. 93,75% des souches résistantes sont d'origine urinaire, suivie par les

prélévements de pus avec 81,81% des souches.

Tableau V : Taux de résistance des entérobactéries par origine de prélevement.

Origine de préevement Urine Pus Sang ::23:2]8 L;g;it(ie
Nombre de souches isolées 16 11 2 1 1
Nombr e de souchesr ésistantes 15 9 2 1 1
Taux dereésistance 93,75% | 81,81% 100% 100% 100%
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2. DD-test

Le test de synergie était positif avec 14 souches sur 31 d’ entérobactéries avec un taux
de 45,16%, réparties comme suit : 5 Escherichia coli (35,71%), 5 Klebsiella pneumoniae
(35,71%), 2 Enterobacter sp (6,45%) et 2 Morganella morganii (6,45%). ce qui laisse
suggérer que ces souches résistent par la production d’une B-lactamase a spectre élargi
(BLSE).

L’image de synergie est traduite par |’ augmentation du diamétre de la zone d’inhibition
autour de disques de céphalosporines de 3éme génération (CTX et CAZ) ou ATM située a
proximité d’un disque contenant I’ Amoxicilline-clavulanate (AMC), |’ acide clavulanique
inhibe laBL SE produite par |es souches résistantes (figure n°8).

Les résultats du DD-test sont englobés dans le tableau (V1).

Image de synergie d’E. coli Image de synergie de Klebsiella pneumoniae

Figuren®8 : Images de synergie pour deux souches productrices de BLSE.
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Tableau VI : Lesrésultats du DD-test pour les 14 souches productrices de BLSE avec les
caractéristiques.

Code |Egspécebactérien |CTX |CAZ |AMC | ATM | Originede
prél évement

S6 Klebsiella pneumoniae | R R R S Pus
S16 E.coli R R R R Urine
S18 Enterobacter sp R R R S Sang
S23 Enterobacter sp R R R R Sang
S26 E.coli R R R R Urine
S27 Morganella morganii R R S S Pus
S29 E.coli R R R R Urine
S30 E.coli R R R S Urine
S31 Klebsiella pneumoniae | R R R S Urine
S32 E.coli R R R R Urine
S33 Klebsiella pneumoniae R R R R Pus
A1 Klebsiella pneumoniae R R R R Urine
A2 Klebsiella pneumoniae R R R R Pus
A3 Morganella morganii R R R R Urine

CAZ : céftazidime, AMC: amoxicilline + acide-clavulanique, CTX : céfotaxime, ATM :
aztréoname.

3. Discussion

L’¢tude de la sensibilité des entérobactéries isolées aux B-lactamines testées montrent
gue 80,65 % des entérobactéries sont résistantes a I’ Augmentin cette résultat est proche a
celui de Ebongue avec un taux de 75,2%, Le taux de résistance au céfoxitine est de
58,06% ce dernier taux est élevé par apport a ce qui est rapporté en Cameroun avec 31%
(Ebongueet al., 2015).

Le taux de résistance a |’ aztréonam observé est de 41,94%, un autre résultat arévélé un
taux inferieur au Sénégal avec 25%. Les seuls antibiotiques qui restent actifs sur toutes les
souches d’entérobactéries sont I'imipéneme et le méropéneme ce résultat est identique a
celui de Lo et ses collaborateurs entre juin 2011 et juillet 2012 (Lo et al., 2014).

Les entérobactéries multirésistantes (EMR), définis par la résistance aux C3G, au sein
de I’ &ablissement, dans cette éude on observe un taux tres éevé des EMR avec un taux de

90,32 % des entérobactéries sont résistantes aux céfoxitine et/ou céftazidime contrairement
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ace qui rapporté en 2007 en France, qui ont observés une augmentation des EMR en dix
ansqui passede 7 a11% (Belmonte et al., 2010).

Depuis leur premiére découverte en 1983, les entérobactéries productrices des
bétalactamases a spectre éendu (E-BLSE) ont été largement diffusées dans e monde avec
des fréguences d'isolement variables d’un hopital al’ autre e¢ méme d'un service al’autre
au sein de la méme institution hospitaliére. L’implication des E-BLSE dans les infections
tant communautaires que nosocomiaes constitue un réel probleme de santé publique (El
bouamri et al., 2014).

