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I ntroduction

Le terme environnement hospitalier regroupe habituellement les surfaces, I’eau, I’air,
le linge, les aliments, les dispositifs médicaux et les déchets (Saouide € ayne et al., 2014). A
I’hdpital, les surfaces susceptibles d’entrer en contact avec le patient soit directement, soit
indirectement par I’intermédiaire de dispositifs médicaux ou les mains des personnes peuvent
constituer des réservoirs des microorganismes (Rouillon et al., 2006). Cette contamination
varie qualitativement et quantitativement dans le temps, d’un établissement & un autre et, au
sein d’un méme établissement, en fonction des services, des patients, des soins et des

techniques pratiqués (Talon., 1999).

La diffusion des infections nosocomiales provient souvent de la contamination
croisee, les moyens les plus communs de transfert des pathogenes se produisent entre les
mains de personnel de santé et les patients (Drees et al., 2008). Cependant, |'environnement
de I'népital peut contribuer a la diffusion de ces pathogenes. En effet, il a éé constaté que,
dans des situations endémiques et épidémiques, il y a une contamination environnementale et

un transfert des bactéries entre les patients et |'environnement (Oliveira et al, 2010).

Le role de I'environnement hospitalier inanime (les surfaces) dans la propagation de
I'infection nosocomiale est controversé. En outre, la découverte des agents pathogénes dans
I'environnement hospitalier, bien que nécessaire, n’est pas suffisante pour prouver un réle

causal dans la pathogenese d'infection nosocomiale (Hota, 2004).

L es surfaces environnemental es Contaminées qui sont plus touchés par les patients et
/ ou le personnel peuvent étre une source de transfert par la main. La distribution de cette
contamination et I’isolement de souches multiples suggérent que |'environnement peut étre
une source importante d’infection croisee (French et al., 2004). Cependant, plusieurs travaux
ont démontré que les microorganisme pathogenes nosocomiaux sont excrétés par les patients
et peuvent contaminer les surfaces en milieu hospitalier a des concentrations suffisantes pour
la transmission, peuvent survivre pendant de longues périodes, peuvent persister malgré la
désinfection, et peuvent étre transférés via les mains du personnel soignant (Otter et al.,
2011).
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Les bactéries attachées a une surface inerte ou vivante et enveloppées dans une
matrice, forment un biofilm qui protége les bactéries et leur permet de survivre dans des
conditions environnementales hostiles. De plus, les bactéries qui vivent & I’intérieure d’un
biofilm sont généralement moins sensibles aux antibiotiques et aux désinfectants (Amiyare et
al., 2015).

Les effluents non traitées géenérés par les activités hospitalieres peuvent contribuer
largement & la dissémination des bactéries multirésistantes (BMR) dans I’environnement. Les
BMR des effluents proviennent essentiellement soit des produits biologiques (sang, urines,
pus etc.) des patients colonises, soit du transfert horizontal de genes de résistance entre les
souches multi-résistantes infectieuses et les souches environnementales (Thomas et al.,
2007). Ces BMR geénéralement responsabl es des infections nosocomiales peuvent se retrouver
dans I’environnement en particulier dans les eaux de surface et étre impliquées dans les

infections communautaires (Guessennd et al., 2013).

Les bacilles a Gram négatif occupent une place trés importante parmi les
microorganismes responsables d’infections nosocomiales. Ces pathogénes appartiennent a
différentes familles bactériennes représentées majoritairement par les entérobactéries
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae...etc.), et les bacilles a Gram
négatif non fermentaires (Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii...) (Liassineg,
2000).

L’emergence de larésistance aux antibiotiques se traduit dans la pratique hospitaliere
par une augmentation de la morbidité et parfois de la mortaité, ains que des codts
d’hospitalisation. De nombreux facteurs, parmi lesquels la pression de sélection antibiotique
et la transmission croisée de certaines espéeces hospitalieres, favorisent les infections a germes
multirésistants (Bertrand et al., 2003).

Parmi les -lactamases, on distingue 4 classes selon le schéma d’Ambler A, B, C et
D. Les enzymes de classe A, C et D sont dites & sérine active tandis que celles de classe B

sont appel ées métall o-B-lactamases (carbapénémases) (Cattoir, 2008).

Les B-lactamases a spectre élargi (BLSE) sont une grande famille trés hétérogene
d’enzymes bactériennes. Elles sont induites soit par des plasmides, soit par des mutations des

genes naturellement présents chez certain especes. Les deux mécanismes conferent aux
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bactéries touchées la capacite d’hydrolyser une grande variété de pénicillines et de

céphalosporines (Vora et al., 2009).

La distinction des différents types de BLSE (TEM (Temoneria), SHV (sulfhydral
variable) et CTX-M (CefoTaXime Munich)) permet une analyse détaillée de la propagation
épidémiologique. Ces différentes enzymes appartiennent aux bétalactamases de classe A et
sont habituellement détectées par une synergie entre une céphalosporine de troisiéme
génération et I’acide clavulanique (aspect en «bouchon de champagne» sur un
antibiogramme) (Cherkaoui et al., 2014).

Les BLSE de type OXA different de celle de la classe A par le fait qu’elles
appartiennent a la classe D et au groupe 2d de Bush et Jacoby (Bush et al., 1995).
Contrairement a ce qui est observé chez les BLSE de la classe A qui sont produites le plus
souvent par les entérobactéries, les BLSE de type OXA sont en grande majorité détectées
chez P. aeruginosa. Plus d’une dizaine de ces enzymes ont été mises en évidence et la
majorité provient de OXA-10 et OXA-2 par mutation d’un ou de plusieurs acides aminés
(Bradford, 2001).

L’emergence de la résistance aux carbapénemes chez les bacilles a Gram neégatif
constitue un véritable défi et conduit a des impasses thérapeutiques. Cette résistance peut étre
due a des mécanismes chromosomiques (atération de la porine OprD chez Pseudomonas
aeruginosa), a l’association de mécanismes de résistances BLSE et/ou céphalosporinase
associée a une perte de la perméabilité membranaire chez les entérobactéries) ou a la

production d’enzymes hydrolysant les carbapénemes (Grall et al., 2011).

Depuis 1996, les souches de K. pneumoniae productrices les carbapénémases de type
KPC ont été décrites, d’abord aux Etats-Unis, puis ont rapidement disséminé dans de
nombreuses régions du monde. Le plus souvent, les bactéries qui produisent des enzymes de
type KPC expriment également d’autres -lactamases, dont de nombreux types de BLSE, et
possedent un certain degré de résistance par imperméabilité de la paroi. Ces bactéries sont
essentiellement responsables d’infections nosocomiales. De nos jours, les carbapénémases de
type KPC ont éé décrites dans plusieurs espéces d’entérobactéries mais également chez P.

aeruginosa et A. baumannii (Cherkaoui et al., 2014).
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Les enzymes de type VIM et IMP qui représentent la mgorité des Métallo-B-
lactamases ont été rejointes en 2008 par une nouvelle enzyme appelée NDM-1 (New Delhi
metallo-béta-lactamase 1). La plupart des souches productrices de MBL sont des K.
pneumoniae multirésistantes acquises dans les établissements de soins. Tres récemment,
I’apparition de nouveaux variant de NDM- 1, nommés NDM-2 et NDM-4 ont été décrites.
NDM-2 a pour particularité d’atteindre les souches d’A. baumannii épargnées jusqu’alors par
NDM-1. Ce variant a été décrit en Egypte et au Moyen Orient. NDM-4 a été détectée chez E.
coli (Boutet-Duboiset al., 2012).

Les B-lactamases a serines (carbapénémases de type oxacillinase) de la classe D sont
caractérisées par I’hydrolyse efficace de toutes les B-lactamines y compris les monabactames
habituellement inhibées par le chlorure de sodium (NaCl). La premiéere oxacillinase OXA-23

a été décrite en 1993 chez une souche d’A.baumanii multi-résistante (M ansour et al., 2008).

D’autre enzymes de ce type ont été rapportées telles que OXA-24, OXA-25, OXA-
26, OXA-27, OXA-40 et OXA-58. L’analyse des supports génétiques des génes codant pour
ces enzymes a montré une localisation chromosomique dans la plus part des cas mais une
localisation plasmidique a été démontrée pour le géne codant les enzymes OXA-23 et OXA-
58 (Decré., 2012).

