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Résume

Les infections nosocomiales (IN) constituent un probléme majeur de santé publique
par leur codt ainsi que par la mortalité qu’elles engendrent. L’objectif de cette étude est
d’estimer la prévalence des IN et d’identifier les microorganismes responsables et
I'évolution de Résistance aux antibiotiques. Notre étude est menée au laboratoire de
bactériologie de 1’hopital Mohammed Boudiaf Médéa, sur une période de 4 mois (Janvier
a avril 2022).d’apres les résultats de 1’évolution de I’antibiorésistance obtenus, la majorité
des bactéries isolées représente une résistance acquise a un ou plusieurs antibiotiques
testés. Ces résultats mettent en évidence que le milieu hospitalier est un réservoir des
microorganismes potentiellement pathogénes pour I’homme et responsables des infections

nosocomiales qui représente un risque pour la santé publique.

Les mots clés : infection nosocomiale, prévalence, bactérie, antibiorésistance, le

milieu hospitalier.



Summary

Nosocomial infections are a major public health problem due to their cost and the
mortality they cause. The objective of this study is to estimate the prevalence of
nosocomial infections and to identify the microorganisms responsible and the evolution of
resistance to antibiotics. Our study is conducted in the bacteriology laboratory of the
Mohammed Boudiaf Médéa hospital, over a period of 4 months (January to April 2022).
According to the results of the evolution of antibiotic resistance obtained, the majority of
the bacteria isolated represents acquired resistance to one or more tested antibiotics. These
results show that the hospital environment is a reservoir of potentially pathogenic
microorganisms for humans and responsible for nosocomial infections which represents a

risk for public health.

Key words: nosocomial infection, prevalence, bacteria, antibiotic resistance, the

hospital environment.
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Introduction

Introduction

Les infections nosocomiales constituent un fléau mondial et un sérieux probleme de
santé publique et donc un sujet de préoccupation croissante dans le domaine de la santé
publique pour lequel I’impact en matiére de morbidité et des dépenses de santé est aussi
important que celui en matiére de mortalité (CHERAFA et al, 2017). Dans les hopitaux de
traitement aigu (traitement ampélatoire sans antibiotiques), sur 100 patients, 7 dans les pays a
revenu élevé et 15 dans les pays a revenu faible ou intermédiaire contractent au moins une
infection nosocomiale pendant leur hospitalisation. En moyenne, un patient touché sur 10
succombe a cette infection [01]. Ce chiffre varie en fonction du service dans lequel la

personne hospitalisée se trouve (KADI Z et al, 1995).

L’efficacité de I’antibiothérapie dans le contrdle et la limitation de la dissémination des
agents pathogeénes a ainsi fait naitre I’espoir de pouvoir éradiquer I’ensemble des maladies
infectieuses. Sans ces médicaments, il y aurait beaucoup plus de morts et de nombreuses
chirurgies seraient impossibles a effectuer, a cause du risque d’infection postopératoire [02].
Malheureusement, 1I’émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques a mis un terme a
cette vague d’optimisme (Guinoiseau, 2010). La cause principale de 1’évolution et de
I’extension des résistances aux antibiotiques est leur prescription a grande échelle en
thérapeutique humaine (Goossens et al, 2006). Ces prescriptions sont souvent mal ciblées,
comme dans les cas d’infections virales, ou incorrectement dosées (Yagupsky, 2006). La
transmission d’¢léments génétiques mobiles, comme les plasmides et les transposons, favorise

également I’acquisition des résistances par les bactéries (Yagupsky, 2006).

En Algérie comme dans le monde entier, I’infection nosocomiale estimée une fréquence
entre 20 et 30% et possédent un pronostic sévere ces bactéries causent des problémes

préoccupent dans les hépitaux (sante.gouv.fr, 2016).

La prolifération de bactéries résistantes est devenue une préoccupation majeure dans le
domaine de la santé. En devenant insensibles a tout traitement, ces bactéries limitent la
gamme d’antibiotiques disponibles en thérapeutique médicale. La situation est d’autant plus
alarmante que les infections causées par les bactéries résistantes entrainent souvent une
prolongation de 1’état pathologique et un accroissement du taux de mortalité. L ’acquisition de
ses multiples résistances a engendré une perte d’efficacit¢ de I’antibiothérapie pour,

finalement, conduire a une impasse thérapeutique (Guinoiseau, 2010).



Introduction

La resistance des bactéries aux antibiotiques est un sujet émergeant depuis le découvert
de nouveaux antibiotiques, et que les bactéries pathogéne résistance aux antibiotiques ne
cessent de croitre. L’objectif de notre étude est 1I’évolution d’état de ces microorganismes

présentant au sein de 1’hopital de Mohamed BOUDIAF au Médéa.
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1. Présentation d’infection nosocomiale

1.1. Définition

Le terme nosocomial tire son étymologie de 2 racines :
- en latin le terme nosocomiun signifie 1’hopital

en grec : nosos renvoie a la maladie et komein au verbe soigner (Brucker, 1998).

Une infection est dite nosocomiale si elle apparait au cours ou a la suite d’une
hospitalisation et si elle était absente (ni symptomatique ni en incubation) a I’admission.
Lorsque la situation a I’admission n’est pas connue, un délai d’au moins 48 heures apres
I’admission (ou un délai supérieur a la période d’incubation lorsque celle-Ci est connue) est
communément accepté pour distinguer une infection d’acquisition nosocomiale d’une

infection communautaire (Brucker, 1998).

Pour les infections du site opératoire on considere comme nosocomiales les infections
survenues dans les 30 jours suivant I’intervention, ou celles survenues dans les 90 jours en cas
d’infection virale et celles survenues dans les 365 jours s’il y a eu mise en place d’une

prothése ou d’un implant (Brucker, 1998).

Les principaux germes des infections nosocomiales sont les entérobactéries, les
Staphylocoques (S, aureus. S, epidermidis...) et les Pseudomonas aeruginosa. Mais aussi des
champignons (Candida albicans et Aspergillus fumigatus) et des virus (Rotavirus : RSV,
VIH, HBV, HCV, CMV) (Brucker, 1998).

1.2. Classification

Les infections nosocomiales sont nombreuses et variées.
Dont la répartition est la suivante :

¢ Infections urinaires 40%

¢ Infections des plaies 25%

¢ Infections respiratoires 15%

o Infections sur cathéters intraveineux 5%

¢ Infections bactériennes et septicémies 5%

e Autres Infections 10% (Giot et al, 2002).
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1.3. Transmission

Elle se fait soit de manié¢re directe d’un individu & un autre individu, les mains étant le
plus souvent les premiéres responsable (c'est le manuportage) : soit de maniére indirecte
autrement dit par un intermédiaire : un objet, un matériel souillé. Le manu portagé est un
facteur déterminant dans la transmission de I'infection. On peut donc dire que 60 a 80 % des
infections intra hospitaliéres sont manu portées. D’ou l'importance primordiale, lavage des
mains effectué selon une technique correcte. Le reste des infections est essentiellement

transmis par I'aérobio-contamination, autrement dit par l'air (Giot et al, 2002)

Agents infectieux :
Bactéries, virus, champignons,
parasites, levures

Réservoir
. * !
Transmission endogéne : Transmission exogene : le
Le patient personnel, I'environnement
i . i
-
SRR Directe : par simple

contact

Ou indirecte : matériel
contaminé

Figure 1: mode de transmission de I'infection (Giot et al, 2002)

1.3.1. Voie endogene

- Auto-infection

C’est lorsque le malade s’infecte soit par ses propres germes in situ soit a partir de
I’environnement immédiat (surface de la peau, vétement, lit). Ces infections sont dues

généralement aux germes saprophytes qui deviennent pathogenes a la suite d’une

antibiothérapie itérative ou d’un traitement immunosuppresseur (Domart Y, 1995).
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[Patient porteur d’une flore commensale|

!

Modification de la flore (cutanée, respiratoire, gastro-intestinale,
génito-urinaire) par contact avec l’environnement hospitalier

1

Acquisition d’une flore hospitaliére

Actes invasifs l Antibiotiques,
Immunosuppresseurs

Q" 4

Contamination endogéne|

1

[Malade infecté avec ses propres germes|

Figure 2: les infections d’origine endogéne (DOMART Y, 1995)

1.3.2. Voie exogéne

- Hétéro-infection : lorsqu’un agent infectieux est transmis d’un malade a 1’autre par les
mains ou les instruments de travail du personnel médical ou paramédical. C’est le mode de
transmission le plus fréquent parmi les infections exogenes. L’agent infectieux est rarement

transmis par voie aérienne (HORAUD T et al, 1989).

C’est a ce mode de contamination que s’appliquent les mesures prophylactiques
traditionnelles (hygiéne des mains, procédures de désinfection et de stérilisation, sécurité de
I’environnement) (HORAUD T et al, 1989).

- Xéno-infection : Ce mode de transmission est un peu a part, dans ce cas les agents
pathogénes sont transmis par des personnes venant de I’extérieur, et présentant eux- méme

une pathologie infectieuse déclarée ou en incubation (Actusoins, 2001).

Ce mode de transmission n'est cependant pas a négliger, car il peut étre dévastateur pour
les patients particulierement fragiles. Ainsi, les professionnels de santé sont de plus

encouragés a se faire vacciner contre la grippe (Actusoins, 2001).

- Exo-infection
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Ce mode de transmission est dd soit & un dysfonctionnement technique d'un matériel
(filtre a air , étuve ...) destiné a la protection des patients qui ne remplissent plus son office,
les laisser en contact des germes qui ne devraient , en principe pas faire I'objet d'une infection
, en vue des mesures prises pour les prévenir (‘aspergillose , Légionnelle ...); soit a une erreur
commise dans des procédures de traitement du matériel médicochirurgical (Banque de

données en santés en santé publique,1999)

Patient ou| Personnel Environnement Visiteur
Hospitalier contaminé
-Porteur sain

-infecté -infecté -eau. air, aliments
-colonisé ~colonisé -appareils. instruments -Infecte
-Porteur sain| ~Porteur sain -Surfaces -Colonisé

Contamination
Exogene

v

Patient colonisé par une flore
Hospitalieére

v
Patient infecté

Figure 3: Transmission d’origine exogéne (HORAUD et al, 1989)

1.4. Les facteurs favorisant I’infection nosocomiale

Plus précisément, il est possible de lister les facteurs qui prédisposent aux infections, en

les rangeant dans quatre catégories :

1.4.1. Facteurs liés & I'état du patient : Age avancé et nouveau-nés, malnutrition,
éthylisme, tabagisme, maladie chronique pulmonaire, diabete, immunodépression (VIH,

hémopathie, néoplasie...) (Nancy, 2005).

1.4.2. Facteurs liés a un processus aigu : Traumatismes, bralures (Nancy, 2005).
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1.4.3. Facteurs liés a une intervention invasive : Intervention chirurgicale, intubation
endotrachéale ou nasale, cathétérisation veineuse centrale, dialyse, cathéter urinaire (Nancy,
2005).

1.4.4. Facteurs liés au traitement : Transfusions, traitement récent antibactérien,
traitement immunosuppresseurs (comme les corticostéroides), prophylaxie de l'ulcére de

stress, position du patient, nutrition parentérale (Nancy, 2005).

2. Caractéres de Certaines bactéries d’importance clinique

2.1. Les bacilles Gram négatifs
2.1.1. Les Entérobactéries

Les bactéries sont les responsables les plus fréquents des infections nosocomiales. Elles
peuvent étre des bactéries pathogénes comme Staphylococcus aureus mais on trouve plus
souvent les bactéries opportunistes : des entérobactéries, Pseudomonas, Streptococcus...etc.
(Nauciel, 2000).

La famille d ’Entérobactériaceae regroupe différentes bactéries :
- Escherichia coli

- Klebsiella spp

- Proteus spp

-Entérobacter spp ... (Mac larent, 1969).

2.1.1.1. Escherichia coli

» C'est un bacille a bout arrondi, Gram négative, ne possédant ni capsule ni spores, elle
se présente isolée ou en courtes chainettes sous forme de treés longs filaments de 2 a 4 um de
longueur sur 0.6 pum de larguer généralement polymorphes (Hanes, 2003).

» La plupart des souches d'E.coli se multiplie rapidement entre 18 et 24 h sur les milieux
de culture ordinaire et sélective. Les colonies sont rondes, plates et a bords réguliers. Ce sont
des bactéries mesophiles car la température optimale de croissance est de 37°C et le pH
optimal est compris entre 7,2-7,4 (Hanes, 2003).

» E. coli posséde des antigénes associés a quatre types de structures. Les antigenes de
paroi (somatiques) ou antigenes O correspondent aux polyosides fixés sur les

lipopolysaccharides (LPS). Les antigénes de flagelles ou antigénes H de nature proteique qui
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sont constitués de flagellines. les anti-genes de surface de type F présents chez les souches
ayant des propriétés d'adhésion et les antigenes d'enveloppe K qui sont de nature
polysaccharidique (Kaper et al, 2004).