D’ apres les résultats de notre étude, 71.42% des E-BLSE détectées pendant |’ étude
étaient des souches de K. pneumoniae et d’ E.coli, cette résultat est proche de celui rapporté
par El bouamri et ses collaborateurs sur une durée de cing ans (du 1% janvier 2008 au 31
décembre 2012, que ces deux espéces sont les plus dominantes parmi les E-BLSE qui font
état d’'un taux de 90 % (El bouamri et al., 2014). Cela concorde avec les résultats de
plusieurs éudes qui ont mis en évidence que ces deux especes éaient les plus
fréqguemment responsables de la production des BLSE (Nijssen et al., 2004 ; Fouquet et

al., 2012).

Les E-BL SE sont responsables d’infections sévéres prédominant sur les sites urinaires,
nos résultats montrent que L’ appareil urinaire était le site le plus fréguemment touché
57,14% des E-BLSE sont d’origine urinaire. Par contre dans d autre études des taux
inferieurs ont été rapportés, tel que celui rapporté au Maroc dans une étude portant sur les
infections nosocomiaes Razine R. et d ont trouvé I’ incidence de I’ infection urinaire & 35%
(Konéet al., 2016).

Les données du réseau EARS-Net France (L'European Antimicrobia Resistance
Surveillance Network) montrent une tres nette augmentation de la résistance des
entérobactéries aux C3G pour les souches de Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli ce
depuis 2005. Dans ce travail, 71,43% (5/7) des souches de Klebsiella pneumoniae et 62,5%
(5/8) d’E.coli résistantes aux C3G sont productrices de BLSE, ce résultat est trés proche a
celui obtenu en 2013 par le réscau EARS-Net France, 68 % et 76 % de ces souches
résistantes aux C3G sont productrices de BLSE respectivement (Bourdillon et Martin.,
2014). Nos résultats montrent egalement que toutes les E-BLSE sont résistantes aux

céfotaxime et céftazidime avec un taux de 100 %.
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IV . Etudedelarésistance des staphylocoques aur eus aux antibiotiques

L’interprétation des résultats de I’éude de la sensibilité aux antibiotiques par la
méthode de I’ antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton se fait selon
les recommandations du Comité Francgais de I’ Antibiogramme de la Société Frangais de
Microbiologie (2013 et 2017).

1. Etudedelarésistancede S. aureusala meéthicilline

Pour étudier la résistance des souches de Saureus a la méthicilline (SARM), nous
avons utilisé la céfoxitine comme détecteur de sélection et incubé a30°C.

Sur les 4 souches de Saphylococcus aureus isolées, une souche a été retrouvée
résistante ala céfoxitine, ce qui donne un taux de résistance de 25% , Les caractéristiques
de cette souche est donné par le tableau (VI11).

Tableau VII : Caractéristiques delasouche S1 de Saphylococcus aureus résistante.

code Diamétre FOX prélevement service Agedu patient

S1 6mm pus CHF 26 ans

FOX : céfoxitine, CHF : chirurgie femme

2. Etudedelarésistance aux autresantibiotiques

Les souches de S. aureus isolées ont été testées vis-avis d autres antibiotiques, a
savoir, la vancomycine (VA), I’ éythromycine (E), la clindamycine (DA), la gentamicine
(GN), la tétracycline (TE), la rifampicine (RA), triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT),
I’acide fusidique (FA), la tobramycine (TOB) et laciprofloxacine (CIP).

La souche S1 (SARM) a montré une multirésistance vis-a-vis de 7 antibiotiques de
différentes familles, par contre la souche S40 sensible a tous les antibiotiques.
La souche S10 est sensible a tous les antibiotiques sauf I’ éythromycine et S38 est
également sensibles a tous | es antibiotiques sauf I’ érythromycine et |’ acide fusidique.
Letableau suivant (V111) illustre les résultats de la résistance des S.aureus pour chaque

antibiotique.
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Tableau VIII : Résistance des souches de S. aureus aux antibiotiques.

Code | DA E | TOB CIP TE GN SXT VA RA FA
S1 R R |R S R R S S R R
S10 S R |S S S S S S S S
S38 S R |S S S S S S S R
40 S S |S S S S S S S S

DA : clindamycine, E: érythromycine, TOB : tobramycine, CIP: ciprofloxacine, TE:
tétracycline, GN : gentamycine, SXT : triméthoprime +sulfaméthoxazole, VA : vancomycine,
RA : rifampicine, FA : acide fusidique.