La colistine appartient au groupe de polymyxines. Les antibiotiques de ce groupe ont
une structure polypeptidique présentant une activité essentiellement bactéricide et un spectre
antibactérien moyen, qui couvre uniquement des micro-organismes a Gram négatif (CVMP,
2015).

La colistine a é&é commercialisée en 1958, L’administration parentérale de la
colistine a été abandonnée dans certains pays durant les 30 derniéres années a cause de sa
néphrotoxicité et de sa neurotoxicité (Mokrani et al., 2014). En réanimation, cet antibiotique
revient en premiére ligne pour le traitement des infections a Acinetobacter baumannii et a

Pseudomonas aeruginosa multirésistants (Frasca et al., 2008).

La surveillance microbiologique de I’environnement dans les établissements de santé
est un sujet qui s’integre dans I’actualité de la prévention des infections nosocomiales avec
I’impact médiatique lié aux épidémies recentes d’infections impliquant des bactéries
environnementales dont certaines sont multirésistantes, notamment les bacilles & Gram négatif

comme Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia,
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Burkholderia cepacia, Legionella pneumophila ou les mycobactéries atypiques (Cavallo et
al., 2002).

L’objectif de notre étude est d’évaluer le degré de la contamination de trois
composants de I’environnement hospitalier (surfaces, air et effluents) et la caractérisation de
phénotypes de résistance aux f-lactamines des bacilles a Gram négatif isolées au niveau du
CHU Khlil Amran de Béjaia. Pour cela nous avons adopté la méthodol ogie suivante :

v' Prélévements de surfaces, d’air et des effluents
v' |solement et identification des bacilles a Gram négatif.

v Détermination des mécanismes de résistances aux -lactamines.
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Matériel et méthodes

Cette étude est réalisée au niveau de laboratoire de microbiologie de I’université A/

Mirade Bejaia durant une période allant de février amai 2016.
|-Préléevements::

Des prélévements de surfaces et de I’air ont été effectués au niveau du service de
réanimation ains que des prélevements d'effluents hospitalier au niveau de la station
d’épuration du CHU de Khelil Amran de Bgaia.

Tableau N°I : Lesdifférents sites de prélévements au niveau du CHU Khelil Amran de

Begaa

‘ChambreBl ~ 08/02/2016  Poignées de portes, interrupteurs, 07
Chambre B2 tables de chevet, chaises, draps,
Chambre B3 bordures des lits, téléphone, paillasse, 15
ChambreB4 multiprises, poignées des fenétres, 06
Couloire chariot d’urgence, radiateurs, 12
Sanitaire climatiseur, parafeurs, bureau, 03
Salle de médecins étageres, tableau d’affichage, 09
Salle de nettoyage tuyauterie d’aspiration, stéthoscope, 02
Chambre A1l 23/02/2016  Piege d’eau d’aspirateur, barboteur 06
Chambre A2 d’oxygeéne, ballon de réanima, pince, 06
Chambre A3 matériels d’intubation, laryngoscope, 04
Chambre A4 défibrillateur, _ brancgrd d’urg(_ance, 05
Bl e A brassard ateng on, seri ngue,é! ectrique, 03
Chambre A6 potence, distributeur de d_&smfectant, 02
Couloire cuyette, manche K _ordmateur' de 02
Sanitaire meédecins, cas er, Bétadine en solution. 02
Air 08/02/2016 Chambre A1, A2, A3, A4, A5, A6, B1, 16

09/02/2016 B2, B3, B4, couloire, salle de soins,

salle des médecins.

Effluents 16/03/2016 Station d’épuration 04
Total 120

|.1. Prédévement de surfaces:

Les préléevements de surfaces sont effectués par la méthode d’écouvillonnage qui
consiste & frotter une surface de 25 cm? avec un écouvillon stérile préalablement humidifié
dans un bouillon nutritif. L’écouvillon est immeédiatement réntroduit dans le bouillon nutritif
et acheminer au laboratoire de microbiologie de I'université A/Mira de Béjaia puis incuber a
37 °C pendant 24 448 heures (French et al., 2004).

5
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|.2. Prélevement de I’air :

Les prélevements de I’air ont été effectués par la méthode de sédimentation en
laissant des boites contenant la gélose Mac Conkey ouvertes pendant 4h pour permettre a la
flore de l'air de sédimenté. Les boites sont acheminer au laboratoire de Microbiologie de
I'Université A/Mirade Bgaia puis incuber a 37°C pendant 48h (M erah, 2009).

|.3. Prédeévement des effluents:

Les échantillons d’eau hospitalier sont prélevés au niveau du collecteur principal des
eaux usee de I’hopital dans des flacons de 250 ml en verre stérile et transportés dans une
glaciere au laboratoire ou ils ont éé soumis immédiatement a I’analyse bactériologique
(Amezianeet al., 2013).

I1-1solement et purification

A partir du bouillon nutritif présentant un trouble apres 24 heures d’incubation, on

ensemence deux géloses Mac Conkey déja préparés :

v La premiére additionnée de 0.5 pg/ml d’ertapénéme pour sélectionner les bacilles Gram
négatives résistantes aux carbapénemes et de 16 pg/ml de vancomycine pour éiminer les

bactéries a Gram positif.

v' La deuxieme additionnée de 4 pug/ml de colistine pour sélectionner la résistance a la
colistine et de 16 pg/ml de vancomycine. Les boites ensemencées sont incubées a 37 °C

pendant 24 heures.

Apres incubation, les boites sont examinées selon I’aspect des colonies et chaque

type est réisolé sur gélose Mac Conkey pour purification et conservation.

[11-lIdentification

L'identification des souches isolées est réalisé en tenant compte des caractéristiques
morphologique selon I'aspect des colonies sur gélose Mac Conkey (couleur, taille, forme) et
de la coloration de Gram ainsi que I'utilisation d’une galerie biochimique classique (TSI,

citrate de Simmon, bouillon nitraté, Clark et Lubs, eau peptonée exempt d’indole, Urée)
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(Tableau N°2). La croissance a 44 °C est confirmée pour les souches d’Acinetobacter

baumannii.

TS

Citrate
de
Simmon
Bouillon
nitraté

Clark et
Lubs

Eau
peptoné
exempt
d’indol

7

Urée

Tableau N°I1 : Les tests d’identification biochimique

Ensemencement par des
colonies bactériennes de
la pente de la gélose par
des stries serrées, puis le
culot par piqure profonde
et centrale.

Incubation a 37 °C/ 24h.
Ensemencement par stries
séries de la pente.
Incubation a 37 °C/24h

du

bouillon a partir de la

Ensemencement

suspension bactérienne.
Incubation a 37 °C/ 24h.
Ensemencement du milieu
avec quelques gouttes de
la suspension bactérienne,
puis incubée a 37 °C
pendant 24h.
L’ajout de quelques
gouttes de la suspension
bactérienne au milieu.
Incubation a 37 °C/24h.
L’ajout de  quelques
gouttes de la suspension
bactérienne au milieu.

Incubation a 37°C/24h.

-Fermentation du glucose
- Fermentation du lactose
-Production de gaz
-Production d’H2S

du

comme une seule source de

-Utilisation Citrate

carbone
-Réduction des nitrates en

nitrite

- Mise en évidence des

voies fermentaire

-Production d’indole

-Présence de I’uréase

Lactose +: virage au jaune de la
pente.

Glucose + : virage au jaune du culot.
Gaz + : apparition de bulles d’air.
Production d’H2S:

du milieu.

noircissement

Citrate +: virage de la couleur verte
au bleu due a une I’alcalinisation.
Nitrate réductase +: virage au
rouge apres I’ajout des deux réactifs
NRI et NRII.

Nitrate réductase - : incolore

VP +: couleur rouge cerise apres
I’ajout du VPI et VPII

RM +: couleur rouge apres I’ajout
du réactif RM.

Indole +: apparition d’un anneau
rouge en surface aprés gout de
réactif Kovaks.

Uréase +: virage de la couleur du

milieu au rose cerise.




|V-Etude dela sensibilité aux antibiotiques

Matériel et méthodes

La sensibilité aux antibiotiques est testée par la méthode de I’antibiogramme standard

par diffusion sur gélose Mueller Hinton selon les recommandations définis par CA-SFM et
EUCAST (2013, 2015). Les différents antibiotiques testés sont présentés dans le tableau

NeIl.