» E. coli est un hote normal du tube digestif de I’Homme.

» Ces caractéres biochimiques : ONPG (+), VP (-), Citra (-), TDA (-), H2S(-), glucose
(+), Mob(+), Indole (+), Lactose (+) (Decoster et Lahieu, 2006).

2.1.1.2. Klebsiella spp

» Les Klebsiella spp sont des bacilles a coloration de Gram négative, immobiles, de
dimensions comparables a celles d’E.coli (Sougakoff et Trystram, 2003).

> lls ont une culture trés facile sur tous les milieux usuels. Sur les milieux classiques
d’isolement pour entérobactéries (Drigalski, Hektoen, Mac Conkey), les colonies de
Klebsiella sont bombées, muqueuses, parfois filantes a 1’anse de platine, d’un diamétre de 3 a
4 mm (Sougakoff et Trystram, 2003).

» Posséde des caractéres biochimiques telle que :

- la fermentation des sucres : glucose (+), lactose (+)

- Réduction des nitrates en nitrites : NO3+

- Métabolisme du tryptophane en indole : indole (-/+), ONPG (+), LDC (+), H2S (-),
Urease (+), TDA (-), VP (+) (Sekhri, 2011).

> Elle est responsable des infections opportunistes chez les malades hospitalisés
Klebsiella pneumoniae responsables des :

- Infections broncho-pulmonaires en réanimation.

- Infections urinaires.

- Infections généralisées : septicémies ou bactériemies.

- Infections méningées post-traumatiques ou post -chirurgicales.

- Des épidémies hospitaliéres dues a des souches multi résistantes peuvent étre observées
(Jean et al, 2002).

2.1.1.3. Proteus spp

» Les Proteus spp sont des bacilles a coloration de Gram négative, trés généralement

mobiles, polymorphes, mesurant de 0,4 a 0,8 pm de diameétre sur 10 a 80 um de longueur.

(Avril et al., 2000)
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» En milieu gélosé. P. mirabilis et P. vulgaris peuvent envahir la surface de milieu en
formant des ondes concentriques. Cet essaimage ou swarming, est dd a la grande mobilité de
la bactérie (Avril et al. 2000).

» L’envahissement des cultures par les Proteus peut étre réduit par la présence dans le
milieu des sels biliaires ou des détergents, par accroissement de teneur en gélose ou par une
diminution de la teneur en NaCl (Avril et al, 2000).

» Les Proteus sont caractérisés par leur uréase trés active, la production d’H2S, d’une
gélatinase et leur pouvoir glucidolytique faible, glucose (+), Réduction des nitrates en
nitrites : NO3+, indole (-/+), ONPG (-), ODC (+), TDA (+) (Avril et al, 2000).

2.1.1.4. Acinetobacter baumannii

» Sont des bacilles ou coccobacilles Gram négatifs associée par deux polymorphes ayant
des formes filamenteuses de langueur variable dans les cultures agées (Baumann et al, 1968).

» Immobiles aérobies stricts catalases + oxydase- et ne réduisent pas le nitrite
(Baumann P et al, 1968).

> les bactéries du genre Acinetobacter baumannii sont non exigeantes, elle se
développe facilement sur milieux classiques : gélose au sang et Mueller Hinton, sur milieux
différentiels tel qu’EMB (Eosine bleu de méthyléne) Drygalski, Hektoen et Mac Conkey.
Récemment un nouveau milieu sélectif et différentiel : Leeds Acinétobacter Medium (LAM)
(Jawad et al ,1994).

» Cette bactérie cultive bien sdr les milieux usuels a une température optimale de 30 a
32 °C. Les colonies ont un diametre de 2 a 3 mm sur gélose ordinaire, convexes, a bords
réguliers, souvent translucides (Fomba, 2006).

» Acinetobacter s’est imposé comme un pathogéne hospitalier, responsable de
nombreuses infections nosocomiales séveres, causant de réelles difficultés thérapeutiques du
fait de sa capacité a développer plusieurs mécanismes de résistance a de nombreux

antibiotiques (Baron et al, 1995).

2.1.1.5. Citrobacter spp

» Bacilles ou des coccobacilles Gram négatif de 0,3 a 1 um de diamétre et de 0,6 a 6 um
de long (Abbott, 2007).
» Facultativement anaérobiques (Abbott, 2007).

» La mobilité est assurée par des flagelles péritriches (Holmes et al ,1998).

9
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» Les bactéries du genre Citrobacter fermentent le mannitol et produisent du H2S
gazeux ; elles sont aussi capables d'utiliser le citrate de sodium comme unique source de
carbone (Knirel et al, 2002).

> Les bactéries du genre Citrobacter peuvent se propager par contact direct avec les
membres du personnel hospitalier, par transmission verticale de la mére a I'enfant ou par
ingestion de matériel contaminé (voie fécale-orale), mais la transmission directe entre

humains demeure le mode de transmission le plus fréquent (Doran, 1999).

2.1.2. Pseudomonas aeruginosa:

» C’est est un bacille a gram négatif ubiquitaire, non sporulant mobile grace a la
présence d’un flagelle monotriche polaire (Eyquen et al, 2000).

> Il mesure de 1 a 5 um de long et de 0,5 a 1 um de large la paroi est formée de deux
membranes séparées par le périplasme (Eyquen et al, 2000).

» Saprophytes dans le sol et dans les milieux aquatiques (Eyquen et al 2000).

» De nombreuses especes de Pseudomonas sont chimio-organotrophes capable de
croitre sur des milieux minéraux synthétiques leur température optimale est de 20 a 40°C
(Eyquen et al, 2000).

» Pseudomonas aeruginosa n'est pas capable de fermenter les sucres mais peut les
attaquer (le glucose en particulier) par voie oxydative, entrainant une acidification du milieu.
Comme la plupart des Pseudomonas, elle possede une oxydase (Liazid, 2012).

» D'autres caractéres sont utiles pour le diagnostic d'espece : Indole (-), urée (-), TDA (-
), H2S (-), gélatine (+), ONPG (-), nitrate-réductase (+), LDC (-), ODC (-), ADH (+), oxydase
(+) (Liazid, 2012).

» Les infections a P. aeruginosa sont connues pour étre difficiles & traiter, en raison de
sa capacité a bien résister a beaucoup d’antibiotiques, et sa capacité d’acquérir de nouveaux
mécanismes de résistance trés rapidement (Nauciel C, 2005). Ce qui le qualifie de pathogene
opportuniste impliqué, par excellence, dans les infections nosocomiales les plus redoutables
(Fauchére, 2002).

2.2. Les Cocci Gram positifs

2.2.1. Les Staphylococcus aureus

» Ce sont des coques Gram positive, réunis en amas de 0,8 a 1um de diamétre (Boisivon

etal ,1976).

10
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» Immobiles et non sporulés, aéro-anaérobies facultatifs (Boisivon et al ,1976).

» Les Staphylococcus aureus possédent un enzyme de catalase, le glucose est utilisé en
aéro-anaérobiose ainsi que le mannitol qui caractérise 1’espéce aureus. De nombreux autres
sucres sont utilisés. Les Staphylococcus aureus sont : de indole (-), acétoine (+) (Boisivon et
al, 1976).

» Les Staphylococcus aureus cultivés facilement sur milieu ordinaire, certains facteurs
de croissance sont indispensables (vitamine B1, acide niconique). lls sont cultives en milieu
synthétique contenant des sels, du glucose et 14 aminoacides. Ce sont des aérobies,
anaérobies facultatifs, & une température de croissance optimale de 37°C, et un pH optimal de
7,5 en bouillant ordinaire (Audebert et al, 1973).

» Les colonies sur gélose ordinaire sont lisses, rondes bombées et leurs diametres sont
de 1 mm (Audebert et al, 1973).

» S. aureus exprime de nombreux facteurs de virulence : protéines de surface qui
initialisent la colonisation des tissus de I'h6te, facteurs inhibant la phagocytose, toxines qui

lesent les cellules et provoguent les syndromes pathologiques (Stark, 2013, Aloisa, 2015).

2.2.2. Enterococcus spp

» Les entérocoques sont des cocci a coloration de Gram positive, disposés en
diplocoques, commensaux du tube digestif (Sougakoff et al, 2003).

» Les plus fréquemment isolés sont Enterococcus faecalis et a un moindre degré
Enterococcus faecium (Sougakoff et al, 2003).

» Les entérocoques se déeveloppent sur le milieu ordinaire, sur milieu hostile (NaCl 6,5
%, bile) et appartiennent au groupe D de Lancefield (Sougakoff et al, 2003) .La taille de
chaque élément est inférieure a 2um ; elle varie avec les especes (Avril et al, 1992).

» Ne possédent ni catalase (a la différence des Staphylocoques), ni oxydase (Avril et al,
1992).

» Le pouvoir pathogene des Entérococcus reste controversé. En effet, a coté de
situations pathologiques indéniables (pyélonéphrites, endocardites, méningites), l'isolement
d'un entérocoque dans les urines ou dans un prelevement pluri bactérien pose souvent un

probleme d'interprétation (Kebe, 2001).
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1. Généralités sur les antibiotiques

1.1. Définition

Un antibiotique (du grec anti : contre, et bios : la vie) est une substance d'origine
naturelle ou synthétique, ayant la capacité d'arréter la multiplication des bactéries, mais
également d'autres agents infectieux (Plesiat, 2012).

Les antibiotiques, contrairement aux antiseptiques, agissent sur les bactéries en inhibant
des fonctions physiologiques précises telles que la synthése de la paroi (B-lactamine,
glycopeptides, fosfomycine), la réplication/transcription de 1I’ADN (fluoroquinolones,
rifampicine, sulfamides, triméthoprime), la synthése protéique (aminosides, tétracyclines,
macrolides et apparentés, chloramphénicol) ou encore la respiration cellulaire (polymixines).
Pour exercer leur action, ils doivent se lier a des cibles moléculaires spécifiques le plus

souvent intracellulaires (Plesiat, 2012).

1.2. Classification des Antibiotiques

Pour pouvoir mieux connaitre les antibiotiques afin qu’ils soient utilisés a bon escient,

on a procédé a leur classification selon plusieurs criteres :

1.2.1. Selon leur origine

» Les antibiotiques naturels ou produits par les micro-organismes :
Champignons (Pénicilline, Céphalosporine) ou bactéries (Streptomycine,
Chloramphénicol, Polypeptides).

» Les antibiotiques synthétiques ou produits obtenus entiérement par
voie chimique : Sulfamides, Acide nalidixique.

» Les antibiotiques semi-synthétiques : ces antibiotiques sont obtenus a
partir d’une fraction moléculaire naturelle sur laquelle a été greffé un radical

chimique (Figarella, 2007).

1.2.2. Selon leur spectre d’activité

» Large spectre : Actifs sur la majorité des bactéries Gram positif ou
négatif.

» Spectre limité : Actifs sur les bactéries Gram positif et quelques Gram
négatif (Figarella, 2007).

» Spectre étroit : Actifs uniquement sur certains germes Gram positif ou

sur certains Gram négatif (Figarella, 2007).
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1.2.3. Selon leur mode d’action

En fonction des cibles bactériennes : paroi, membrane cytoplasmique, synthese des

protéines, synthése d’acides nucléiques (Figarella, 2007).

1.2.4. Selon leur structure chimique

Les nombreux antibiotiques peuvent étre groupés en familles. Une famille
d’antibiotiques comprend des composés ayant des analogies de structure, au sein d’une méme
famille, les antibiotiques peuvent se différencier par leur spectre d’activité et sont réunis alors
dans des groupes ; au sein d’un méme groupe, ’activité antimicrobienne est identique mais
les antibiotiques peuvent se différencier par leurs propriétés pharmacologiques ou leurs

tolérances (Figarella, 2007).

1.3. Mode d'action

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres : l'origine, la nature
chimique, le spectre d'activité et le mécanisme d'action (Yala et al, 2001). Selon leur mode

d’action, les antibiotiques sont classés en 5 groupes dans des tableaux :

Tableau I : Antibiotiques agissant sur la paroi (Nauciel et al, 2005)

Famille Groupe Exemple Modes d’action
d’antibiotiques

Pénames Ampicilline Ils agissent sur la synthése du
Amoxicilline peptidoglycane en inhibant les
Carbénicilline protéines liant la pénicilline (PLP).
Pénémes Imipenéme Les PLP ont une activité

© Méropénéme transpeptidasique,
E Ertapénéme carboxypeptidasique et
% Oxapénames | Amoxicilline +Acide | transglycolasique. L'inhibition des
x"_ ou clavams (acide | clavulanique PLP aboutit a [linhibition de la
clavulanique) Ticarcilline + Acide | formation des ponts pentacycliques
clavulanique responsables de la  structure
Céphémes Céfazoline réticulée de la paroi. On obtient
Céfoxitine Céftriaxone | ainsi des formes rondes ou
Monobactames Aztréonam filamenteuses qui aboutissent a la

lyse bactérienne.
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Glycopeptides

Vancomycine

Teicoplanine

IIs bloquent la polymérisation
du peptidoglycane en se fixant sur
la partie D-Ala-D-Ala terminale des
peptides impliqués dans la phase de

polymérisation du peptidoglycane.