Test D

L'aplatissement de la zone dinhibition en forme de D autour de la clindamycine a été
considéré comme une résistance inductible ala clindamycine.

Le test est positif chez 2 souches : S10 et S38 sur les4 S. aureus ce qui donne un taux
de résistance de 50%, elles sont résistantes a |'érythromycine et sensibles a la
clindamycine.

Le test est négatif chez 2 souches, Sl résistante a la clindamycine et I’ érythromycine
et S40 sensible pour les 2 antibiotiques.

Larésistance inductible se traduit par une image d’ antagonisme entre les disques de la

clindamycine et |’ érythromycine, lafigure ci-dessous (n°9) illustre ce résultat.

S1: Test D négatif indique le phénotype S10: Test D positif indique le phénotype
MLSB constitutif. MLSB inductible.

Figuren®9 : Résultats du test D.




Résultats et discussion

3. Discussion

S aureus est un pathogéne dont le fort pouvoir d adaptation permet la survie gréce a
I"acquisition successive de genes de résistance aux antibiotiques, de mécanismes de
régulation de la croissance en présence d’ antibiotiques (Dumitrescu et al., 2010), cette
bactérie est devenue de plus en plus résistante aux antibiotiques; en effet, larésistance ala

pénicilline arapidement atteint les 90% des souches (Ould salem et al., 2016).

Le Saphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) a été décrit pour la
premiere fois en 1961, il est maintenant devenu un pathogéne nosocomia important a
travers le monde (L evesque, 2015), Le mécanisme principal de résistance passe par la
modification d'une protéine de liaison a la pénicilline (PLP2a) qui confére une résistance
croisée atoutes les béta-lactamines (Dupont, 2000).

Au cours de notre étude le taux de résistance a la méthicilline que nous avons obtenu
chez le Staphylococcus aureus est de 25% ce résultat est comparable au données
recueillies en 2005 par le Laboratoire de santé publique du Québec avec un taux de 23,7 %
(Gourdeau et Massicotte., 2006). |l est supérieur a celui rapportés en Suede avec un
taux 0,7 % et inférieur a celui rapportés en Roumanie avec un taux 53,9 % (M ajesté,
2014).

La souche Saureus résistante a la céfoxitine est également résistante vis-avis d autres
familles d’'antibiotiques. La souche de S1 (SARM) résiste a 7 antibiotiques sur les 10
testés, cette multi-résistance est assurée par des éléments génétiques mobiles transportés
par différentes cassettes chromosomiques SCCmec (Tremblay, 2008).

L’ éude de la sensibilité des souches de S aureus vis-a-vis d’ autres antibiotiques a
montré que la S1 est résistante a la gentamycine, la rifampicine, la tobramycine et la
tétracycline, par contre les autres souches sensibles a la méthicilline (SASM) sont
sensibles a tous ces antibiotiques, d aprés Elhamzaoui et ses collaborateurs les taux de la
résistance ala Gentamycine et la rifampicine sont 53,84% et 15,4% chez les SARM, 3,8%
et 2,2% chez les SASM respectivement (Elhamzaoui et al., 2009). Hamze et a en
rapporté des taux de résistance a la tobramycine (6,67%) et latétracycline (86,67) chez les
SARM et destaux dereésistance inférieurs ont révélés chez les SASM de 1,43% et 25,38
respectivement (Hamze et al., 2003).
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Sur les 4 S aureus, 2 souches S1 et S38 sont résistantes a I’ acide fusidique qui font
état d'un taux de 50%, ce résultat est inférieur a celui rapporté en Casablanca avec un taux
de 23,3 % (Belabbes et al ., 2001).

La premiére souche de Saphylococcus aureus intermédiaire ala vancomycine n' a été
décrite qu’en 1997, et la premiére souche résistante a la vancomycine en 2002 (Batard et
al., 2005). Dans cette étude aucune souche résistante a la vancomycine n’ a été observeée, ce
qui semblable aux résultats obtenus au Népal et en Tunisie (Ansari et al., 2014 ; Ben
Jemaa et al., 2004). Cependant, cette résistance a été observée chez Mastouri et ses
collaborateurs qui ont détecté deux souches de sensibilité diminuée aux glycopeptides
(Mastouri et al., 2004).