Tableau N°I11 : Antibiotiques testés

Tobramycine  TOB 10 >17 <14  Aminoside Bioanalyse®
Céfoxitine FOX 30 >19 <15 C2G Bioanalyse®
Céftazidime CAZ 30 >22 <19 C3G HIMEDIA
Cefotaxime CTX 30 >23 <15 C3G HIMEDIA
Colistine CT 50 >16 <13 Polymyxine Bioanalyse®
Ertapéneme ERT 10 >25 <22 Carbapéneme  Bioanayse®
Imipénéme IPM 10 >22 <16 Carbapéneme  HIMEDIA
Aztréonam ATM 30 >24 <21 Monobactame  Bioanalyse®
Amoxicillinet  AMC 30 >19 <19 Aminopénicilli  HIMEDIA
clavulanate ne

IV.1. Préparation de I’inoculum et ensemencement des boites:

A partir d’une culture jeune, une suspension bactérienne est préparée en dissociant 4
a5 colonies dans 4 ml d’eau physiologique stérile (108UFc/ml). Des boites de Mueller Hinton
sont ensemencés avec cette suspension bactérienne par écouvillonnage puis les disques
d’antibiotiques sont déposés sur les boites a I’aide d’une pince puisincubées a 37 °C pendant
24h.

1V.2. Lecture:

Les différents diameétres des zones d’inhibition sont mesurés pour chaque antibiotique.
L’interprétation en Sensible (S), Intermédiaire (I) ou Reésistant (R) a é&té faite selon les criteres
définis par CA-SFM et EUCAST (2013, 2015).

o



Matériel et méthodes

V-Caractérisation de phénotypes derésistance

V.1. Recherchedela production de BL SE
a- DD-Test ou test desynergie

La recherche de la production d’une B-lactamase a spectre éendue (BLSE) est
réalisée uniquement pour les entérobactéries résistantes aux céphalosporinases de 3°™
génération : cefotaxime (CTX) et/ou ceftazidime (CAZ).

La production d’une BLSE est détectée par le test de la synergie qui consiste a placer
des disques de ceftazidime (CAZ), cefotaxime (CTX) et aztréonam (ATM) a une distance de
15 mm (centre a centre) d’un disque combine d’amoxicilline et d’acide clavulanique (AMC).
L’augmentation de la zone d’inhibition entre le disque d’AMC, C3G (CTX, CAZ) et/ou
aztréonam (ATM) indique la production d’une BLSE (Jarlier et al., 1988).

b- DD-Test ala Cloxacilline (250ug/ml)

Chez les souches naturelement productrices de céphalosporinase et chez les souches
productrices de céphalosporinases plasmidiques, la présence d’une BLSE peut etre masquée du
fait de I’induction de la céphalosporinase par I’acide clavulanique. Ces souches ont été testées
vis-aVvis du céfotaxime et ceftazidime en utilisant la gélose MH additionnée de la cloxacilline
(250 pg/ml). La comparison des diametres d’inhibition entre les boites avec et sans

cloxacilline perment de mettre en évidence la présence d’une BLSE (Drieux et al., 2008).

V.2. Recher che des car bapénémases

a- Letest deHodge

Le test de Hodge modifié (MHT) est sensible pour la détection des carbapénéemases,
mais ne fournit pas d’information sur le type de carbapénemase produit (Grall et al., 2011).

Un disque d’imipenéme est appliqué au centre d’une boite de Mac Conkey
préal ablement ensemencée avec la souche d’Escherichia coli ATCC 25922 (sensible atout les
antibiotiques). Ensuite, les souches a tester, un témoin positif correspondant a une souche

Klebseilla pneumoniae productrice d’une carbapénémase (KPC) et une souche sensible a
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I’imipénéme (E.coli ATCC 25922) comme témoin négatif sont ensemencées sur la gélose

sous forme de stries déposées a partir du disque I’imipénéme jusqu’a la périphérie de la boite.

Aprés incubation a 37°C pendant 24h, la déformation de la zone d’inhibition a
I’intersection entre un strie et la culture de E.coli indique la présence d’une carbapénémase
(Cuzon et al., 2010).

b-Carba NP test:

Le principe de ce test repose sur la mise en évidence d’une acidification du milieu
lors de I’hydrolyse de I’imipéneme par une carbapénemase. L’indicateur de pH 7 change de
couleur (du rouge au jaune) lorsgue le milieu devient acide, traduisant la présence d’une
carbapénemase (Bakour et al., 2015).

Protocole :
- Imipénéme (Tienam®) poudre pour solution injectable 1V.
- Tampon delyse : Cetyl Trimethly Ammonium Bromide (CTAB) (Sigma-Aldrich).
- Rouge de phénol en poudre.
- ZnS0Oy4, H0 en poudre (BIOCHEM CHEMOPHARMA).
La solution A (solution contenant I’indicateur de pH) est préparée comme suite :
1- Préparer une solution concentrée de rouge de phénol a 0.5%.
2- Mélanger 2 ml de la solution concentrée de rouge de phénol dans 16.6 ml d’eau
distillée.
3- Ajouter au mélange 180 pl d’une solution de ZnSO4 a10 Mm.
4- Ajuster le pH a7 avec une solution de NaOH (1N).
Pour détecter la production d’une carbapénémase, on procéde comme suite :
- Dans un tube Eppendorf, mettre 200 ul de tampon de lyse (CTAB 0.02%).
- Suspendre une ose calibrée (10ul) de colonies bactériennes dans le tampon de lyse et
vortexer 1 &2 min.
- Transférer 100 pul dans 2 tubes Eppendorf ‘A’ et ‘B’.
- Ajouter 100 ul de solution A dans le tube Eppendorf ‘A’ et 100 ul de la solution A+
imipéneme a 6mg/ml dans le tube Eppendorf ‘B’.
- Vortexer 5 sec puisincubé a 37 °C pendant un maximum de 2h.
Préparer les témoins positif et négatif a partir des souches de référence K. pneumoniae
productrice de carbapénémase et E.coli ATCC 25922 sensible (Bakour et al., 2015).
L’interprétation des résultats du carba NP test est représenté dans le tableau N°IV et la figure
2.




Matériel et méthodes

Tableau N°IV : Interprétation des résultats de Carba NP test (Bakour et al., 2015)

Rouge Rouge Pas de production carbapénémase
Rouge Orange/jaune  Production de carbapénémase
Jaune Jaune Non interprétable.

b-M éthode des disques combinés

Un antibiogramme est réalisé pour les souches résistante aux carbapénemes, des
disques d’imipéneme ou ertapénéme et de papier filtre sont déposés sur gélose Mueller Hinton

aune distance de 20mm.

On dépose 10 pl d’une solution d’EDTA (0.5 M, pH=8), 10 pl d’une solution de
cloxacilline (750ug) et 20 pl d’une solution d’acide boronique (400ug) sur les disques de
carbapénemes (imipénéme ou ertapénéme) (10ug) et sur les disques de papier filtre vierges
respectivement selon le schéma suivant (Figure 1) (Bartolini et al., 2014 ; CA-SFM, 2012 ;
Spyroset al., 2010).

IMP : Imipéneme.

AB : acide boronique.

O

IMP+EDTA Cloxa: cloxacilline.
EDTA : Ethyléne-diamine-

tétra-acétique.

O

Figure 1 : Disposition des disgues combinés

Aprés incubation a 37 °C pendant 24h, un résultat positif se traduit par une
augmentation de la zone d’inhibition d’au moins 5 mm entre le disque de carbapénémes

additionné d'inhibiteur (cloxacilline, EDTA et acide boronique) et le disque vierge additionné
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dinhibiteur. Les résultats sont confirmés par la mise en évidence d’une image de synergie
entre les deux disques (Tableau N°V).

Tableau N°V : Interprétation des résultats de la méthode des disques combinés

CarbapénémaseclasssA ~ + - + ;
Carbapénémaseclasse B (VIM, NDM-1) + + - -
Carbapénémase classe D ( OXA) + - - -
Céphalosporinase (AmpC) + imper méabilité ? - + +
Ni AmpC, ni KPC, ni MBL - - - -




Resultats




Résultats

|-Répartition des prélevements par sites

Durant cette étude, 120 prélévements ont été effectués au niveau du CHU de Khelil
Amran de Bejaia dont 100 prél evements sont effectués sur les surfaces, 16 sur I’air au niveau
de service de réanimation et 4 prélévements sur les effluents (canaisation de la station). Le

nombre de prélévements et de souches isolées par site est représenté dans le tableau N°VI.