Non classé

Fosfomycine

Elle se fixe sur une enzyme
impliquée dans la formation de
I’acide N-acétyl muramique qui est
des du
peptidoglycane.

I’un précurseurs

Tableau I1: Antibiotiques agissant sur la synthése protéique.

Famille Antibiotique Mode d’action

Aminosides Streptomycine IIs se fixent sur la sous-unité 30S du ribosome ou ils
Kanamycine s’interférent avec la synthése des protéines (Singleton,
Gentamicine 2008).

Macrolides- Spiramycine Ils agissent au niveau de la S/unité 50S du ribosome.

Lincosamides- Lincomycine lIs inhibent la croissance de la chaine polypeptidique en

Streptogramines
(MLS)

Pristinamycine

formation (Yala et al. ,2001).

Tétracyclines

Oxytetracycline
Doxycycline

Glycylcyclines

IIs agissent au niveau de la sous-unité 30S du ribosome

en inhibant la phase d'élongation de la chaine

polypeptidique, en empéchant la fixation de I'aminoacyl-
ARNLt (Bryskier, 1999).

Phénicolés

Chloramphénicol

Thiamphénicol

Inhibition de la peptidyl-transférase, en se fixant sur la
sous-unité 50S du ribosome bactérien (Wareham et Wilson,
2002)

Oxazolidinones

Linézolide

IIs se fixent sur la sous-unité ribosomale 50S et
empéchent sa liaison a la sous-unité 30S (Nauciel et Vilde,
2005).

Tableau I11: Différentes antibiotiques agissant sur la synthése des acides nucléiques.

Famille

Antibiotique

Mode d’action
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Quinolones et

Fluoroquinolones

Acide nalidixique,
Acide pipémidique,
Acide oxolinique

Fluméquine

Péfloxacine
Ofloxacine
Norfloxacine

Ciprofloxacine

Ils agissent sur deux enzymes impliquées
dans cette synthése :

- ADN gyrase (cible principale des BGN) il
forme un complexe ADN-gyrase-Quinolones qui
va bloquer la progression de I’ADN polymérase
bactérienne au cours de la réplication

- ADN topo- isomérase IV L’interaction
entre I’ADN, quinolone et topoisomerase stimule
la coupure de ’ADN et inhibe la relégation
(Hooper, 2002).

Rifamycines

Rifamycine

Rifamycine SV

Inhibition de la transcription de I'ADN en
ARNm par inhibition de I'ARN polymérase
(Nauciel et Vilde.2005).

Nitrofuranes

Nitrofurantoine
Furazolidone

Nifuroxazide

Elles agissent directement sur 1I’ADN

provoquant diverses lésions (coupures et

substitution de bases) (Nauciel et Vildé, 2005).

Tableau IV: Antibiotiques agissant sur la membrane cytoplasmique

Famille Antibiotique Mode d’action
Polymixine Polymixine B Elles se fixent sur les phospholipides, et
Colistine perturbent ainsi les transferts transmembranaires

de nutriments et inhibent les phosphorylations
oxydatives du métabolisme énergétique (Fauchér
JL Jean-Loup, 2002).

Tableau V : Antibiotiques agissant sur la synthése de 1’acide folique

Famille

Antibiotique

Mode d’action

Sulfamides

Sulfaméthoxazole
Sulfaméthizole

Sulfaguanidine

Inhibe

compétition avec le PABA pour le site actif, la

la synthese des folates, agit en
dihydroptéroate synthétase (DHPS) qui catalyse une

réaction essentielle a la synthése de [D’acide

tétrahydrofolique (DHF) nécessaire a la production
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des purines et pyrimidines pour la synthése de

I’acide nucléique (Lambert, 1995).

2-4 Trimethoprime Inhibe la synthese des folates, en se fixant sur
diaminoptéridine le dihydrofolate réductase (Veyssier, 1999).
Sulfamides+ Sulfaméthoxazole+ Agis sur les deux enzymes précédentes

Trimethoprime (Veyssier, 1999).

Trimethoprime (Cotrimoxazole)

; attaque de la : i
attaque de la paroi synthise dos rifampicine

m acides nucléiques
glycopeptides

polymyxines

attaque de la
membrane
cytoplasmique

trimétho rime 0 QY ? S
= . % o tétracyclines
\

attaque de la
attaque du

synthése
métsbolisme de acide para-amino -benzoique

protéque
. : macrolides

Figure 4: Mode d’action des antibiotiques (in Meziani, 2012 ; Mammeri, 2013).

2. La résistance aux antibiotiques

2.1. Définition

Une souche bactérienne est dite résistante a un antibiotique donné, quand elle est
capable de se développer en présence d’une concentration en antibiotique significativement
plus élevée que celle habituellement active sur les souches de cette espece (Leclerc et al,

1995).
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2.2. Modes de résistance des antibiotiques
2.2.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou résistance intrinséque est une caractéristique propre a une
espece bactérienne et partagée par toutes les souches de cette espéce. Elle peut étre due a la
présence d’un geéne chromosomique commun a toutes les bactéries de 1’espéce. Pour chaque
classe d’antibiotique, il existe des espéces bactériennes pour lesquelles 1’antibiotique est
inactif par défaut de cible ou d’accés a la cible. Ainsi, 1’absence de paroi chez les

mycoplasmes rend les B-lactamines inactives vis-a-vis de ces bactéries (Mehdi ,2008).

2.2.2. La resistance acquise

La résistance bactérienne acquise a un antibiotique est un phénomene qui apparait au
niveau des souches d’une espéce donnée, normalement sensible a cet antibiotique. C’est
I’acquisition d’un facteur génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité a la
molécule qui lui était fatale. Elle peut donc se faire soit par mutation chromosomique soit par

acquisition des geénes transférés d’un autre micro-organisme (Mehdi ,2008).

2.3. Résistance des entérobactéries aux antibiotiques
2.3.1. Mécanisme de résistance aux R-lactamine

Il existe quatre principaux mécanismes de résistance aux -Lactamines :

e Ladiminution de la perméabilité membranaire
e [’excrétion de I’antibiotique par des systemes d'efflux
e La modification des protéines de liaison a la pénicilline (PLP)

e L’inactivation de [D’antibiotique par production de [-lactamases
(Courvalin et al, 2006).

» Diminution de la perméabilité membranaire

Les entérobactéries possédent une membrane externe composée de lipopolysaccharide
(LPS) estimés chez E. coli a 3,5 millions et couvrant 75 % de la surface cellulaire et de
phospholipides (PP) qui forment une barriere empéchant la pénétration des antibiotiques

hydrophobes entrainant ainsi une résistance naturelle aux antibiotiques (Paolozzi et al, 2015).
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Les substances hydrophiles comme les B-lactamines peuvent traverser cette barriére en
passant par les porines qui permettent des échanges par diffusion passive de nutriments et

d'autres substances entre le périplasme et le milieu extérieur (Benz, 2004).

L’altération des porines par mutation est a 1’origine des résistances acquises aux [3-
lactamines, soit par une modification structurale d’une porine essentielle (ce qui a été décrit
chez E. coli), soit par une diminution quantitative des porines, qui est la situation la plus
fréquente (Kumar et al, 2005). Bien que plus rare, la suppression des porines provoque
I’augmentation des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de certaines B-lactamines
comme cela a été mis en évidence chez certaines entérobactéries telles que E.aerogenes,

K.pneumoniae, E.cloacae, E. coli et chez Pseudomonas aeruginosa (Nikaido, 2000).

» Excrétion de I’antibiotique par des systemes d'efflux

Les entérobactéries possédent différents canaux protéiques impliqués dans le transport
d’une grande variété de composés. Parallelement aux porines qui permettent aux nutriments
de peénétrer dans la cellule, les bactéries utilisent des pompes a efflux pour réduire la
concentration intracellulaire de composés toxiques comme les médicaments, les détergents et
sont donc impliquées dans le contrdle de la sensibilité aux antibiotiques. La résistance par
efflux est souvent couplée a une diminution de la perméabilité membranaire. L'association de
ces deux mécanismes peut entrainer une résistance de haut niveau constituant ainsi de

véritables systémes de multi résistance (Nishino et al, 2001).

» Modification des protéines de liaison a la pénicilline

Plusieurs facteurs interviennent dans la résistance par modification des protéines de
liaison a la pénicilline (PLP). Ce sont : les mutations dans les génes chromosomiques codants
pour les PLP entrainant la perte d'affinité des protéines de liaison a la pénicilline pour les -
lactamines, 1’acquisition de genes ou fragments de genes codants pour des PLP d'affinité

diminuée ou I’hyperproduction de PLP normales (Nikaido, 1994).

> Inactivation de ’antibiotique par production de p-lactamases

La production de B-lactamases est le mécanisme majeur de résistance aux B-lactamines.
Ces enzymes sont localisées au niveau de 1’espace périplasmique chez les bactéries gram
négatif (Livermore, 2003). Elles catalysent de maniere efficace et irréversible I'nydrolyse du

pont amide de I'anneau B-lactame des pénicillines, des céphalosporines, des monobactames et
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des carbapénémes pour donner un acylenzyme qui sera ensuite dégradé en acide inactif
(Barrial et al, 2006).

Enz Ser-OH >
2 ‘ .
/—N\\_:"/ Beta-lactama \/

COOH Ser COOH COOH
| Antibiotique inactif
Enzyme + Enz-OH

Figure 5: schéma réactionnel d’hydrolyse du noyau B-lactame par une -lactamase. (Barrial
et al, 2006)

2.3.2. Mécanismes de résistance des entérobactéries aux aminosides

Les différents genres composant la famille des entérobactéries sont naturellement
sensibles aux aminosides a I’exception de providence et un grand nombre de Serratia
marcescens. L’inactivation enzymatique des aminosides est le mécanisme de la résistance
acquise le plus fréquent. Les enzymes sont codées par des germes plasmidiques qui peuvent
atteindre tout ou partie des aminosides. Le second mécanisme de la resistance acquit aux
aminosides par imperméabilité cellulaire est moins souvent observe chez les entérobactéries.
L’imperméabilité cellulaire entraine le plus souvent une résistance croisée aux différents
aminosides. Le troisiéme aspect de la résistance acquise est 1’altération de cible ribosomale
par mutation chromosomique qui est encore plus rare chez les entérobactéries (BONNET,
2012).

2.3.3. Mécanismes de résistance des entérobactéries aux fluoroquinolones

2.3.3.1. Résistance chromosomique

» Modification de la cible enzymatique
Chez les entérobactéries, I’ADN gyrase est plus sensible a I’inhibition médiée par les
fluoroquinolones et les mutations responsables de résistance surviendront d’abord au niveau
de la sous-unité gyr A. Ces mutations impliquent des substitutions en acides aminés qui
apparaissent dans une région particuliere nommeée QRDR (Quinolone Résistance Determining
Région) (Muylaert et al, 2013).
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Ainsi, le domaine QRDR de la sous unité gyrA d'E. Coli se situe entre les acides aminés
67 et 106, avec des mutations au niveau des acides aminés en positions 83 et 87. Cette région
QRDR est proche de la tyrosine 122 impliquée dans la liaison covalente de I’enzyme aux
groupements phosphate de I’ADN (Hooper, 2003 ; Rodriguez- Martinez et al, 2010).
» Perméabilité membranaire réduite
La plupart des fluoroquinolones traversent de maniére passive la membrane externe des
bactéries gram négatif par les porines bien que certaines molécules soient capables de diffuser

directement a travers la bicouche phospholipidique (Jacoby, 2005).

Les mutations intervenant dans les genes codants pour ces porines sont responsables de
résistance de bas niveau et permettent d’expliquer les différences d’efficacité observées
parfois entre certains composés de la famille des quinolones (Okusu et al, 1996). Par
exemple, chez E. coli, la dé-répression du loco de régulation marA pour «multiple antibiotic
resistance» conduit a une diminution de la sensibilité aux fluoroquinolones via une sur-
expression de la pompe a efflux AcrAB-TolC (Okusu et al, 1996) et une sous-expression des

porines OmpF (Muylaert et al, 2013).

2.3.4. Mécanisme de résistance aux macrolides et apparentés

» Reésistance intrinséque ou naturelle
Une des caractéristiques des bacilles a Gram négatif est d’étre résistant spontanément
aux macrolides et aux substances apparentées. Les entérobactéries, en particulier, sont

intrinséquement résistantes aux macrolides (Seck, 2005).