Parmi les 4 souches isolées aucune résistance a la ciprofloxacine et
sulfaméthoxazol e+triméthoprime n’a été enregistre, et d aprés Dupont, La grande mgjorité
des souches sensibles a la méthicilline restent sensibles aux fluoroquinolones. En
revanche, les staphylocoques résistants a la meéticilline sont presque tous résistants
(>90%) aux fluoroquinolones et le sulfaméthoxazole+triméthoprime est actif sur les
souches de S aureus sensible alaméthicilline (Dupont, 2000).

Dans la présente étude, le phénotype MLSB inductible a été détecté chez S10 et S38
(SASM), €elles sont résistantes a I’ érythromycine et sensible a la clindamycine. La souche
S1 (SARM) résistante a la I’érythromycine et la clindamycine, présente le phénotype
MLSB constitutif. Le phénotype sensible a été détecté chez la souche S40 (SASM).
D’ apres Seifi et ses collaborateurs, environ 20,5% des souches de SARM ont montrés le
phénotype MLSB inductible, e phénotype MLSB congtitutif a été détecté chez 52,3% des
SARM et 7,3% des SASM (Seifi et al., 2012).
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Conclusion

Au cours de notre étude réalisée a |I'hdpital de Harrouch dans le laboratoire
d analyse médicale durant une période de 3 mois, pour objectif didentifier les bactéries
associ ées aux infections nosocomiales et d’ étudier le profil de larésistance de ces souches
bactériennes. Selon les résultats obtenus, sur les 380 prélévements effectués 64 souches
bactériennes ont été isolées et identifiées, parmi eux 35 souches ont éé incluse dont 31

souches résistantes d’ entérobactéries et 4 souches de staphylocoques aureus.

La prévalence des entérobactéries est assez importante, elles sont responsables
d infections nosocomial es dans cet hépital, avec une prédominance de souches Escherichia

coli, Klebsiella sp et Enterobacter sp respectivement suivis par S. aureus.

La répartition des taux d'isolement des souches selon I’ origine de préévement a
montré que 48,57% des souches sont d’origine urinaire et selon les caractéristiques des
patients a révélé que 40% des souches ont été isolées de patient s§ournant en service
médecine homme, une prévalence plus éevé enregistrée chez les patients agés de plus de
60 ans avec un taux de 48,57% et un taux de 54,29% des souches isolées chez le sexe

féminin.

Sur les 31 souches d entérobactéries 90.32% sont résistantes au céfotaxime,
80,65% des souches sont résistantes a I’ acide clavulanique + I’amoxicilline. Cependant

aucune souche résistante al’imipéneme et le méropéneme.

La résistance aux céfotaxime et la céftazidime montre que 28 souches soit 90,32%
sont résistantes a au moins I’ un de ces deux antibiotiques, Klebsiella sp, Enterobacter sp,

Citrobacter sp, Serratia sp sont les especes les plus résistantes avec un taux de 100%.

14 souches d entérobactéries ont présenté une BLSE soit 45,16% il s'agit de 5
souches de Klebsiella pneumoniae, 5 souches d'E. Coli, 2 souches d’ Enterobacter sp et 2
souches de Morganella morganii. Toutes ces souches sont résistantes aux céfotaxime et
céftazidime. 57,14% des E-BL SE sont d’ origine urinaire.




Conclusion

Sur les 4 S aureus, une souche SARM a été détectée qui a présenté une
multirésistance vis-a-vis de 7 antibiotiques sur 10 testés, nous avons constaté aussi que les
autres souches de SASM sont sensibles a la plus part d’ antibiotiques. Cependant aucune
souche résistante a la ciprofloxacine, le sulfaméthoxazolet+triméthoprime et la

vancomycine.

Nous avons constaté, deux souches de SASM ont présenté une résistance inductible
a la clindamycine, la souche SARM a présenté le phénotype MLSB constitutif et un

phénotype sensible a été détecté chez |a 4émé souche SASM.