Tableau N°VI : Nombre de prél évements et de souches isolées par sites

DT
T B
e

g

o

T

owan e

T

0 R

_ 1 2 100 pré évements de
T i
[ 1

_ 16 2 16 prélévement de I’air
_ 4 19 4 préléements d’eaux




Résultats

I1- Identification des souches bactériennes

I1.1. Répartition des souches par groupe bactérien et par especes
Sur un total de 46 souches de bacilles & Gram négatif isolées des différents prélévements :
» 27 souches ont été isolées en réanimation dont 14 souches ont poussées sur
milieu additionné d’ertapénéme et 11 souches sur milieu additionné de colistine.
» 2 souchesont été isolées de I’air sur gélose Mac conkey sans antibiotiques.
» 19 souches ont été isolées des effluents dont 9 souches ont poussées sur milieu
additionné d’ertapénéme et 10 souches sur milieu additionné d’imipéneme.

La répartition des souches par sites et par type de prél évements est représentée dans I’annexe
.

Sur la base des caractéres culturaux, la coloration de Gram et |es testes biochimiques,
30 souches appartennent au groupe des non fermentaires ont éé identifier dont 19
Acinetobacter baumannii (41,3 %) et 11 Pseudomonas aeruginosa (23,91%). Par ailleurs, sur
les 16 souches d’entérobactéries identifiées, 5 souches sont des Klebseilla pneumoniae
(10,86%), 6 souches sont des Klebseilla oxytoca (13,04%) et 5 souches sont des Enterobacter

sp. (10,86%). La répartition des souches en fonction d’especes est représentée dans la figure

2.
13,04% '

—

= Albaumannii = P.aeruginosa = K. pneumoniae = K. oxytoca = Enterobacter sp

Figure 2 : Répartition des souches par espéces
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Cette figure montre une prédominance des bacilles a Gram négatif non fermentaires
par rapport aux entérobactéries, dont la fréquence est probablement liée au caractére

nosocomial des infections dans lesquelles elles sont impliquées.
I1.2. Répartition des souches selon le site de pré evement

La répartition de 46 souches appartenant aux bacilles a Gram négatif en fonction de la nature

du prélévement est comme suiit :

v Prélévements des surfaces : le taux d’Acinetobacter baumannii isolée a partir ces surfaces
est plus important que celui des entérobactéries et de P.aeruginosa (34,78% A. baumannii,
10,86% P.aeruginosa, 10,86% Klebseilla pneumoniae et 2,17% Enterobacter sp.).

v Prélevements d’effluents : 6,52% des souches isolées sont des A. baumannii, 13,04% sont
des P.aeruginosa et 13,04% et 8.69% sont des K.oxytoca et Enterobacter sp.
respectivement.

v Pour les prélevements de I’air seulement de 2 souches K.pneumoniae ont été isolées a une

fréguence de 4,34%.

35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

I l Effluents
A A Air

A - Surfaces

m Surfaces ® Air = Effluents

Figure 3 : Répartition des souches selon la nature de prélevements
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[11- Etude delarésistance des souches aux antibiotiques

On remarque d’aprés le tableau N°VII que toutes les souches sont sensibles a la colistine est
compris les souches qui sont été isolées sur gélose Mac Conkey additionée de colistine. On
remarque également que les 46 souches éudiées expriment une résistance vis-avis de la

majorité des antibiotiques testés.

Tableau N° V11 : Profils de résistance des souches aux antibiotiques

A baumannii R 0 R S / R Bordure du lit
- P.aeruginosa 24 S 0 R 20 S / 28 S Radiateur
- P.aeruginosa 24 S 0 R 2 S / 28 S Etagére
- A. baumannii 0 R 0 R 19 S / 12 R Aspirateur
- P.aeruginosa 24 S 0 R 21 S / 28 S Cuvette
- P.aeruginosa 28 S 0 R 22 S / 3 S Climatiseur
- P.aeruginosa 24 S 0 R 20 S / 29 S Radliateur
- Enterobactersp 19 S 0 R 18 S 24 | 26 S Aspirateur
- A. baumannii 0 R 0 R 19 S / 14 R Table de chevet
- A. baumannii 0 R 0 R 18 S / 14 R Table de chevet
- A. baumannii 0 R 0 R 15 S / 15 R Bordure du lit
- A. baumannii 0 R 0 R 21 S / 15 R Scope
- A. baumannii 0 R 0 R 19 S / 16 R Brassard atension
- K.pneumoniae 7 R 0 R 19 S 30 S 28 S Brassard atension
- A. baumannii 0 R 0 R 19 S / 14 R Bordure du it
- A. baumannii 0 R 0 R 19 S / 13 R Drap du lit
- A. baumannii 0 R 0 R 18 S / 15 R Poignée de porte
- A. baumannii 0 R 0 R 18 S / 18 I Table de chevet
- K.pneumoniae 0 R 0 R 19 S 32 S 29 S Aspirateur
- K.pneumoniae 0 R 0 R 18 S 32 S 32 S Aspirateur
- A. baumannii 0 R 0 R 19 S / 14 R Bordure du it
- A. baumannii 0 R 0 R 19 S / 13 R Potence
- A. baumannii 0 R 0 R 19 S / 13 R Potence
- A. baumannii 0 R 0 R 20 S / 15 R Chariot d’urgence
- A. baumannii 0 R 0 R 19 S / 13 R Robinet
- Kpneumoniae 19 S 0 R 19 S 30 S 34 s Air
- K.pneumoniae 10 R 0 R 19 S 31 S 3 S Air
- P.aeruginosa 2 S 3 S 20 S / 1 R Effluents
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Souche

Enterobacter sp
A. baumannii
Enterobacter sp
K.oxytoca
P.aeruginosa
P.aeruginosa
P.aeruginosa
K.oxytoca
P.aeruginosa
K.oxytoca
Enterobacter sp
P.aeruginosa
A. baumannii
Enterobacter sp
A. baumannii
K.oxytoca
K.oxytoca
K.oxytoca

I11.1. Résistance des souches non fermentaires aux antibiotiques
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Résultats

Site de prélevement

Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents

La figure 4 montre que toutes les souches d’Acinetobacter baumannii présentent une

résistance aux B-lactamines (ceftazidime et imipéneme), et presque la totalité des souches

(17/19) sont résistantes a la tobramicyne. 6 souches de P.aeruginosa sont résistantes a la

ceftazidime et seulement 4 sont résistantes a I’imipénéme. Aucune souche n’est résistante a la

tobramicyne et n’est alacolistine.
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20
15
10
. A
. P
CAZ IMP TOB CT

B Abaumannii  ® P.aeruginosa

Figure 4 : Nombre de souches non fermentaires résistantes aux antibiotiques

I11.2. Résistance des entérobactéries aux antibiotiques testées

Selon la figure 5, la majorité des entérobactéries sont résistantes a la ceftazidime
(15/16) et 8 souches sont résistantes et ou intermédiaires aux carbapénémes. La moitié des
entérobactéries sont résistants ala tobramicyne et aucune souche n’est résistante a la colistine.

100
80

93.7
60
40 3
2 i P
0
CAZ ERT IMP TOB CT

Figure5: Taux de résistance de souches d’entérobactéries aux antibiotiques testés
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Résultats

| V-Déter mination des phénotypes de résistance aux -lactamines

1V.1. Production de BL SE

Le DD-test sur gélose MH est négatif pour toutes les souches testées. Par contre, le
test de synergie sur gélose MH + cloxacilline a permis de révéler une hyperproduction d’une

céphal osporinase chez une souche d’Enterobacter sp. (AR 74).

Absence d’image de synergie Hyperproduction d’une céphalosporinase
(K. pneumoniae AR 90) (Enterobacter sp. AR 74)

Figure 6 : Résultats du DD-test sur gélose MH additionnée de cloxacilline

IV.2. Production de carbapénémase

a. Hodgetest et Carba NP test

La production de carbapénémase est mise en évidence chez 28 souches rési stantes ou
intermédiéres aux carbapénemes (IMP et ETP) par le test de Hodge et |le carba NP test. Les

résultats sont présentés dans le tableau N°VIII.