En effet, leur membrane cellulaire externe est imperméable aux composés hydrophobes
tels que le macrolide en plus elles ont un phénomene d’efflux physiologique. Toutefois, les
ribosomes des germes & Gram négatif demeurent sensibles & haute concentration, les
macrolides pénétrent les parois bactériennes et exercent leur effet inhibiteur (Seck, 2005).

» Résistance acquise

Il existe trois mécanismes de résistance acquit aux macrolides : la modification de la
cible, par I’inactivation de I’antibiotique et par I’inactivation de I’efflux (Pharmaétudes,
2016).

» Résistance par modification de la cible (génes ERM)

Le mécanisme le plus fréquent a ce niveau est méthylation de 1’adénine au niveau de

I’ARN 23 Se la sous-unité ribosomale 50S. La production de 1’enzyme responsable de cette

méthylation (méthylase) se fait se le contrble des génes ERM (érythromycine ribosome
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méthylation). Cette méthylation confere une résistance croisée vis-a-vis non seulement de
tous les macrolides mais aussi de deux autres classes d’antibiotiques qui agissent en se liant
en partie a ce méme site, a savoir les lincomasides (clindamycine et lincomycine) et la

Streptogramine de type B d’oul le nom de résistance MLSB (Pharmaétudes, 2016).

- Reésistance par I’inactivation de I’antibiotique

Ce mécanisme, assez rare (décrit chez les entérobactéries, P. aeruginosa et
exceptionnellement chez S.aureus), implique la production d’enzymes (estérases et
phosphotransférases) modifiant les macrolides au point de réduire fortement leur affinité pour
le ribosome. Ce type de résistance est également transmis par des plasmides (Pharmaétudes,
2016).

»  Résistance par efflux de ’antibiotique

Ce mécanisme confere la résistance aux macrolides a 14 et 15 atomes et repose sur
I’acquisition d’un géne MEF (A) porté par un transposon. Les macrolides a 16 atomes et les
lincosamides restent donc actifs sur la souche possédant un mécanisme d’efflux actif

(Pharmaétudes, 2016).

2.4. Résistance des Acinetobacter baumannii aux antibiotiques
2.4.1. Mécanisme de résistance aux - lactamines

> Reésistance naturelle
Les souches d Acinetobacter baumannii produisent une béta-lactamase
chromosomique de classe C, qui n’est pas inhibée par le clavulanate, qui hydrolyse
préférentiellement les céphalosporines de premiére génération mais n’a pas d’activité pour les

pénicillines et la pipéracilline (Sougakoff et al, 2003).

» Reésistance acquise
Résistance enzymatiques

e Céphalosporinase de classe C :

Différents mécanismes de résistance aux [-lactamines ont éte signalés et identifiés chez
Acinetobacter Baumannii (Corvec et al, 2003) liés principalement a la production de f-
lactamases. Acinetobacter produit naturellement une céphalosporinase du type AMP C qui est
normalement exprimé a bas niveau, et ne diminue pas l'efficacité des céphalosporines a large
spectre (Céphalotine) ou des carbapenems. L'insertion d’une séquence spécifique ISAbal en

amont du gene bla AMPC favorise l'expression de cette pB-lactamase du type AmpC en
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fournissant des séquences promoteur ce qui entraine la résistance a la Ceftazidime
(Nordmann et al, 2009).

e Oxacillinase de classe D :

Les oxacillinases en général hydrolysent I'oxacilline, la méthicilline, cloxacilline et la
benzylpénicilline, et leur activité est inhibée par NaCl (Héritier et al, 2008). De plus, elles
sont faiblement inhibées par ’acide clavulanique. La plupart des B-lactamases du type OXA
n'hydrolysent pas de fagon significative les C3G/C4G mais 1’évolution par mutation(s)
ponctuel(s) vers un élargissement du spectre a dd avoir lieu comme pour les dérivés de
TEM/SHV (Cattoir, 2008).

Acinetobacter Baumannii produit une béta-lactamase de classe D qui est I’oxacillinase
représentée par le cluster d’enzymes OXA-51/OXA-69(Gerischer, 2008), les B-lactamases du
type OXA-51/69 pourraient contribuer a la résistance aux carbapenems par l'insertion d'IS
Abal dans la région promotrice du géne bla OXA-51/69(Poirel et al, 2009). Des oxacillinases
aux propriétés de carbapénémases sont identifiés chez Acinetobacter Baumannii, ces
oxacillinases sont de trois grands types : OXA-23, OXA-24/0XA-40 et OXA-58. Elles
conférent des degrés variables d’hydrolyse des carbapénémes dépendant de leur niveau

d’expression (Héritier et al, 2009).

o Métallo-B-lactamases de classe B :

Les B-lactamases de classe B ont besoin d’un atome de zinc pour détruire les -
lactamines (Clavilier et al, 2001) elles sont inhibées par ’'EDTA (Ruppé, 2010). Trois
groupes ont été identifiés chez Acinetobacter (IMP-like, VIM-like et SIM-1) (L.Poirel et al,
2006), cette classe d’enzymes hydrolyse tous les p-lactamines a [’exception des

monobactames (Conly et al, 2011).

e 3-lactamases a spectre élargi :

Chez Acinetobacter Baumannii les BLSE sont soit chromosomique ou plasmidiques
(Sinha et al, 2007) Les enzymes du type GES et PER, VEB et IBC-2, ont été largement
retrouvées chez Acinetobacter Baumannii, les enzymes du type VEB hydrolysent de

préférence la ceftazidime et I'aztréonam (Rodriguez-Villalobos et al, 2006).

Les génes correspondant a ces BLSE sont le plus souvent retrouvés dans des structures

de type intégron comme génes cassettes (VEB-1, IBC-1, GES-1, GES-3) et donc sous la
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dépendance de promoteurs situés a I’extrémité 3’ du géne de I’intégrase (Philippon et al,

2006).

»  Résistance non enzymatiques

e Sur expression du systeme d’efflux :

Les pompes a efflux illustrent un phénomene unique dans la résistance aux
médicaments : un seul mécanisme provoquant la résistance contre les différentes classes
d'antibiotiques. Acinetobacter Baumannii possede une pompe a efflux Ade ABC dont les
substrats sont : Aminoglicosides, les tétracyclines, I'érythromycine, au chloramphénicol,
triméthoprime, fluoroquinolones, des béta-lactamines, et encore récemment, la tigécycline
(Wieczorek et al, 2008).

¢ Modification de I’expression des PLP :

L’efficacité des béta-lactamines est liée a leur capacité de se fixer aux PLP. La liaison
antibiotique / cible est liée a la structure de la cible. Diverses mutations peuvent entrainer des

modifications diminuant 1’efficacité de I’antibiotique (Toure, 2004).

2.5. Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques
2.5.1. Mécanisme de résistance aux R- lactamines

Le developpement de la résistance aux [3- lactamines des P. aeruginosa été associé a la
production de R-lactamase acquises, la surproduction constitutive de la céphalosporinase
AmpC ou mécanisme non enzymatique telle que I’efflux ou I’imperméabilité¢ de la membrane

externe (Cavallo et al, 2002).

» Reésistance naturelle

P. aeruginosa possede une membrane externe faiblement perméable, ce qui lui confére
une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques, dont la plupart des 26 bétalactamines
hydrophiles, les bactéries produites d’une B-lactamase chromosomique inductible de classe C
qui n’est pas inhibée par le clavulanate et qui hydrolyse préférentiellement les
céphalosporines de premiere génération et enfin D’existence des systemes d’efflux sont
souvent des complexes protéiques ternaires avec une pompe transmembranaire, une protéine

périplasmique de jonction et une porine de la membrane externe (Cattoir, 2004).

» Résistance acquise
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Les bactéries peuvent également acquérir la résistance a un antibiotique. Dans ce cas, la
résistance acquise est présente seulement dans certaines souches de I’espece. Cette résistance

résulte d’une modification génétique par mutation ou d’une acquisition de matériel génétique

étranger (Liazid, 2012).
» Reésistance enzymatique

La résistance acquit aux carbapénemes (imipenéme), initialement rapportée comme liée
a un déficit de la porine OprD2, peut-étre maintenant en relation avec la synthése de B-
lactamase du type carbapénémase (classe B) (Philippon et al, 2006). Ces carbapénemases
acquises constituent quatre groupes (IMP, VIM, SPM, GIM) (Walsh et al, 2005).

Les B-lactamases a large spectre (BLSE) sont responsables de la résistance a la plupart
des B-lactamines chez P. aeruginosa, sauf pour carbapénémes dont 1’hydrolyse est assurée

par les métallo-p-lactamases (Weldhagen et al., 2003).

Concernant les céphalosporines de classe C, des mutations dans le systeme de
régulation de la production de cette B-lactamase, elles entrainent une production stable a haut
niveau d’AmpC affectant I’activité de I’ensemble des B-lactamines a I’exception de celle des

carbapénemes (Poirel, 2006).

»  Résistance non enzymatique

La résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques peut aussi résulter non pas d’une
hydrolyse, mais d’une augmentation de I’efflux actif (Yoneyama et al, 1997). De
nombreuses pompes a efflux ont été décrites chez P. aeruginosa. Ces systémes ne sont pas
exprimés de la méme facon, seul le MexAB-OprM est produit constitutivement (Poole, 2004).
La surexpression de la pompe MexAB-OprM résulte souvent d’une mutation dans le géne du

répresseur adjacent MexR (Saito et al, 1999 ; Higgins et al, 2003).

En plus la surproduction de la pompe MexAB-OprM la résistance peut résulter par la
perte de la porine OprD2, cette protéine canalaire de la membrane externe posséde un site
speécifique de la liaison pour les carbapénémes et permet la pénétration sélective de
I’imipénéme. Toute perte d’OprD2 entrainera donc une résistance a ct agent anti microbien
(Lahlou et al, 2008).
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2.5.2. Résistance aux fluroquinolones

Chez P. aeruginosa la résistance de haut niveau principalement liée & des mutations au
niveau de gyrA. Cependant, chez cette espéce, les systemes d’efflux actif MexAB-OprM,
MexXY-OprJ et MexEF-OprN jouent un role important dans la résistance intrinseque aux

fluoroguinolones (Mérens et al, 2010).

2.5.3. Mécanisme de résistance aux macrolides et apparentes

Les macrolides ont été proposés pour leur effet sur le quorum sensing, le systeme de
communication intracellulaire dépendant des acylhomosérines lactone et modulant
I’expression de certains geénes impliqués dans la physiopathologie des pneumonies a
pyocyanique en fonction de de la densité bactérienne (Sadikot et al, 2005). Un essai contr6lé
au cours des PAVM a bacille a Gram négatif n’a cependant pas montré d’effet favorable

(Giamalleros-Bourboulis et al, 2008).

Les macrolides sont des classes d’antibiotiques dont 1’activité anti-P. aeruginosa a dose
subinhibitrice est prouvée in vitro. L’atténuation des facteurs de virulence de P. aeruginosa,
I’inhibition de la synthése du biofilm bactérien, la régulation de D’expression du p.
glycoprotéines, les effets généraux anti-inflammatoires et immunomodulateurs sont les effets

observés (Em-consulte, 2000).

2.6. La résistance de Staphylocoque aux antibiotiques

2.6.1. Mécanisme de résistance aux - lactamines

Les mécanismes de résistance décrivent sont de plusieurs types :

»  Laproduction de pénicillinase plasmidique, inductible, inactive les pénicillines
A et G, les carboxy-pénicilline et les uréidopénicillines. Cette pénicilline est en revanche
inactivée par les inhibiteurs de pénicillinase (acide clavulanique, sulbactum, tazobactam).
Les pénicillines M et les céphalosporines ne sont pas inactivées.

»  La résistance a la méticilline peut étre due a plusieurs mécanismes (Francois
JEHL et al, 2003).

2.6.1.1. Modification de la cible

La résistance est due a la présence de protéines de la liaison a la pénicilline
additionnelle la PLP 2a ou PLP2, qui a une trés faible affinité pour 1’ensemble des B-

lactamines. Cette résistance peut-étre soit homogene (haut niveau), soit hétérogene (bas
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niveau). La recherche e la résistance hétérogene se fait soit a 30°C, soit 37°C en milieu
hypersalé a 2-4% de NaCl avec un inoculum 10" UFC/ml. Aprés 24h d’incubation, la
croissance peut étre faible, ce qui nécessite une incubation supplémentaire de 24h (Francois
JEHL et al, 2003).

La production de ces PLP anormale est codée par un géene chromosomique mecA qui
appartient a un fragment additionnel d’ADN intégré a ADN des SAMR (s, aureus résistant a
la méticilline). Les genes de régulation mecR1 (co-inducteur) et mecl (répresseur) inhibent la
transcription du gene mecA. La production de ces PLP anormale est codée par un géne
chromosomique mecA qui appartient & un fragment additionnel d’ADN intégré a ADN des
SAMR (s, aureus résistant a la méticilline). Les genes de régulation mecR1 (co-inducteur) et
mecl (répresseur) inhibent la transcription du géne mecA. En effet, ce dernier code pour une
protéine membranaire qui, en présence de B-lactamine, leve la répression du produit de blal
sur blaZ. Ainsi, le géne mecA peut étre corégule par le systéme d’induction de la pénicillinase
(Francgois JEHL et al, 2003).