Comme perspective pour ce travail, il serait souhaitable de mettre dans notre
hopital une politique globale de prévention des infections nosocomiales qui repose, en
particulier, sur le respect par le personnel de précautions d'hygiéne; compléée d'une
stratégie active de maitrise de la dissémination des bactéries multi résistantes (BMR) qui,
pour étre efficace, doit sinscrire dans la durée et la continuité, et sappuyer sur la
mobilisation de I'ensemble des professionnels de santé. Une étude ultérieure sur le portage
des BMR dans notre hdpital nous permettra de préciser I'origine des bactéries et leur profil
derésistance. Il serait également important d’ étudier une population plus large pendant
une période plus longue car notre étude reste préliminaire, elle est limitée dans I’ espace et

dans le temps.
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Annexe I

Composition des milieux de culture (pour 1l d’ eau distillée)
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Annexe 1T

Tableau (1) : Résultat de la galerie biochimique

lxlo|o ¢ | w z
= < | alal~]>3 olx|<<|o|H| x| <
Souche Tla|alalE|s|z|a mw|al< I m 5
Z|2|3|c|c|T|5|E|2|>|6|o|5|2|8|z|d|s|2|<
E.cali e e T T e e e e e I A A o I S A B
E.cloacae | + | + | - | + | + | - | - | - | -+ | -]+ /|-|- |+ |+ |+|+]|+]+
E.aerogenes | + | - | + | + | + | - | - | - | - |+ | - |+ |+ + |+ |+ ]+ ]+ |+]|+
E.sakazakii | + | + | - | + | + | - | - | - - |+ | -+ |+ + |-+ |+ |+ ]+/|+
kpneumoniae | + | - | + | - | - | - [+ - | -+ |+ ]+ ]+ 4]+ |+ |+ |+ ]| +
K.oxytoca | + | - | + | - | + | - |+ |+ | - |+ |+ |+ |+ + |+ |+ ]|+ ]|+ ]|+]|+
P. wlgaris - - - O e -+ |+ - - - -+ -]+ -
p. mirabilis -] - -1+ |+ |+ | - + |+ | - - | -1 -1-71-1- -
M. morganii | - | - | - T T e _
C. freundii + | - - -+ |+ - -] - e S I I S R
Smarcescens | + | - |+ |+ |+ | - [+ - - |+ ]+ |+ -+ |-




Annexe I11

Tableau (11) : Diamétre des zones d’ inhibition pour |es entérobactéries édités par le CA-
SFM 2013 et 2017

CA-SFM 2013
Concentrations| Diamétre
critiques critique

Antibiotique abréviation | Charge (mg/L) (mm)
(o) <S >R <S | >R
Céfotaxime CTX 30 1 2 26 23
Céftazidime CAZ 30 1 4 26 21

CA-SFM 2017
Céfoxitine FOX 30 8 16 19 15
Amoxicillinetacide] AMC 20-10 8 8 19 19
clavulanique

Aztreonam ATM 30 1 4 26 21
I mipénéme IMP 10 2 8 22 16
M éropénéme MEM 10 2 8 22 16




Annexe I'V

Tableau (I11) : Diamétre des zones d inhibitions pour |es staphylococcus aureus édités par

CA-SFM 2013 et 2017.

CA-SFM 2013
Concentrations | Diametre
critiques critique
antibiotique abréviation | Charge (mg/L) (mm)
MO —— SR <SSR
Céfoxitine FOX 30 / / 27 | 25
Vancomycine VA 30 2 2 17 | -
CA-SFM 2017
Acidefusidique FA 10 1 1 24 | 24
Ciprofloxacine CIP 5 1 1 21 21
Gentamycine GN 10 1 1 18 | 18
Tobramycine TOB 10 1 1 18 | 18
Erythromycine E 15 1 2 21
18
Clindamycine DA 2 0,25 0,5 22 | 19
Rifampicine RA 5 0,006 0,5 26 | 23
Triméthoprime+ SXT 1,25- 2 4 17 | 14
sulfaméthoxazole 23,75
tétracycline TE 30 1 2 22 | 19