Résultats

Tableau N°VIII : Nombre de souches productrices de carbapénémases caractérisées par

chague test

Hodge test

Carba NP test

24128

Parmi les 28 souches testées, e Hodge test est positif pour 20 souches, par contre, le

carba NP test est positif pour 24 souches, ce qui confirme la fiabilité de carba NP test dans la

détection des carbapénémases. Les résultats positif des deux tests sont représentés dans la

i - - « 5 &

figure7.

Test de Hodge positif Carba NP test positif
A.baumannii (IF42) A.baumannii (1F42)

Figure 7 : Résultats positif de la production de carbapénémase

b. Test desinhibiteurs

Le test des inhibiteurs a permis de mettre en évidence 3 souches productrices de

carbapénémase de classe A, une souche résistante par un mécanisme non enzymatique et 22

souches productrice d’une carbapénémase de classe D associée a une céphalosporinase

(OXA-liketAmpC), et 2 souches productrice d’une céphalosporinase associée a une

imperméabilité (Annexe V). La répartition de ces souches est représentée dans le tableau

Ne°IX.




Tableau N°IX : Phénotypes probables de résistance au carbapénemes

Résultats

M

EF,2 Enterobacter sp. - + - o+ - CabadeclasseA |
AR 77 A  Abaumannii A + + + A - A OXA-liketAmpC
EF32 Enterobacter sp. + + - + + + + OXA-liketAmpC
AR 88 A.baumannii s + + + + + + OXA-liketAmpC
IF,1 P.aeruginosa - + + + + + + OXA-liketAmpC
AR 15 A.baumannii i + + + + + + OXA-liketAmpC
AR 83 A.baumannii + + + + + + + OXA-liketAmpC
IFs2 K.oxytoca A + + - - - - Non enzymatique
AR 84 A.baumannii + + + + + + + OXA-liketAmpC
AR 87 A.baumannii A + + + A A A OXA-liketAmpC
AR 99 A.baumannii + + + + + - + OXA-liketAmpC
AR 79 A.baumannii i + + + + + + OXA-liketAmpC
AR 80 A.baumannii + + + + + + + OXA-liketAmpC
AR 97 A.baumannii i 5 5 - i + - Carba de Classe A
EF;1 Enterobacter sp. + + + + + - + OXA-liketAmpC
AR 82 A.baumannii A + + - A A A OXA-liketAmpC
AR93A  Abaumannii + + + + + - + OXA-liketAmpC
EF34 A.baumannii s + + + + + + OXA-liketAmpC
AR 93B  A.baumannii + + + - - + + AmpC+Imp

IF3l K.oxytoca - + + + + + + OXA-liketAmpC
IF,3 P.aeruginosa - + + - + + + OXA-liketAmpC
AR 74 Enterobacter sp. s + - / / s - Hyper AmpC+ Imp
IF3 A.baumannii + + + + + + + OXA-liketAmpC
IF1 K.oxytoca + + + - - - + AmpC+Imp

IF2 P.aeruginosa - + + - + + + OXA-liketAmpC
IF,2 A.baumannii + + + + + + + OXA-liketAmpC
AR 05 A.baumannii + + + + + + - Carbadeclasse A
AR 77B  A.baumannii + + + + + + + OXA-liketAmpC
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Discussion

L'environnement hospitalier constitue une niche écologique important de
microorganismes qui pourraient avoir une signification cliniques (De Abreu et al., 2014). Ce
réservoir peut ensuite étre prolongée par des vecteurs tels que la turbulence de I'air, I'humidité
sous forme d'aérosol, les mains souillé non lavée ou le contact direct avec des surfaces ou du

matériel et équipement contaminées (Dancer, 2004).

Notre étude effectués au niveau du CHU Khelil Amran de Bejaia montre la présence
de souches de bacilles a Gram négatif sur des surfaces en contact avec les patients (bordure du
lit, drap de malade, table de chevet...) et suggere que leur flore endogene peut étre impliquée
dans la contamination de ces derniéres. En outre des souches sont également isolées des
surfaces en contact avec le personnel (brassard a tension, poignée de porte, chariot d’urgence,
aspirateur...) et suggere I’implication de ce dernier dans la transmission des germes d’un
patient a un autre (Talon, 1999).

Il a éé montré que certains antiseptiques telles que le chlore hexidine ou
d'hexamidine ont moins d'efficacité sur les souches de Klebsiella sp que sur d'autres bactéries
telles que E.coli (Grare et al., 2010) et que I'efficacité des agents antibactériens utilisés dans
I'entretient des locaux, du matériel et des équipements reste toutefois variable d'une
application a une autre. En effet, si pres de 100% des cellules se trouve a I'état planctonique
peuvent étre éliminées, ce rendement est moindre sur des cellules adhérente ou en biofilms, ce
qui peut expligue les résultats que nous avant obtenu (Allian, 2004).

Plusieurs travaux nationaux et internationaux on rapportés la contamination par des
souches d'A. baumannii, de P. aeruginosa et de K. pneumoniae de I'environnement proche des
patients telles que les poigneées, les draps, bordure du lit et les couvertures et des égquipements
médicaux telles que les stéthoscopes, moniteur de fréguence cardiaque, table d'opération et de
compresses utilisée lors d'une opération chirurgicale. Ces souches sont capables de survivre
pendant des mois sur des surfaces inanimeées et sont fréquemment isolées de patients atteints
d'infections nosocomiae (Touati et al., 2007 ; Touati et al., 2010 ; Obeidat et al., 2014 ;
Stoesser et al., 2014 ; Zenati et al., 2016).

Nos résultats montrent une émergence de BGN multirésistants dans I’environnement
de nos établissements de santé ou un taux de (58,7%) est retrouvé au niveau de la réanimation
et un taux de (41,3%) dans les prélevements d'effluents hospitalier. Ceci signifie qu'il existe

un besoin urgent de comprendre |'épidémiologie de ces microorganismes pathogenes, y
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compris la mesure dans laguelle des surfaces contaminées contribuent a leur transmission
(Otter et al., 2011).

Notre étude a montré qu’a partir des prélevements effectués au niveau du service de
réanimation, Acinetobacter baumannii représente 59,26 % des souches isolées suivie des
entérobactéries avec 22,22% et enfin de Pseudomonas aerogenosa avec 18,52%. Les
différents réservoirs potentiels de ces bactéries sont les patients eux-mémes, le personnel
soignant, le matériel médical et I'environnement (Weber et al., 2010). Les bactéries a Gram
négatif non fermentaire sont considérées comme des pathogenes opportunistes, émergeants et
multirésistants. Le plus souvent, ils sont responsables d’infections nosocomiales difficiles a
controler et atraiter, en particulier dans les unités des soins intensifs (Peleget al., 2008).

La majorité des souches Acinetobacter baumanii isolées des surfaces présentent un
profil de résistances similaires qui peut étre due a une dissémination clonale au niveau du
service de réanimation ou effectivement le personnel soignant a signalé la présence de
plusieurs infections causées par cette bactérie et qui montent une multirésistance aux
antibiotiques utilisés dans le traitement (imipénéme). Acinetobacter baumannii est une
bactérie aérobie stricte souvent responsable d’épidémies d’infections nosocomiales dans les
services de soins intensifs. La survenue d’épidémie est favorisée par sa tolérance a la
dessiccation et son antibiorésistance (Héritier et al., 2005). Elle peut persister longtemps
dans I’environnement hospitalier et sa transmission est principalement manuportée (Y eom et
al., 2013).

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportées par Bellache et Y ous en 2013 sur
la prédominance de souches d’A. baumanii (61.11%) par rapport aux entérobactéries isolées
de I’environnement hospitalier au niveau de CHU Khlil Amran de Béaia. Et avec ceux
rapporté par Yaici et Zakar en 2012 qui ont rapportées un taux de 52,31% isolées a partir des
surfaces de I’hopital de Frantz Fanon de B&aia dans des études en vue de I’obtention du

dipldme Master.

L’air joue un réle important comme un vecteur des microorganismes de patient a
patient, dont la présence de 2 souches Klebseilla sp. dans I’air confirme que ce dernier est
auss impliqué dans latransmission des germes (Largus et al., 2005).