Quatre genes accessoires (femA, femB, femC, femD facteur essentiel a la méticillino-
résistance) nécessaire a I’expression a haut niveau de la résistance a la méticilline sont situés
a distance du géne mecA et sont tous impliqués dans I’une des étapes de la synthése de

peptidoglycane (Francois JEHL et al, 2003).

2.6.1.2. Autres mécanismes

Trois autres mécanismes de résistance a 1’oxacilline non liée au géne mecA ont été
décrits :

» Certaines souches sont hyperproductrices de p-lactamase, ce sont les souches
BORSA (= borderline s, aureus) qui secrétent une quantité importante de p-lactamase, qui
n’ont pas de résistance intrinséque, ¢’est-a-dire ni PLP2a, ni gene de mecA. 1l y a restauration
de la sensibilité in vitro si I’oxacilline est associée a un inhibiteur de B-lactamase .il n’y a pas
de multirésistance associée en général (Francois JEHL et al, 2003).

» Quelques souches semblent produire une méticilline capable d’hydrolyser la
méticilline, en absence du géne mecA et dont le réle et le géne ne sont pas clairement établis
(Frangois JEHL et al, 2003).

» Modification des PLP autres que la PLP 2a = souche MODSA (modifated s, aureus)
souche résistante a bas niveau a 1’oxacilline et non producteur de p-lactamine. Ces souches
présentent une modification d’affinité de leurs PLP normales vis-a-vis des [B-lactamine

(Francgois JEHL et al, 2003).
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Tableau V : phénotype de résistance acquise des staphylocoques aux -lactamines (Francois
JEHL, 2003).

Pénicilline G,
. Penicilline A, ATB+inibiteur | Oxacilline | Cefoxitine
Meécanisme R
carboxylpenicilline, | de p-lactamase (OXA) (FOX)
uréidopénicilline
Sauvage S S S S
Pénicillinase R S S S
Modification des
R R R R
PLP, gene mecA
BORSA (rare) R S/R R S
MODSA (rare) S S R S

BORSA : bording, aureus ; MODSA : modified s,aureus S : sensible ; R :
résistant.

2.6.2. Mécanisme de résistance aux aminosides
La résistance aux aminosides est essentiellement liée a [’acquisition d’enzyme
inactivant ces antibiotiques (Francois JEHL et al, 2003).

Les phénotypes de réesistance sont indiqués dans le tableau :

Tableau VI: phénotype de résistance acquise aux staphylocoques aux aminosides (Francois
JEHL et al, 2003).

Phénotype Enzyme Amikacine Tobramicine Gentamicine
Sauvage - S S S
K APH 3’111 R S S
KT ANT-4’-4’ R R S
KTG APH2’- R R R
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AACE’

APH : aminoside phosphotransférase ; ANT : aminoside nucléotidyltransférase ;

ACC : aminoside acétyltransférase ; S :sensible ; R : résistant.

2.6.3. Résistance aux Macrolides, Lincosamide et Streptogramine (MLS)

Les MLS sont des inhibiteurs de la synthése protéique en stimulant la dissociation entre
ribosome et ARN de transfert. Les macrolides (érythromycine, josamycine, sipramycine,) et
les lincosamides (clindamycine) exercent une activité bactériostatique vis-a-vis des
staphylocoques et ont de ce fait un usage thérapeutique limité aux les infections peu séveres,
dues a ces germes. La résistance aux MLS est due a trois mecanismes (Francois JEHL et al,
2003).

» Lamodification de la cible des antibiotiques

Qui est le mécanisme le plus répandu et confére un spectre de résistance croisé entre
macrolides, lincosamides et streptogramines B. d’ou son nom de MLSB, car ces antibiotiques

ont des sites de fixation communs (Frangois JEHL et al, 2003).

>  Les mécanismes d’efflux actif

Ne touchent que les antibiotiques de structure apparentée. Des macrolides a noyau de 14
et 15 atomes (érythromycine, roxithromycine, clarithromycine, diritromycine, azithromycine)
codés par le msr et les streptogramines A codés par le géne vga, peuvent subir un efflux actif
par mécanismes ATP dépendant alors que les macrolides a noyau de 16 atomes (josamycine
et spiramycine), les lincosamides (clindamycine et lincomycine) et les streptogramines B

(pristinamycine | et quinupristine) restent actifs car sont non inducteurs (Rebiahi, 2012).

»  L’inactivation enzymatique

Est due a diverses enzymatiques spécifiques. Les lincosamides peuvent étre inactivée
par une acétylasse codé par une géne plasmidique linA. Les streptogramines sont touchées par
une hydrolase codée par le géne VGB, le gene VAT est responsable d’acétylation des
streptogramines A. Ce gene est trés souvent associé au géne VGB sur le méme plasmide
(Rebiahi, 2012).

2.6.4. Résistance aux quinolones

28




Chapitre 11 : La résistance des bactéries aux antibiotiques

Les staphylocoques sont naturellement résistants aux quinolones de 1°® génération,
mais sont en revanche sensible aux fluoroquinolones (Frangois JEHL et al, 2003).

Trois mécanismes de résistance ont été décrits :

»  Mauvaise affinité par modification de la cible, I’ADN gyrase. L’acquisition de
la résistance est liée a la survenue de mutation chromosomique dans les genes gyrA et par
C qui provoque une provogue une diminution de la liaison des quinolones sur leurs cibles
intracellulaires, les complexes ADN-gyrase et ADN-topoisomérase IV. La résistance a
cette famille d’antibiotiques est liée essentiellement a la sélection de mutants. La
résistance est croisée a toutes les fluoroquinolones.

»  Defaut de la pénétration de la paroi bactérienne.

»  Efflux (Francois JEHL et al, 2003).

Ces deux derniers mécanismes sont peu fréquents par rapport au premier (Francois
JEHL et al, 2003).

2.6.5. Résistance aux glycopeptides

Des résistances sporidiques aux glycopeptides chez les Staphylocoques a coagulase
négative sont décrites depuis 1981. Les premiéres souches décrites avaient un bas niveau de
résistance a la vancomycine et a la teicoplanine (CMI 8-16 mg/L). Les souches
ultérieurement rapportées, avaient des CMI de 1’ordre de 16-64 mg/L a la teicoplanine avec
une sensibilité maintenue a la vancomycine. Le phénotype de résistance a été associe a la
présence d’une protéine membranaire de 35 22 000-39000 daltons de poids moléculaire chez

s, epidermidis et s, haemolyticus (Francois JEHL et al, 2003).

Quelques souches de s, aureus sont intermédiaires a la vancomycine (souche VISA) et
ont une résistance croisée a la teicoplanine. Elles ont été isolées de patients ayant recu de
multiples traitements a la vancomycine. Des souches de VISA n’ont pas les génotypes vanA,
vanB, vanC et le mécanisme de résistance sont encore inconnus. De récents articles ont
rapporté des souches de S, aureus de sensibilité réduite a la teicoplanine (augmentation de
CMI de 8 fois) et la vancomycine (CMI doublée) qui synthése une nouvelle protéine de 39
000 daltons (Francois JEHL et al, 2003).

2.7. Résistance des Enterococcus spp aux antibiotiques
Les Entérocoques se caractérisent par une résistance naturelle aux pénicillines et une
résistance naturelle de bas niveau aux aminosides (Leclercq , 1997).
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2.7.1. Résistance naturelle aux p-lactamines

L’isolement d’Entérocoques responsables des infections nosocomiales et, parmi ceux-
ci, la part des souches multirésistantes aux antibiotiques, est en constante augmentation,

notamment au cours de phénomenes épidémiques (Schouten et al, 1999).

Parmi les souches fréquemment isolées en clinique en France, E. faecium possede des
CMI50 égales a 8 pg/mL pour la pénicilline G, tandis que pour E. faecalis, 100 % des
souches ont une CMI < 4 pg/mL (Mainardi et al ,1996).

La résistance aux pénicillines chez les Entérocoques peut étre intrinséque ou

extrinseque due a des mécanismes acquis.

» Résistance intrinséque

Tous les Entérocoques possedent une PLP particuliere (PLP5), de faible affinité pour
les B-lactamines et responsable de CMI des pénicillines dix a 100 fois supérieures a celles
retrouvées pour les autres Streptocoques. De méme, les céphalosporines sont naturellement

inactives sur les Entérocoques (Patterson et al ,1988).

> Résistance acquise

- Production de B-lactamases

Ce mécanisme a été rapporté en Argentine, au Liban et aux Etats-Unis et ne concerne a
ce jour presque exclusivement qu’E. faecalis. Le support de cette résistance est un géne
proche du géne blaZ codant pour la pénicillinase du SA, exprimé de maniére constitutive. Les
enzymes sont produites & bas niveau, conduisant a des CMI a la pénicilline comprise entre 4
et 8 pg/mL et des CMI de I’ampicilline entre 2 et 4 pg/ mL. Il est a noter que I’activité des
pénicillines sur ces souches est restaurée en présence d’un inhibiteur de [B-lactamases.
Lorsqu’il existe, ce geéne se trouve fréquemment associé¢ a un haut niveau de résistance a la

gentamicine (Patterson et al ,1988).

- Hyperproduction de la PLP5

Ce mécanisme de résistance est associé a des CMI de la pénicilline G de 8 a 32 pg/mL
(Rybkine et al, 1998).

- Mutation de la PLP5
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Ce mécanisme, d0 a des mutations survenant pres du site actif de la PLP5 chez E.
faecium, conduit a des CMI de la pénicilline supérieure a 32 pug/mL chez E. faecium par
diminution d’affinité de cette PLP pour les B-lactamines (Rybkine et al, 1998).

2.7.2. Résistance aux macrolides et apparentes

Deux mécanismes sont impliqués dans la résistance de type MLS.

» Résistance par modification de la cible

Elle est le fait d’une méthylase codée par les geénes ermA ou ermB. Ces genes
présentent 100 % d’homologie avec les déterminants erm impliqués chez SA et entrainent des

phénotypes de résistance MLSB constitutive ou inductible (Portillo A et al, 2000).
» Existence d’un mécanisme d’efflux
Deux déterminants sont impliqués chez les entérocoques :

— le gene msrC : il est retrouvé de maniere ubiquitaire chez les E. faecium. Ce gene,
chromosomique, code pour une protéine impliquée dans 1’efflux de 1’érythromycine, de la

pristinamycine et de la virginiamycine (composé A) (Portillo et al, 2000).

— le géne mef : ce géne est retrouvé de fagon irréguliére selon 1’origine géographique
des isolats d’entérocoques. Il est analogue au déterminant présent chez les staphylocoques et

détermine le phénotype M (Leclercq, 1997).
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1. Epidémiologie
1.1. Dans le monde

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a identifié les infections nosocomiales
comme une cause majeure d'invalidité et de decés chez les patients. Le taux réel d'infections
nosocomiales varie de 5 a 10 % dans les centres de santé moderne des pays développés et
jusqu'a 25 % dans les pays en développement, ce qui est environ 2 a 20 fois plus élevé dans
les pays en développement que dans les pays développés. Ce taux est principalement dd aux
infections du site opératoire (58,2 %), aux pneumonies (26,4 %) et aux infections des voies

urinaires (8,8 %) (10), respectivement (Mohammad Darvishi et al, 2020).

W High
Medium
Low

Figure 6: taux de croissance des infections nosocomiales par région (2019-2024)
(mordorintelligence,2021).

1.2. En Europe
1.2.1. En United Kingdom(UK)

Au cours de la période d'étude, 99 018 adultes ont passé la nuit admissions : 31 655 a
I'nopital général et 67 363 a I'ndpital universitaire. Différents schémas d'incidence des
infections nosocomiales ont été observés dans les deux milieux hospitaliers. Au CHU, 87 cas
d'infection nosocomiale ont été recensés (0,28 % des admissions) et 996 au CHU (1,48 % des
admissions) (Stewart et al, 2021).

Les types d'infections nosocomiales les plus fréquemment identifiés dans les deux

hopitaux étaient les infections des voies urinaires, suivies des infections du sang. Les
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infections des voies respiratoires (pneumonie), d'infection du site opératoire (Stewart et al,
2021).