Annexe V

Tableau (1V) : Résultat de I’ antibiogramme des 31 souches d’ entérobactéries

Antibiogramme

Code prt-élrg/)eerr?eent Service Souche CTX |CAZ | AMC | ATM | IMP | MEM | FOX
S2 Pus CH/F Escherichia coli S S R S S S R
S3 ECBU GYN | Enterobacter sakazakii S R S S S S R
S4 ECBU GYN Escherichia. coli S R R S S S S
S5 L. ascite MH Escherichia coli S R R S S S S
S6 Pus MH Klebsellla.pneumoniae | R R R S S S S
S7 Pus CH/F | Morganella morganii S R S S S S R
S9 Pus MF Citrobacter freundii R R R R S S R
S12 Pus MH Klebsiella pneumoniae | R R R R S S R
S14 ECBU MF Klebseilla oxytoca S R R S S S R
S15 L. pleural MH Serratia marcescens S R S S S S S
S16 ECBU CH/H Escherichia coli R R R R S S S
S18 | Hémoculture| MH Enterobacter cloacae R R R S S S R
S20 Pus MH Proteus vulgaris S R R S S S S
S23 ECBU MF Enterobacter cloacae R R R R S S R
S24 ECBU MF Enterobacter cloacae R R R R S S R
S26 ECBU CH/H Escherichia coli R R R R S S S
S27 Pus MH Morganella morganii R R S S S S R
S28 ECBU MF Citrobacter freundii S R R S S S S
S29 ECBU MF Escherichia coli R R R R S S R
S30 ECBU MF Escherichia coli R R R S S S S




S31 ECBU CH/F | Klebsiellapneumoniae | R R R S S S S
S32 ECBU MF Escherichia coli R R R R S S S
S33 Pus MH Klebsiella pneumoniae | R R R R S S R
S34 ECBU GYN Escherichia coli S R R S S S S
S35 ECBU MH Enterobacter sakazakii S R R S S S R
S36 Pus MH Proteus mirabilis R R R R S S S
S37 Pus MH Proteus vulgaris S S S S S S R
S39 ECBU GNY | Enterobacter aerogenes| S S S S S S R
S41 ECBU MH Klebseilla pneumoniae | R R R R S S R
S42 Pus MF Klebsellla pneumoniae | R R R R S S R
S43 ECBU MH Morganella morganii R R R R S S R

ECBU : examen cytobactériologique des urines, L : liquide, CH/F : chirurgie femme, CH/H : chirurgie homme,
GYN : gynécologie, MF : médecine femme, MH : médecine homme, CTX : céfotaxime, FOX : céoxitine,
CAZ : céftazidime, ATM : aztreonam, AMC : amoxicilline + acide clavulanique, IMP :imépéneme, MEM :
méropéneme.




Résumé

L’objectif de cette éude était I'identification de bactéries impliquées dans les
infections nosocomiales et |’ éude de profil de la résistance de ces souches bactériennes.
Au total de 380 prélevements ont été effectués au niveau de laboratoire d anayse
medicale a I'hopital de Harrouch. Aprés isolement et identification, 35 souches
selectionnées dont 31 sont des entérobactéries et 4 S aureus. Les bactéries liées aux
infections nosocomiales éaient en majorité Escherichia Coli, Klebsidlla sp et
Enterobacter sp qui occupent les trois premieres positions. La sensbilité des
entérobactéries aux antibiotiques a montré que 90.32% étaient résistantes aux C3G, mais
aucune résistance n’a été observée vis-a-vis de |’ imipenéme et le méropéneme ainsi que 14
souches étaient productrices de BLSE. Une souche SARM Sur les 4 Saureus a éé
multiresistant, cependant aucune souche résistante vis-a-vis des quinolones, sulfamides et
glycopeptides. 2 souches de SASM ont présenté une résistance inductible a la

clindamycine et la souche SARM a présenté |e phénotype MLSB constitutif.

Mots clés: Infections nosocomial es, entérobactéries, S.aureus, résistance.

Abstract

The objective of this study was to identify the bacteria involved in nosocomial
infections and to study their resistance profil. 380 samples were performed during the
study period at the medica laboratory of Harrouch hospital. After isolation and
identification, 35 strains were selected, 3lenterobactericeae and 4 Saureus. The bacteria
linked into nosocomia infections were in maority Escherichia coli, Klebsiella sp and
Enterobacter sp which take the first three positions. Susceptibility of enterobacteriaceae to
antibiotics indicated that 90.32% were resistant to C3G, but no resistance was notice to
imipenem and meropenem such 14 strains were ESBL-producing. One MRSA strain on 4
S aureus were multiresistants. However, no resistances to quinolones, sulfamides and
glycopeptides reported. 2 strains of MSSA indicated an inductibl resistance to clindamycin
and MRSA strain showed constitutive MLSB phenotype.

Keyswords. Nosocomial infections, enterobacteriaceae, S. aureus, resistance.