2



Discussion

Les effluents hospitaliers ont la particularité d’étre trés dangereux en raison des
microorganismes qu’ils pourraient disséminer ; le danger est plutét lié a la résistance de
certaines bactéries aux antibiotiques. Ces eaux usées sont réutilisés dans I’irrigation des
diverses cultures maraichéeres et arboricoles et peuvent provoguer des infections (Ameziane et
Benaabidate, 2012).

Durant cette étude, 19 souches ont été isolées a partir des prélévements des effluents
avec une fréquence d’isolement de 41,3%. Le niveau de contamination des effluents est tres
variable selon I’heure, le jour ou le débit au moment du prélevement. Sur le plan
microbiologique, |es concentrations en germes sont plus faibles dans les effluents hospitaliers
gue dans les effluents urbains, ce qui est probablement lié a des concentrations plus élevées en
désinfectants et antibiotiques (Dar sy et al., 2002).

Les effluents hospitaliers sont caractérises par la présence de bactéries
multirésistantes aux antibiotique et aux autres substances antibactériennes (Ameziane et al.,
2013). La presence des produits d’entretien notamment les produits chlorés, dont le plus
courant est I’eau de javel, et d’autres produits toxiques tels que les produits désinfectants et
antiseptiques qui relevent des activités de soin, en forte concentration dans les rejets d’un
hopital serait a I’origine de I’atténuation de la concentration de la flore bactériennes présente
dans I'analyse des effluents hospitalier (Ameziane et Benaabidate, 2012).

Les mécanismes de résistance aux antibiotiques émergents et importants chez les
bacilles Gram négatif sont les 3-lactamases a spectre élargi (BLSE), les carbapénémases, et
les méthylases de I’ARN 16S qui conférent une résistance aux aminosides. Ces déterminants
de résistance conferent d’emblée une multirésistance aux antibiotiques. Ils sont observés chez

les entérobactéries, les P. aeruginosa et A. baumannii (Nordmann et al., 2014).

Dans notre travail, toutes les souches d’A.baumannii présentent un taux de résistance
de 100% vis-a-vis de I’imipénéme. Ce taux est similaire avec celui rapporté par Zenati et al.
(2016) qui ont trouvés un taux de 91,04% chez des souches environnemental d’A.baumannii
isolées de deux CHU en Algérie a partir des surfaces, du matériel médical et des mains du
personnel soignant et que le mécanisme génétique de résistance a cette molécules est la
production d'une carbapénemase de la classe D représenté par I'OXA-23 et de la classe B

représenté par lesNDM-1.
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Discussion

Les souches de P. aeroginosa isolées dans notre étude, ont montré des taux de
résistance vis-a-vis des [-lactamines utilisées a savoir 54,54% pour la CAZ et 36,36% pour
imipéneme et aucune résistance n'a été détectée a tobramycine. Le principa mécanisme par
lequel P.aeruginosa acquiert une résistance aux carbapénémes est la réduction de la
perméabilité par la perte de la porine OprD, voie préférentielle de pénétration des
carbapénemes (Livermore, 2002). Cette perte de porine est en effet responsable d’une
augmentation de la CMI, rendant la souche intermédiaire ou résistante aux carbapénemes.
Lorsqu’elle s’accompagne de I’hyperproduction de la céphalosporinase (AmpC) ou de
I’hyperexpression du mecanisme d’efflux mexAB-oprM, les CMI peuvent étre encore plus
élevées (Qualeet al., 2006).

Toutes les souches non fermentaires isolées durant cette étude sont sensibles a la
coligtine. La grande sensibilité a la colistine parmi nos souches en fait parfois la seule
aternative thérapeutique disponible. Malgré ses effets secondaires, notamment néphro et
neurotoxiques, cette molécule est utilisée avec succes dans le traitement de bactériémies a A.
baumannii e a P. aeruginosa multirésistants en association avec dautres familles
d'antibiotiques (Saidani et al., 2006).

La résistance des entérobactéries aux [3-lactamines et aux autres antibiotiques est
souvent liée a une résistance plasmidique transférable entre les especes. Cette résistance est
associé aux [3-lactamases a spectre éendu (BLSE) en particulier 1a famille CTX-M et les
carbapénémases de classe A (KPC), de classe D (OXA-48) et de classe B (VIM, IMP, et
NDM-1) (Buch, 2010) Les mécanismes de résistance aux carbapénemes différent selon les
bactéries. 1l s’agit soit d’une résistance enzymatique liée a la production de carbapénémases,
chromosomique ou plasmidique, soit d’une résistance non enzymatique par imperméabilité ou
par efflux (Zahar et al., 2011).

Le test de Hodge, le carba NP test, le DD-test et le test des inhibiteurs ont permis de
mettre en évidence 22 souches productrice d’une carbapénémase associée a une
céphalosporinase (Carbat+tAmpC) (16 A.baumanni, 2 Enterobacter sp., 3 P. aerogenosa et 1
souche de K.oxytoca), 2 souches productrices de carbapénémase de type KPC (une souche
d'Enterobacter sp. et une souche A. baumannii) et une souche de K. oxytoca résiste au
carbapéneme par un mécanisme non enzymatique. Une souche d’Enterobacter sp. est révélé

hyperproductrice d’AmpC.
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Discussion

Bien que le mécanisme de résistance aux carbapénemes le plus répandu chez A.
baumannii corresponde a I’acquisition de carbapénémases, ou a la surexpression de I’OXA-
51 chromosomique par insertion d’ISAbal, des mécanismes de résistance non enzymatiques
existent (Turton et al., 2006). Le role de la porine CarO et celui d’une autre protéine de
43kDa (OprD-like) ont été déemontrés dans la résistance a I’imipénéme (Nordmann., 2010).
Par ailleurs, la surexpression du systeme d’efflux AdeABC semble pouvoir affecter I’activité
des B-lactamines, en particulier en association a d’autres mécanismes (Grall et al., 2011).
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Conclusion

Au cours de cette étude qui s’est déroulée au niveau du service de réanimation du CHU de
Béaia, les résultats que nous avons obtenus montrent que I’environnement hospitalier
(surfaces, air et effluents) peut constituer un réservoir potentiel de BGN multirésistants aux

antibiotiques.

Sur les 120 prél évements effectués au niveau des surfaces, air et effluents, 46 souches de
bacilles a Gram négatif ont été isolées et identifiées, dont 19 Acinetobacter baumannii, 11
Pseudomonas aerogenosa et 16 appartiennes aux enterobactéries (6 K.oxytoca, 5

K.pneumoniae et 5 Enterobacter sp.).
Larésistance des souches vis-a-vis des antibiotique a montreé que :

v Toutes les souches d’Acinetobacter baumannii sont résistantes aux 3-lactamines
(ceftazidime et imipénéme). Presque toutes |es souches sont résistantes ala
tobramicyne (17/19).

v Les souches de Pseudomonas aerogenosa présentes une résistance aux [3-lactamines
testés, 6/11 vis-a-vis de la ceftazidime et 4/11 vis-avis de I’imipéneéme. Aucune
souche n’est résistante a la tobramicyne.

v Presgue latotalité des entérobactéries sont résistants au ceftazidime (15/16), 8 souches
sont résistantes et ou intermédiaires aux carbapénemes. 8 souches sont résistantes ala
tobramicyne.

v" Toutes les souches isol ées sont sensibles ala colistine.

La recherche de phénotypes de résistance aux -lactamines a permis de détecter la production
d’une carbapénémase associée a une hyperproduction d’une céphalosporinase (AmpC) chez
22 souches, 3 souches productrices de carbapénémase de classe A (KPC), 2 souches

productrice d’une AmpC associée a une imperméabilité et une souche non enzymatique.

Ces resultats montrent que I’environnement hospitalier dans la région de Béjaia est
fréeguemment contaminé par les bacilles & Gram négatif multirésistants en particulier
Acinetobacter baumannii, et quil peut ére une source potentielle de ces bactéries. Ces
résultats nous incitent a proposer des recommandations au sein des structures sanitaires. Il
s’agit particulierement du renforcement de I’application des mesures générales d’hygiene, et
plus précisément I’hygiéne des malades et de I’environnement hospitalier, de la sensibilisation
du personnel hospitalier concernant ce risque sous-estime et de la nécessité d'une surveillance

adéquate des souches BMR dans I’environnement les hépitaux algériens.