Micro-organismes isolés chez des patients atteints d'infection nosocomiale :

Parmi les infections nosocomiales signalées, 96,6 % avaient un organisme isolé, avec
118 espéces différentes identifiées. Au total, 1 314 organismes ont été isolés a partir de 1 083

infections nosocomiales. Dans I'ensemble, I'espéce bactérienne la plus fréeqguemment isolée
était :

Les bactéries | Pourcentage

E. coli 18.42 %
Klebsiella spp 6.93 %
Proteus spp 3.12%
Psodomonase spp 2.05 %

Acinetobacter spp 0.38 %

S. aureus 10.81 %

Enterococcus spp 11.08 %

Tableau VI1: Répartition des germes responsables des infections nosocomiales (Stewart et
al, 2021).

Des S. aureus résistants a la méthicilline (selon la résistance a l'oxacilline) ont été
observeés dans 7,1 % des S. aureus isolés de infection nosocomiale et Pour les Enterococcus
faecalis e sont résistantes a la Amoxicilline 14 % et 18% pour VVancomycine.

Pour les entérobactéries sont résistantes pour les B-lactamine et pour la souche de

Pseudomonas spp sont sensible a la Ciprofloxacine (Stewart et al, 2021).

1.2.2. En France

Les infections urinaires, les infections du site opératoire, les pneumonies et les
bactériémies représentaient 71,5% des sites infectieux documentés, soit une prévalence des
infections égale a 3,72% (Cdme Daniau et al, 2020).

Le tableau suivant représente Pourcentage d'organismes identifiés par type d'infection
nosocomiale :
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Tableau VIII: Répartition des germes
(Come Daniau et al, 2020).

responsables des

infections nosocomiales

Les bactéries Pourcentage
E. coli 23.6 %
Klebsiella spp 6.8 %
Enterobacter spp 4.8 %
Proteus spp 2.9 %

P. aeruginosa 6.3 %
S. aureus 13.8 %
Enterococcus spp 11.8%

Parmi les souches de S. aureus testées, 27,2% étaient résistantes a la méticilline.

Pour les entérobactéries, 22,5% des souches testées étaient

résistantes aux

céphalosporines de 3e géneération (C3G) Cette PPI a entérobactéries résistantes aux C3G est

restée stable entre 2017 et 2012 et Sur I’ensemble des souches d’entérobactéries testées,

15,3% étaient productrices de P-lactamases a spectre étendu (BLSE). Cette prévalence a

augmenté en 2017 par rapport a 2012(C6éme Daniau et al, 2020).

1.3. En Afrique

1.3.1En Mali

La prévalence des infections nosocomiales a été plus élevée dans médecine interne

(32%), réanimation (25%) et les spécialités médicales (13,3%) que dans les spécialités
chirurgicales (11,4%) (Thais Andréna, 2020).

Les principaux microorganismes isolés ont été les entérobactéries. E. coli et Klebsiella

spp ont été les principales bactéries isolées sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau IX: Distribution des germes responsables d’infections nosocomiales (Thais
Andreéna, 2020).

Les bactéries Pourcentage
E. coli 29.6 %
Klebsiella spp 20.3 %
Enterobacter spp 7.49 %

P. aeruginosa 9.3%
S. aureus 3.7%
Enterococcus spp 3.6 %

Pour les entérobactéries sont plus actifs pour la colistine et I’amikacine et résistantes
pour les B-lactamine et les restes antibiotiques (Thais Andréna, 2020).

La colistine, I’amikacine et le chloramphénicol ont été les antibiotiques les plus actifs
sur Acinetobacter baumannii et les autres sont résistants (Thais Andréna, 2020).

Toutes les souches de Pseudomonas aeruginosa ont été sensibles a la ceftazidime, a la
gentamicine, a I’amikacine et a la ciprofloxacine et résistante pour les restes antibiotiques.

Pour les Enterococcus spp sont résistantes pour tous les antibiotiques et sensible

uniquement a la gentamicine (Thais Andréna, 2020).

1.3.2 En Maroc

Prévalence des infections nosocomiales

Selon les sites anatomiques, les bactériémies/ septicémies étaient les plus fréquentes
(28,6%), suivies par les infections du site opératoire (23,8%), les infections pulmonaires
22,2%, puis les infections urinaires avec 17,4%(MOHAMED SIBOUB, 2018).

Les principaux micro-organismes isolés étaient : E.coli dans 30% des cas, suivi du
Staphylococcus aureus dans17%(MOHAMED SIBOUB, 2018).

Tableau X: Distribution des germes responsables d’infections nosocomiales (MOHAMED
SIBOUB, 2018).

L’année

2018

Les bactéries
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E. coli 30.43 %
Proteus spp 2.18 %
Klebsiella spp 10.86 %
Enterobacter spp 2.18 %
P. aeruginosa 15.22 %
S. aureus 17.39 %
Enterococcus spp 6.52 %

Pour Escherichia coli, le tableau suivant représente la résistance aux différents

antibiotiques :

Tableau XI: profil de résistance d’E, coli (MOHAMED SIBOUB, 2018).

Antibiotique Résistance (%)
Amoxicilline 90

C3G 36,3
Fluoroquinolones 50
Imipénémes 0
Triméthoprime-sulfamétoxazole 50
Gentamicine 20

Pour Klebsiella spp, le tableau suivant représente la résistance aux différents

antibiotiques :

Tableau XI1: profil de résistance de Klebsiella spp (MOHAMED SIBOUB, 2018).

Antibiotique Résistance (%0)
Amoxicilline 100

C3G 25
Fluoroquinolones 0
Imipenémes 0
Triméthoprime-sulfamétoxazole 0
Gentamicine 33,3

Pour Pseudomonas aeruginosa : la résistant a la Ceftazidime était de 28,5%.Toutes les

souches étaient sensibles a I’ Amikacine.

Pour Staphylococcus aureus : la résistance a la Méticilline était de 12%(1/8). Toutes les
souches étaient sensibles aux Glycopeptides (MOHAMED SIBOUB, 2018).

Pour Enterococcus sp: la résistance a I’ Amoxicilline était de 33% (MOHAMED

SIBOUB, 2018).
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1. OBJECTIFS

1.1. Objectif principale

Le but de notre travail est I'isolement et l'identification des bactéries responsables d'une

infection nosocomiale et 1’étude de la biorésistance a partir des patients hospitaliers.
1.2. Objectifs spécifiques

-La détermination de l'incidence des infections nosocomiales a I'h6pital de Médéa.

- I'identification des bactéries responsables d'infection nosocomiale dans les différents
types de prélévements au laboratoire.

-La détermination de profil de résistance des germes responsables de I'infection
nosocomiale.

- la comparaison aux résultats antérieure.
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2. Modalités pratiques de I'étude d'incidence

2.1. Type d’étude et lieu de I’étude

Il s'agit d'une étude exhaustive s'étalant sur (1°" janvier 2022-30 avril 2022) a été realisee

au laboratoire de bactériologie de I'hdpital Mohamed Boudiaf de Médéa.

2.2. Description du lieu de I'étude

L'unité de bactériologie comprend une seule salle et exerce un effectif composé de
personnel médical : un medecin (assistante en microbiologie), et paramédicale : deux
laborantines de santé publique et une biologiste principale et trois personnes travaillent a tour
de role.

2.3. Critéres d’inclusion et critéres d’exclusion

Nous avons inclus dans I'étude, tous les patients qui ont une infection nosocomiale a
partir de I'ensemble des patients hospitalisée au niveau des services de I'hdpital ont visé
diagnostique nous avons exclu tous les prélévements des patientes externes et hospitalisee

hors le delai de notre étude.

2.4. Collecte de données

Au total (441) échantillons qui ont été collectes a partir des deux sexes,de différents

ages et de différents services.

2.5. Technique de collecte des données

Deux techniques de collecte des données ont été utilisées:
1-L’exploitation les registres des services et les dossiers des malades.

2-L’entretien avec le personnel de 1’hdpital.

2.6. Les variables recueillies sont

- Le sexe des patients, date d’hospitalisation.

- durée de séjour, facteurs de risque liés au malade.
- La nature des prélevements.

- Les espéces identifiées.

- Les résultats des tests de résistance aux antibiotiques.
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3. Matériel et méthodes

3.1. Matériel
Tableau XI11: matériels utilisés durant les manipulations
Matérielle de travail Milieux de culture Les réactifs et les colorons

Deux étuves 1’'une de grande taille | solide -L’alcool -Violet de Gentiane -
et I’autre de taille moyenne Gelose nutritive Lugol - Fuchsine - Huile de cedre -
Réfrigérateur Gelose au sang Réactifs de Kovacs
Deux microscopes Gelose hektoen Vosges Proskauer (VPI, VPII) -
Les lames et lamelles Gelose chapman Reactif de TDA
Portoir Gelose chromagar
Pipette Pasteur liquide
Deux becs de bunsen avec des Flacon d’hémoculture (aero-
conduits de gaz anaérobie)

Anse calibrée

L’eau distillée et I’eau
physiologique

Boites pétries

Becher

Lavabo

Les antibiotiques
Bandelettes urinaires
Api 20 E

Agitateur "vortex"

Densitométre

3.2. Méthodes
3.2.1. EXAMEN CYTOBACTERIOLOGIQUES DES URINES "ECBU"
3.2.1.1. Prélevements
Le prélevement est le premier point critique susceptible d’influer sur le résultat de

I’ECBU du fait de la présence d’une colonisation de 1’uretre et des voies génitales externes

par une flore commensale (Ouakhzan, B ,2011).
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> cas genéral habituel :""'milieu de jet"

e On préléve les urines du matin ou des urines ayant séjourné au moins 3 heures dans la
vessie. L’échantillon d’urine a analyser est celui du milieu du jet du fait de sa représentativité
de I’urine vésicale normalement stérile.

e Le mode de recueil de I’échantillon d’urine doit se faire apres lavage hygiénique des
mains et toilettes soigneuses du méat et de la région vulvaire (chez la femme).

e Les premiers jets (20 ml) d’urines sont éliminés et ne sont recueillis que les 20 a 30 ml
suivants dans un flacon stérile, en évitant de toucher le bord supérieur du flacon.

e Fermer le flacon hermétiquement et porte immédiatement au laboratoire accompagné
de la prescription ( STPI, 2016).

» Prélévement par sondage

Chez les malades sondés I'urine ne sera prélevée par ponction directe dans la sonde,
aprés désinfection du site spécifique du dispositif de sonde mais jamais a partir du sac

collecteur.

> Chez le nourrisson

Chez le nourrisson sans miction volontaire (aussi le jeune enfant jusqu’a 2 ans) aprés un
nettoyage soigneux de la région périnéale, un poche plastique collecteur stérile sera fixé au
moyen d'un adhésif et doit étre enlevé dés 1’émission des urines sinon il faut le changer a

chaque 30 minutes (Bonacorsi, 2016).

3.2.1.2. Conservation et transport

Les urines recueillies doivent étre acheminées rapidement au laboratoire. Néanmoins,
elles peuvent étre conservées a +4°C pour une durée maximale de 2 heures le flacon doit étre

placé dans une glaciere ou réfrigérateur.

Utilisation des tubes boratés (contient I’acide borique) qui permet la conservation de

I’échantillon jusqu’a 48 h a température ambiante.
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3.2.1.3. Diagnostic bactériologique

3.2.1.3.1. Examen biochimique

> But

La chimie des urines est un test d'orientation permet la détection rapide des changements

de multiples parametres biologiques facilitant diagnostic.

» Principe de la méthode

Dans notre étude les bandelettes réactives d'analyse urinaire ont

été utilisées ""SARL

king diagnostics ** ce sont des bandelettes en plastique portant des plages (zones de réactifs)

dont la variation de la couleur indique la présence ou non,, en se référant a une échelle

colorimétrique fournie par le fabricant (le plus souvent collée sur la boite portant les

bandelettes) .

BANDELETTE URINAIRE |

PARAMETREES

. Glicose
- I Eiliubine
L . Compscétoniques
b Densitt
L 0 . Gang
L .pH
f—————— Protéines
o Trobilinogénes

s Mitrites

| +————m Leucocytes

PATHOLOGIES

Diahéte

Ictére, hepatite

Diahéte

De 1005 4 1015

Cystite, néphrite

Doit étre voisin de 6

Lésion rénale

Ictére, hépatite

Présence de certaines hactéries

Infection urinaire

Figure 7 :L'échelle colorimétrique de référence des bandelettes réactives (photo originale).

> Mode d'utilisation

e Tremper la bandelette réactive complétement dans l'urine.

e Laisser régir quelques secondes.

e -Lire en comparant les plages avec I'échelle colorimétrique.

> Lecture

La lecture peut se faire visuellement en comparant la bandelette avec la gamme

colorimétrique indiquée sur I’emballage ou a I’aide d’un instrument spécifique.
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- Aprés 1 minute, lire les résultats pour les nitrites, le PH, les protéines, le glucose, les corps

cétoniques, I’urobilinogéne, la bilirubine et le sang.

- Apres 2 minutes, lire le résultat pour les leucocytes.