Conclusion

Les résultats de notre étude restent préliminaires et méritent d’étre compl éter par :
v La détermination de I’évolution de la contamination de I’environnement hospitalier
dans le temps.
v' L’élargissement de I’étude sur toute la flore environnementale pour inclure les
bactéries a Gram négatif pour déterminer |es places des BMR parmi ces germes.
v L’étude moléculaire pour déterminer les mécanismes impliqués dans la résistance aux

antibiotiques.
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Annexes




Annexe I : composition des milieux de culture (pour 1L d’eau distillée)
(Guiraud,2003)
Bouillon nutritif

PEPLONE. ... e e e e 10g
Chlorure de sodium. ..ot e e e e e e e a2, 0D0
EXIrait de VIANGE. .. ..ot e e e e e e 05g
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T 010 0 (o =T T 179
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ROUQGE NBULIE. .. . e e e e ettt eaeee e eeen22.0,030
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Gélose TSI (TreeSugar and Ion)

Extrait viande a8 DORUF........c..o o 03g
T2 0 (S L 1 P 03g
[ 0] 0] 0 T= 1Y/ 01 o (1= 209
Chlorure de Sodium..........ouiie i e e e e e e e e e eee200.0D0)
O (S (= 01U PSRN 0.3g

Thiosulfate de sodium...........ovi i e e e e 222.0.30
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Milieu de Citrate de Simmons

Citrate de SOdIUM ... ... i e e e e e e e e e a2 2.020
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Sulfate de Magn@SiUmM. .. ..ot e e e e e e nen e ene 220,20
Phosphate mon0ammMONIAQUE. .. .......uue et e e e e e e e ee e eaeeae e Olg
Phosphate DIPOtaSSIQUE. .. ... ..t e e e e e e e e e n e 0.01g

Bleu de bromothymol..........oo o 0.08g

Bouillon nitraté



BoUIION NUETTTIT. .. oo e e e e e e e e

AN T 0 L 10 e 3 [ 19

Peptone exempte d’iNdole.........oovii e, 159

Chlorure de SOOIUM ... ... e e e e e e e e e e e e ens 59

PH:7.2

L-trYPtOPNANE. .. e

Milieu Urée-Indole

.03g

Phosphate MONOPOtASSIQUE. .. ... uevee v et et e e e et e e e e e eae et eae e aenas 0lg

Phosphate DIPOtaSSIQUE. .. .. v e e e e e e e e e e e e rae e 0lg

Chlorure de SOOIUM ... ... e e e e e e e e e e e e aeeens 059

ALCO0L A 05 .. e 10ml

Rouge de phénol..........coii i e e e e el O

PH :7

Peptone trypsique de VIaNde.........covvieiiiii i e e
Phosphate DIpotasSIQUE. .. ... e e e e e e

GHUCOSE. . . e e e e e e e e e e e e e e e

PH 7

Milieu Clark -Lubs

Gélose nutritive

.05g
.05g

.06g

EXtrait de Viande. ... ..o 05g



=T 0] (0] 0T

ChIorure de SOOIUM . .. . e e e e e e e e e

Composition des réactifs utilisés
Réactif de Griess (NRI et NRII)

NRI

Acide sUlfaniliqQUe. .. ..o

ACIAE aCEIIQUE BN ... ... e e e e e e

NRII

DIimé&thylamine..........c.oviii i e e ee e e e e a2 0

ACIAE aCBHIQUE BN ... oot e e e e e e

Réactif de Kovacs

P-dimétylaminebenzaldéhyde...............ccooviii i
Acide ChloridriqUe... ...

AlCOOl aMYIQUE. .. ..o et

Réactif de Voges-Proskauer (VPI-VPII) :

VPI

O-NAPNEOL . .. e e

ALCCOl A0 . . e e

VPII

10g

0.8ml

100ml



NaOH 4N

Rouge de méthyle (RM)

Rougedeméthyle..........c.cooii i i ne e en 22 O,

AlCOOl ENYHIQUE A B0 F0.....c..eeeeeeeeeieeeie ettt teeeesreesneennens



Annexe II : Sites de préléevements des souches isolées de
Cenvironnement hospitalier

Tableau N°1 : sites de prélévements des souches isolées au niveau du CHU de Béjaia

- AROL B 02 Poignée de porte

 ARO2 B 02 Interrupteur - -
~ ARO3 B 02 Poignée de fenétre - -
 ARO4 B 02 Poignée d'armoire - -
- ARO5 B 02 Bordure du it + -
- ARO06 B 02 Drap du lit - -
~ ARO7 B 02 Table de chevet - -
AR08 B 02 Radiateur - “
~ ARO09 B 02 Bordure du lit 02 E -
 AR10 B 02 Etagére + -
~ AR11 B 02 Tableau d'affichage - -
- AR12 B 02 Tuyauterie aspirateur - -
~ AR13 B 02 Piége d'eau - -
 AR14 B 02 Tuyauterie aspirateur 02 - -
~ AR15 B 02 Aspirateur + -
 AR16 B 02 Scope - -
 AR17 B 03 Poigné porte - -
 AR18 B 03 Interrupteur - -
 AR19 B 03 Poigné fenétre - -
~ AR20 B 03 Barboteur oxygéne - -
 AR21 B 03 Table de chevet - -
- AR22 B 03 Drap du lit - -
 AR23 B 03 Bordure du it - -
 AR24 B 03 Tableau d'affichage - -
AR5 Couloir Chariot de soins - -
 AR26 B 03 Radiiateur - -
 AR27T B 03 Etagére - -
 AR28 Couloir Chariot pansement - -
- AR29 Couloir Bétadine solution E -
- AR30 B 03 Aspirateur - -
~ AR31 B 03 Tambour boite &instamment - -
- AR32 B 03 Scope - -
 AR33 B 03 Pince - -
 AR34 B 03 Aspirateur - -
 AR35 B 04 Poigné porte + -
 AR36 B 04 Interrupteur - -
- AR37 B 04 Poigné fenétre - -



B 04
B 04
B 04
Couloir
Couloir
Couloir
Toilette
Toillette
Toillette
Salle de nettoyage
Couloir
Couloir
Salle de nettoyage
Couloir
B 01
B 01
B 01
B 01
B 01
B 01
B 01
Couloir
Couloir
Couloir
Sdlle de medecins
Salle de medecins
Sdlle de medecins
Sdlle de medecins
Salle de medecins
Salle de medecins
Sdlle de medecins
Sdlle de medecins
Salle de medecins
A 01
A 01
A 01
A 01
A 01
A 01
A 02
A 02
A 02
A 02

Chaise

Multiprise

Bordure du lit

| nterrupteur
Distributeur désinfectant
Paravent

Poigné porte
Cuvette

Manche

Eau distillé humidificateur
Climatiseur

Poigné porte 02
Palliasse

Bordure de fenétre
Laryngoscope
Défibrillateur
Réanima
Aspirateur mobil
Brancard d'urgence
Radiateur
Désinfectant des mains
Poigné porte principale
Tééphone
Radiateur

Bureau médecins
Poigné porte
Ordinateur
Stéthoscope

Chaise

Téléphone

Tableau d'affichage
Radiateur

Casier

Poigné porte

Table de chevet
Bordure du lit
Aspirateur
Barboteur oxygéne
Interrupteur

Table de chevet
Aspirateur

Bordure du lit
Scope



A 02
A 02
A 03
A 03
A 03
A 03
A 04
A 04
A 04
A 04
A 04
A 04
A 05
A 05
A 05
A 06
A 06
Couloir
Couloir
Toillette
Toillette
B 01
B 02
B 03
B 04
A 01
A 02
A 03
A 04
A 05
A 06
Sdlle de soins
Salle de medecins
Couloir
Couloir
Couloir
Couloir

Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration

Piege d'eau
Brassard atension
Bordure du lit
Drap du lit

Scope

Seringue éectrique
Poigné porte
Table de chevet
[nterrupteur
Aspirateur
Aspirateur
Etagere