3.2.1.3.2. Examen macroscopique

Apres avoir homogénéisé 1’urine par retournement du tube, on note:

» Aspect : a I’état pathogene habituellement trouble, 1égérement trouble ou hémorragique,
en conditions normales 1’urine présente un aspect clair.

» L'odeur : a I'état normal I'odeur est due a des composeées volatiles existant a doses tres
faibles. Certains aliments peuvent ajouter leurs odeurs & celle de l'urine. A I'état

pathologique, il y a apparition de substances volatiles, d'odeur anormale dans les urines
(Seddiki ,2007).

Figure 8 : Les différents aspects macroscopiques de l'urine (photo originale).

3.2.1.3.3. Examen microscopique

3.2.1.3.3.1’examen cytologie

Cette analyse est pour but d’apprécier de fagon quantitative et qualitative la présence
d’éléments figurés (leucocytes, hématies, cellules épithéliales, cristaux et levures) et de

bactéries dans les urines. Cet examen est réalisé aprés avoir bien homogénéisé 1’échantillon
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de I’urine, en déposant a 1’aide d’une micropipette (10 ul) une goutte d’urine étendue entre
une lame de Malassez ou Nageotte et la lamelle, puis examiner sous microscope a 1’objectif X
40.

Figure 9 :Examen cytologique d'urine sur cellule Nageotte (photo originale).

» Examen quantitatif (dénombrement)

L’examen quantitatif permet de dénombrer les cellules présentes dans 1’urine d’une
facon précise, en particulier les leucocytes et les hématies. Dans cet examen on va effectuer

une numération cytologique sur une cellule soit de Mallassez soit de Nageotte.

Le seuil significatif pour les leucocytes est : = 10* cellules / ml parfois en amas.

» Examen qualitatif : il peut montrer la présence ou l'absence de divers types des cellules :

o Les cellules épithéliales : elles proviennent des tubules rénaux ou des vois excrétrices.
Elles sont 0.5 a 3 fois plus grandes qu’un leucocyte et ont noyau de grande taille et
arrondi. Leur présence est le résultat du renouvellement normal de 1’épithélium. Les
cellules d’origine vaginale signent une contamination.

e Les hématies : ont un aspect biconcave.

e Les leucocytes : se divisent, selon I’aspect du noyau. Ils sont souvent isolés ou groupés
en amas ou altérés.

e les cylindres : lls représentent des agglomérats de protéines et de cellules rénales
(tubules rénaux) il s'agit des cylindres hyalins.

e les cristaux : sont des constituants ne sont pas pathologiques présentes dans 1’urine
(acide oxalique, acide urique ou urate, sels de calcium). seuls les cristaux de phosphate

ammoniaco-magnésien ont un intérét dans le diagnostic d’une infection urinaire.
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Et Les levures et les bactéries ....ect.

Cet examen est réalisé aprés avoir bien homogénéisé 1’échantillon de 1’urine, en
déposant a 1’aide d’une micropipette (10 pl) une goutte d’urine étendue entre une lame de

Malassez ou Nageotte et la lamelle, puis examiner sous microscope a I’objectif X 40.

3.2.1.3.3.2. Mise en culture

La culture bactérienne pour objectif d'isoler les différentes bactéries, C'est méthode qui

permet une identification exacte des microorganismes présents dans les prélévements.

Durant notre stage, nous avons utilisé le milieu : Chromagar Orientation, gélose

nutritive, Chapman, hektoen et la gélose au sang pour I'isolement.

Figure 10 : Les différents milieux de culture utilisés pour I'isolement des germes

responsables des infections nosocomiale (photo originale).

» Les méthodes d’ensemencement et dénombrement des microorganismes : - L'analyse
quantitative de la bactériurie peut étre réalisée soit par :

e Méthode originale de Kass ' technique standard™: "méthode de référence " on fait des
dilutions en série de 10 en 10. Un volume connu de chaque dilution est étale sur une boite
de Pétri.

e Meéthode de la lame immergée : on plonge dans l'urine fraichement émise une lame
portant des milieux nutritifs généralement MacConkey (BELADZAR, CHERKI ,2021).

e Meéthode de I'anse calibrée : cette méthode est actuellement la plus utilisée. L'urine est
prélevée a l'aide d'une anse de 10 pl et est ensemencée selon une méthode standardisée qui

permet (annexe 05), grace a un abaque, de convertir l'aspect de la culture en UFC par
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millilitre, et ce sans dénombrement. Cette méthode simple, sans dilution préalable, permet

une numération de 103 a 106 UFC/ml tout en permettant I'obtention de colonies isolées.

Dans notre étude, on a utilisé la technique de I’anse calibrée pour dénombrer les

colonies.

» Avantage
e Simplifie la technique de Kass en évitant les dilutions de I’urine.

e Cette technique permet de bien séparer les colonies pour ensuite bien les

compter. Diminution du colt (Djennane et al, 2009)

3.2.2. EXAMEN BACTERIOLOGIQUE DE PUS

3.2.2.1. Préléevement de pus : Les échantillons ont été recueillis sur deux écouvillons
stériles dont I’un sert a faire le frottis pour la coloration de Gram + bleu meéthylén et 1’autre

pour I’ensemencement sur des milieux de culture appropriés.

3.2.2.2. Transport : Les échantillons sont envoyés au laboratoire accompagne de la
feuille de demandé d'examen dans un délai trés bref (moins de 30 minutes).

3.2.2.3. Examen macroscopique : On notait la consistance, la couleur, I'aspect, ainsi
que la viscosité du pus.
» Le pus pouvait étre : épais, visqueux, €lastique, mélangé au sang ou non, fluide ou
séreux.

» Lacouleur : varie de la teinte chocolat au blanc, certains pus sont verdatres ou bleutés.

47



Chapitre 1V : Matériel et Méthodes

Figure 11 : Aspect de préléevement de pus par une seringue a gauche et par un écouvillon a
droite (photo originale).

3.2.2.4. Mise en culture

Isolements sur différents milieux : Chromagare Orientation, milieu gelose nutritive,
Chapman, hektoen et la gélose au sang.

Une goutte de pus en dépose sur la surface de la gélose a ensemencer ou bien on frotte le
bout de I'écouvillon sur une partie de la surface de cette gélose, avec une pipette fermee et

stérile.

3.2.3. EXAMEN BACTERIOLOGIQUE D’HEMOCULTURE

3.2.3.1. Préléevement

Il est impératif de limiter la contamination microbienne du prélevement de sang.
Les principales étapes sont les suivants :
e Désinfection de I'opercule des flacons d'hémocultures et du point de ponction avec un
antiseptique.
e Lavage ou désinfection des mains du preleveur. -Port des gants. -Ne plus palper la
veine apres cette étape.
e Prélever le sang.
e introduire le sang prélevé dans les flacons d'hémoculture de 10 a 100 ml du milieu
nutritif citraté I'un aérobie et l'autre anaérobie.
> Quantité de sang prélevé

Adulte : 100ml /flacon.
Enfant : 10 ml /flacon.
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3.2.3.2. Transport

Les flacons d'hémoculture doivent étre envoyés au laboratoire le plus rapidement
possible, les flacons doivent étre incubés deés leur arrivé pour permettre la continuation de la
croissance bactérienne a 37°c. Les flacons d'hémoculture doivent étre accompagnés d'une

fiche de renseignement : Nom et Prénom,Age, Signes cliniques, Service .

Figure 12 : Le prélevement de sang (photo originale).

Les hémocultures sont incubées immédiatement & 37°C. (Une fiche de renseignements
cliniques doit impérativement accompagner les flacons vers le laboratoire). Elles sont

incubées 7 a 10 jours.

3.2.3.3 La subculture des hémocultures (isolement)

Il est classique pour une méme hémoculture d'ensemencer deux flacons, I'un incubé en
acrobiose et I'autre en anaérobiose. Les flacons d’hémoculture 1’isolement et 1’identification
des agents infectieux sont réalisés a partir d’un échantillon prélevé par ponction a la seringue,

de chaque flacon.

» Milieu d’isolement
Il convient de choisir un milieu spécifique qui permet la croissance de microorganismes

a culture délicate.
e La Gélose au sang (GS)
Est un milieu riche car il contient des facteurs de croissance variés par la présence

D’un mélange de peptones. Il est constitué de la Gélose Mueller Hinton additionnée de

10 % de sang frais.
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e Autres milieux
Pour confirmer 1’orientation de 1’identification et pour un meilleur isolement, on utilise

des milieux sélectifs tels que le milieu Chapman, milieu Hektoen ...etc.

3.2.3.4. Mise en culture

On pose, aseptiquement, une goutte de sang dans le milieu spécifique (GS). Puis, on
ensemence par la pipette pasteur boutonnée en faisant des stries fines et trés serrées puis des
stries larges et eloignées.

Enfin, on introduit la boite ensemencée dans une jarre a bougie sous 3 a 5 % de CO2 et
saturée d’humidité (favoriser la croissance des bactéries exigeantes en CO2 et les bactéries
aéroanaérobies facultatives). Une jarre spécifique fermée hermétiquement créant

I’anaérobiose est utilisée en cas de suspicion de bactéries anaérobies strictes, 1’incubation dure

24h.

Et de la méme maniére d’encensement avec les autres milieux de culture. Le laboratoire

utilise du sang humain pour préparer les géloses au sang.

3.3. Examen bactériologique

3.3.1. Examen direct a I'état frais
Permet 1’observation des bactéries vivantes et la détermination de leur morphologie, de
leur mode de regroupement, et de leur mobilité
> Protocole
e Déposer aseptiquement sur une lame porte objet propre une goutte d’eau
physiologique.
e Prélever a I’aide d’une pipete pasteur stérile une colonie a partir du milieu gélosé, la
dissocies dans la goutte d’eau, puis recouvrir d’une lamelle en évitant la formation des
bulles d’air.

e Observer a I’objectif x 10 puis x 40
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Figure 13 : Préparation de I'état frais sur une lame (photo originale).

3.3.2. Coloration de Gram

» Reéaliser un frottis

On préléve une colonie bien isolée a partir de la culture a étudier et on la pose sur une
lame propre.

Placer une goutte d'eau distillée stérile sur la lame, a I’aide d’une pipette Pasteur
stérile on I’étale par un mouvement circulatoire.

Le frottis doit étre mince homogene, ensuite sécher et fixer le frottis a la chaleur par le

passage 3 fois sur la flamme du bec Bunsen.

» Mode opératoire

Recouvrir le frottis avec du violet de gentiane et laisser agir 1min Rincer avec 1’eau de

robinet.

Recouvrir la lame avec du lugol et laisser agir 30 secondes Rincer avec 1’eau de

robinet .
Recouvrir la lame d’alcool pendant 5 a 10 secondes Rincer avec 1’eau de robinet .

Recouvrir la lame par la fuchsine pendant 30 secondes a1 min Rincer avec 1’eau de

robinet une derniére fois.

La séche entre deux feuilles de papier filtre et Examiner au microscope optique a

I’immersion (objectif x 100).
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Alcool :
\Ethanol &

Figure 14 : coloration de gram (photo originale).
» Lecture
e Les bactéries colorées en violet sont des bactéries a Gram positif.

e Enrevanche, les bactéries colorées en rose sont des bactéries a Gram négatif.

3.3.3. Identification biochimique de tous les germes isolent
3.3.3.1. Recherche de la catalase

» Principe
La catalase est une enzyme qui décompose le peroxyde d’hydrogéne (eau oxygénée) en
molécule d’eau et oxygene selon la réaction de catalase suivante :
2 H202 > 2H20 + 02
» Mode opératoire
Déposer sur une lame propre une goutte d’eau oxygénée puis ajouter une colonie a

I’aide d’une pipette Pasteur bien étalée
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Figure 15: Test de catalase (photo originale).

> Lecture
e L’apparition de dégagement des bulles de gaz traduit par la présence de I’enzyme
catalase. Elle est dite : catalase (+).
e Par contre I’absence du dégagement gazeux signifie ’absence de I’enzyme. Elle est

dite : catalase (-)

3.3.3.2. Recherche de I'oxydase

C’est un test fondamental pour 1'identification des bacilles a Gram négatif. Il permet de
mettre en évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase des bactéries a partir de leur
culture en milieu gélosé. Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N diméthyl

paraphényleéne diamine pour former un composé coloré en violet « I’indophénol ».

» Mode opératoire
e Déposer un disque pré-imprégné par le Réactif N dimeéthyl paraphényléne diamine sur
une lame propre.
e Déposer une colonie bien isolée a 1I’aide d’une pipette Pasteur sur ce disque.
e Ecraser une colonie de germes a étudier sur ce disque a l'aide une effilure de pipette

Pasteur pendant 10 secondes.
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Figure 16: Test d'oxydase (photo originale).

> Lecture
e [ ’apparition une tache violette Le germe possede une oxydase : le test est positif.