Bordure du lit
Potence

Tableau d'affichage
Poigné de fenétre
Drap du lit
Chariot d'urgence 02
Réanima

Robinet

Poigné porte

Air

Air

Air

Air

Air

Air

Air

Air

Air

Air

Air

Air

Air

Air

Air

Air

Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents



Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration
Station d'épuration

Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
Effluents
| Effluents



Annexe II : Résultats d’identification biochimique des entérobactéries
par la galerie classique

Tableau N°2 : Résultats d’identification biochimique des entérobactéries par lagalerie
classique

K.pneumoniae  +  + + + +
I€ | Kpneumoniae  + @ + + - + + + - -
'AR74  Enterobactersp +  + + - + - + - -
'AR82 | K.pneumoniae  +  + + - + + + - -
'AR90A K.pneumoniae  +  + + - + + + - -
TAR9B | K.pneumoniae  +  + + - + + + - -
'EF11  K.oxytoca + + + 5 + + + + B
'EF33  K.oxytoca + + + - + + + + -
"IF11  K.oxytoca + + + 5 + + + + B
'EF22  Enterobactersp +  + + - + - + - -
'EF32  Enterobactersp +  + + - + - + - -
'EF12  K.oxytoca + + + - + + + + -
'EF31  Enterobactersp +  + + - + - + - -
FIF82 K.oxytoca + + + 5 + + + + 2
'IF22  Enterobactersp +  + + - + - + - -
'EF13  K.oxytoca + + + 5 + + + + 2



Annexe I'V :Résultats de Hodge test et carba NP test des souches
testees

Tableau N°3 :Résultats de Hodge test et carba NP test des souches testées

Enterobacter sp + +
"AR7ZA " Abaumannii " ;
[EFs2 | Enterobacter sp + +
ARS8 Abaumannii " ;
AFL T Pseudomonas sp + +
'AR15 " Abaumannii " ;
'AR8 | Abaumannii + +

Klebseilla sp - -
VARBAN A baumannii + ,
'AR87 | Abaumannii + +
TAR99 | Abaumannii + +
'AR79 | Abaumannii + +
TAR80 | Abaumannii + +
'AR97 | Abaumannii - +

Enterobacter sp + +
'AR82 " Abaumannii i ;
TAR9BA | Abaumannii + +
'AR93B | Abaumannii - :

Klebseilla sp + +

Pseudomonas sp - +

Enterobacter sp / /
AF8 | Abaumannii + +
AL Klebssillasp - -
JF2 | Pseudomonassp : +
NEZ2 A baumannii + ;
'ARO5 | Abaumannii + +
TAR77B | Abaumannii + +
"EE " Abaumannii " ;



Annexe 'V : Diamétres des disques combinés (test des inhibiteurs)

Tableau N°IV : Diamétres des disques combinés (test des inhibiteurs)

"EF22  Enterobacter sp. 30 0 6 CarbadeclasseA
AR 77 A  Abaumannii 30 30 0 16 18 2 6 13 7 OXA-like

EF32 Enterobacter sp. 20 20 0 10 22 12 6 20 14 OXA-liket AmpC
AR 88 A.baumannii 30 30 0 12 16 4 6 17 11 OXA-like +AmpC
IF21 P.aeruginosa 30 34 4 9 25 16 8 19 11 OXA-liket AmpC
AR 15 A.baumannii 30 30 0 12 19 7 6 15 9 OXA-liketAmpC
AR 83 A.baumannii 30 30 0 9 15 6 6 11 5 OXA-like +AmpC
IF32 K.oxytoca 28 28 0 11 11 0 9 13 4 Non enzymatique
AR 84 A.baumannii 29 29 0 10 17 7 6 14 8 OXA-like + AmpC
AR 87 A.baumannii 29 29 0 8 18 10 6 14 8 OXA-like +AmpC
AR 99 A.baumannii 29 29 0 12 13 1 6 14 8 OXA-liketAmpC
AR 79 A.baumannii 27 30 3 6 16 10 6 14 8 OXA-liketAmpC
AR 80 A.baumannii 26 26 0 10 19 9 6 12 5 OXA-liketAmpC
AR 97 A.baumannii 28 32 4 16 22 6 15 15 0 Carbadeclasse A
AR 82 A.baumannii 31 31 0 16 22 6 6 13 7 OXA-liketAmpC
AR93B  Abaumannii 30 30 0 16 18 2 6 14 8 AmpC + Imp
AR93A  Abaumannii 30 30 0 16 22 6 6 18 12 OXA-like + AmpC
IF31 K.oxytoca 10 14 4 6 14 8 6 14 8 OXA-like + AmpC
IF23 P.aeruginosa 40 40 0 15 30 15 9 23 14 OXA-like + AmpC
AR 74 Enterobacter sp. 30 30 0 20 23 3 20 24 4 Hyper AmpC + Imp
EF31 Enterobacter sp. 27 27 0 6 6 0 6 12 6 OXA-like + AmpC
IF11 K.oxytoca 24 24 0 11 11 0 6 13 7 AmpC + Imp

IF12 P.aeruginosa 32 32 0 12 19 7 6 11 5 OXA-like + AmpC
IF42 A.baumannii 30 30 0 10 16 6 6 12 6 OXA-like+ AmpC
EF34 A.baumannii 28 28 0 11 16 5 6 14 8 OXA-like + AmpC
IF13 A.baumannii 28 28 0 9 18 9 6 12 6 OXA-like + AmpC
AR 05 A.baumannii 30 30 0 11 16 5 8 12 4 Carbadeclasse A
AR 77B  Abaumannii 30 30 0 10 15 5 6 13 7 OXA-like + AmpC







Résumé:

Objectif . Caractérisation de phénotypes de résistance aux [-lactamines des souches de
bacilles a Gram négatif isolées de I’environnement hospitalier du CHU Khelil Amran de
Begaa

Méthode : 120 prélevements ont été effectues a partir de I’environnement hospitalier (surface,
air, effluent), I’isolement a été fait sur deux gélose de Mac Conkey, la premiére additionnée
d’ertapénéme a 0.5 ug/ml et de vancomycine a 16 pg/ml, la deuxiéme additionnée de colistine
a 4 pg/ml et de vancomycine a 16 pg/ml. Les souches isolées ont fait I’objet d’une
identification et d’une caractérisation de la sensibilité vis-avis des B-lactamines et d’autres
familles d’antibiotiques. Les phénotypes de résistance aux -lactamines ont été étudiés.

Résultat : Au total, 46 souches de bacilles a Gram négatif ont été identifiées dont 19 souches
sont des A. baumannii,11 souches de P. aeruginosa et 16 souches d’entérobactéries. L’étude
de la sensibilité aux antibiotiques a révélé que presgue toutes les souches d’A.baumannii  sont
résistantes au ceftazidime et imipénéme. 22 souches sont productrices de carbapénemase
associe a une céphalosporinase hyperproduite (AmpC) et 3 souches sont productrices de
carbapénémase de classe A. 2 souches sont productrices d’une céphalosporinase associée a
une imperméabilité et une souche résistante aux carbapénémes par un mécanisme non
enzymatique.

Mots clées: environnement hospitalier, résistance, carbapénémase, bacilles Gram négative,
BLSE.

Summary:

The aim of this study : was to characterize the phenotypic resistant mechanisms of B-lactam
determinant in Gram negative bacilli isolated from the hospital environnement (surface, air,
effluent) from Khelil Amran in Bgaia hospital.

Methodology: 120 samples were taken from the hospital environnement (surface, air,
effluent). The sample was plated in Mac ConKey agar, the first supplemented with ertapenm (
0.5 pg/ml), and vancomycine ( 16 pg/ml), the second supplemented with colistine (4 pg/ml )
and vancomycine (16 pg/ml). The identification and the characterization of the sensitivity to
B-lactam and other antibiotics and the phenotype of resistance to 3-lactam were studied.

Resultat: A total 46 strains of Gram negative bacilli were identified in which 19 strains are A.
baumannii,11 strains are P. aeruginosa and 16 strains are enterobacteria. The study of
antibiotic susceptibility showed that all strains of A. baumannii are resistant to ceftazidim and
imipenem. 22 strains were found to producing carbapenemase associated to the
hyperproduction of cephal osporinase and 3 strains were producing carbapenemase type KPC.
2 strains were producing cephal osporinase associate to impermeability, and one strain were
resistant to carbapeneme by non enzymatique mechanisme.

Keywords: hospital environment, resistance, carbapenemase, Gram negative bacilli, ESBL.
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