« Si la colonie reste incolore, le germe ne possede pas d’oxydase : le test est négatif

3.3.3.3. Test coagulase

La coagulase est une enzyme capable de coaguler le plasma sanguin. Il permet la mise
en évidence de la staphylo-coagulase. Ce test est utilis¢é pour I’identification des
staphylocoques.

» Mode opératoire

e Dans un tube a hémolyse stérile, déposer 1 ml de plasma sanguin puis additionner 1mi
d’une suspension bactérienne de la souche a étudier.

e Bien homogénéiser le tube puis incuber a 37°C pendant 2 a 3 heures.

» Lecture

La réaction est considérée comme positive lorsque le plasma est coagulé, donc le

fibrinogene a été transformé en fibrine, cela permet de confirmer que le germe est un S.

aureus. Dans le cas contraire, la bactérie est une espéce autre que S. aureus.
3.3.4. Identification par galerie biochimique APl 20E

API20E c’est un systéme miniaturisé et standardisé des techniques biochimiques
conventionnelles pour I’identification des bactéries a Gram négatif, dont les entérobactéries.

Il est composé de 20 microtubes contenant un substrat déshydraté pour réaliser 20 tests
biochimiques miniaturisés. On inocule chaque tube avec la suspension bactérienne a identifier
(AZIZI et al, 2019).
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» Mode opératoire
» Préparation de la suspension bactérienne
L’inoculum est réalisé a partir d’une culture pure : on a été prélevé une colonie bien
isolée (2 a 3 colonies identiques) sur milieu gélosé a 1’aide d’une pipette Pasteur, la déposer
sur les parois d’un tube contenant de 1’eau physiologique (3 ml) pour dissocier la colonie, puis

agitée manuellement (ou bien a I’aide d’un vortex).

» Inoculation de la galerie

e Mettre 3 ml de I’eau physiologique dans le fond de la boite afin de créer une atmospheére
humide.

e Remplir les tubes et les cupules des tests : CIT, VP, GEL, avec la suspension bactérienne
a I’aide d’une pipette Pasteur (ou bien une seringue).

e Remplir uniquement les tubes des autres tests (et non les cupules).

e Pour les tests nécessitant I'anaérobiose : ADH, LDC, ODC, URE, H2S en ajoutant une
goutte d'huile de paraffine.

e Refermer la boite, puis écrire le numéro de patient. Incubation a 37C° pendant 18a 24h.

Figure 17 : la galerie API 20 E "avant incubation” (photo originale).

Aprés incubation, on note sur la fiche de résultat, toutes les réactions spontanées. La
révélation des trois TDA, VP et indole est faite par I’ajout des réactifs nécessaires (TDA,
VP1, VP2 et KOVACS).

3.3.5. L’antibiogramme

Lorsqu’une bactérie est isolée a partir d'un prélévement, sa sensibilité aux antibiotiques

doit étre recherchée. Ce test est capital, il permet de choisir un antibiotique adéquat pour le
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traitement. La détermination de l'activité des antibiotiques est réalisée par la méthode de
diffusion sur gélose (Mueller Hinton).

» Milieu pour antibiogramme

Il doit étre coulé en boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm.
Les géloses doivent étre séchees avant I'emploi (RAHAL, K ,2020).

» Méthode de diffusion des disques
Les méthodes de diffusion en géelose sont des méthodes qualitatives, elles consistent a
déposer un ou plusieurs antibiotiques sur une gélose préalablement inoculée avec une souche
bactérienne. L’antibiotique diffuse dans la gélose. Aprés incubation on observe autour des
antibiotiques une zone d’inhibition de la croissance bactérienne. En mesurant le diamétre de
cette zone d’inhibition, on peut déterminer la sensibilit¢ de la souche a 1’antibiotique
(RAHAL, K ,2020).
» Préparation de I’inoculum
e A partir d’une culture pure de 18 a 24 heures sur milieu d’isolement approprié, quelques
colonies bien isolées et parfaitement identiques ont été raclé a 1’aide d’une pipette

pasteur, la pipette ou I’écouvillon a été bien déchargé dans 5 a 10ml d’eau physiologique

stérile a 0.9%.Puis la suspension bactérienne a été bien homogénéisée. Son opacité doit
étre équivalente a 0.5Mac-Farland (RAHAL, 2020)

Figure 18: Préparation de I'inoculum a partir d'une colonie isolée pour la réalisation de

I'antibiogramme (photo originale).
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e tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

e l'essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.

o frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrées.

o répéter I'opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de
faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant I'écouvillon
sur la périphérie de la gélose.

e Dans le cas ou I'on ensemence plusieurs boites de pétri, il faut recharger I'écouvillon a
chaque fois (RAHAL, 2020)

> Application des disques d’antibiotiques: Il est préférable de ne pas mettre plus de 6
disques d’antibiotique sur une boite de 90 mm :
e Pour les bactéries exigeantes (Streptococcus spp. Neisseria gonorrhoeae, Neisseria
meningitidis, Hémophiles spp.....), ne pas mettre plus de 4 disques par boite de 90
mm.

e Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide de pinces bactériologiques stériles et ne

pas déplacer les disques apres application (RAHAL,2020)

Figure 19 : Ensemencement et application du disque d'antibiotique sur milieu Muller Hinton

(photo originale).

> Conditions d’incubation

Respecter la température, 1’atmosphére et la durée d’incubation recommandées pour chaque
bactérie (RAHAL, 2020).
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1. Résultats

Sur 441 malades admis pendant la période d’étude (du ler janvier au 30 avril 2022), ont
séjourné pendant au moins 48 heures. Sur malades 62 (14.05%) ont eu au moins une infection

nosocomiale.

1.1. Repartition des patients selon le sexe

Représentation graphique présente de la répartition des patients par sexe au cours des
quatre premiers mois des quatre derniéeres années (2019-2022) au niveau de I'EPH de Médeéa
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Figure 20 : Répartition des patients par sexe au cours des premiers quatre mois des derniéres
quatre années (2019-2022) au niveau de I'EPH de Médéa.

La population étudiée était composée de 441 ayant une infection nosocomiale répartie

sur les services de I’EPH de Médéa, au cours des premiers quatre mois des dernieres quatre

années (2019-2022).

La prédominance féminine est évidente sur les hommes durant cette période (2019-
2020) avec un pourcentage de (61%) pour les femmes et (39% )pour les hommes, puis le
nombre des infections chez la femme a été augmenté en 2021 (70%) et Il est resté presque le

méme pour les hommes (30% ).

A l'exception de 2022, nous avons constaté une augmentation du nombre d’hommes
(46%) et une diminution du pourcentage de femmes (53%) par rapport aux années

précédentes.
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1.2. Répartition selon les prélévements cliniques

Représentation graphique présente la répartition des infections nosocomiales selon les

prélévements cliniques réalisées au sien des différents services de I’EPH de Méd¢a.
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Figure 21: Répartition des infections nosocomiales selon les prélévements cliniques.

D’apres cette représentation graphique on obtient que : les infections urinaires aient
occupé la premiere place avec une prévalence (79%) suivie par le pus de fréquence (14%) et

finalement hémoculture (7%).

1.3. Repartition selon le service

La répartition des patients ayant une infection nosocomiale distribuée dans les différents
services de 1’hopital de Médéa les différents services de ’EPH de Médéa durant les premiers

4 mois de 2022.
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Figure 22: Répartition des patients dans les différents services de I’EPH de Médéa durant les
premiers 4 mois de 2022.
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La prévalence des patients a été plus élevée chez la spécialité médecine homme, le
centre de chirurgie infantile, Urgences Medico- Chirurgicales avec un taux varie entre (14-
10%) viennent ensuite les services de gynécologie et chirurgie femme et homme avec un taux

(9%),Tandis que les infections ont été faibles dans les services Hémodialyse et pédiatrie en
fréquence de (3%).

La répartition des patients ayant une infection nosocomiale distribuée dans les différents

services de 1’hdpital de Médéa au cours des premiers quatre mois des années (2019-2021).

PED HD MH
ORL 590 3% 12%
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Figure 23: Répartition des patients dans les différents services de I’EPH de Médéa.

La prévalence des patients a été plus élevée dans la spécialité gynécologie (23%), suivie
par le service médecine femme et homme ou le pourcentage varie entre (12-14%).
Tandis que la prévalence des infections a été faible dans les services Hémodialyse,

infectieux et oto-rhino-laryngologiste (3%) et (1%) pour traumatologie femme.
1.4. Répartition des germes isolés

Représentation graphique présente les principaux germes ont été isolés au cours des
premiers quatre mois des derniéres quatre années (2019-2022).
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Figure 24: répartition des germes isolés au niveau de I’EPH de Médéa.

Sur les 368 prélevements positifs au cours des premiers quatre mois des quatre dernieres
annees (2019-2022).

e En 2019, E. coli était I’espece bactérienne la plus fréquemment isolée avec (31%) de
I’ensemble des especes étudiées suivies de Staphylococcus aureus (15.5%) et suivie
Pseudomonas aeruginosa (15.2%), Klebsiella spp (13%).

e En 2020, la prédominance était pour les E. coli (35%) et les proteus spp et klebsiella
spp, Staphylocoque aureus avec un pourcentage variant entre (16-14 %), suivie
Pseudomonas aeruginosa avec un pourcentage (9,6%).

e En 2021, les germes les plus dominants sont E. coli (31,25%) klebsiella spp (18,75%)
et Proteus spp (13%).

e En 2022, les germes le plus dominat durant cette période sont E. coli avec un
pourcentage plus élevé par rapport a l'autre germe (51%) le détriment des autres
entérobactéries, suivie Staphylococcus aureus (15%) Enterobacter spp et Pseudomonas

aeruginosa (12%).
1.5. Résultats de I’antibiogramme

- Profil de la résistance de E .coli aux différents antibiotiques
Représentation graphique présente le profil de résistance de E .coli aux différents

antibiotiques au cours des premiers quatre mois des derniéres quatre années (2019-2022).
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Figure 25: profil de la résistance de E .coli aux différents antibiotiques (2019-2022).

Le profil de I’antibiogramme a révélé des résultats variables durant la période étudie,
toutes les souches expriment le méme rythme de résistance entre (2019-2021) pour les
antibiotiques : Ampicilline, Céfotaxime, Ciprofloxacine, Thiméthoprime-Sulfaméthoxazole,
Gentamicine et la diminution de la résistance de Céfoxitine qui devient sensible en 2021.

Tandis que toutes les souches étaient sensibles a IMP durant la période étudie.

Apres 2021, on a signalée une augmentation brusque de résistance aux Amoxicilline-
clavulanate, Céfotaxime, Amikacine, Céftazidime, Gentamicine, et Thiméthoprime-
Sulfaméthoxazole arrive a 76% pour Amoxicilline-clavulanate, 85% Céftazidime 20%

Gentamicine, tandis qu’ils ont diminués la résistance au Céfotaxime, Ciprofloxacine.

- Profil de la résistance de Klebsiella spp aux différents antibiotiques :
Représentation graphique présente le profil de résistance de Klebsiella spp aux

différents antibiotiques au cours des premiers quatre mois durant la période (2019-2022) :
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Figure 26: le profil de résistance de Klebsiella spp aux différents antibiotiques durant la
période (2019-2022).
La figure montre que la majorité des souches isolées de Klebsiella spp ont subi une
augmentation de leur résistance a Ciprofloxacine., Thiméthoprime-Sulfaméthoxazole,
Céfotaxime, Amikacine entre 2019-2020 et diminution de résistance a Amoxicilline-

clavulanate et Céftazidime.

De 2020-2021, les souches sont diminuées sa résistance a Amikacine, Gentamicine,
Ciprofloxacine, Céfotaxime, Thiméthoprime-Sulfaméthoxazole et Amoxicilline-clavulanate

au contraire de Céftazidime et Ampicilline ou les souches sont augmentées sa résistance.

De 2021-2022, les souches isolées sont subies une augmentation la résistance aux
(Amoxicilline-clavulanate, Ampicilline, Céfotaxime, Thiméthoprime-Sulfaméthoxazole,

Céftazidime). Tandis que les souches deviennent sensibles a Ciprofloxacine en 2022.
Durant la période étudiée, les Klebsiella spp sont sensibles a Imipeneme.

- Profil de la résistance de Proteus spp aux différents antibiotiques
Représentation graphique présente le profil de résistance de Proteus spp aux différents

antibiotiques au cours des premiers quatre mois durant la période (2019-2022) :
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Figure 27: Profil de la résistance de Proteus spp aux différents antibiotiques durant la
période (2019-2022).

De 2019-2020, la résistance des souches aux Amoxicilline-clavulanate et Ceftazidime,
Thiméthoprime-Sulfaméthoxazole, Céfotaxime, ont diminué durant cette période de
fréquence (75%) jusqu’a(20%) pour Céftazidime et de (50%) jusqu’a (5%) pour
Amoxicilline-clavulanate,(75%) jusqu’a( 20%) pour Céftazidime et (62%)jusqu’a (35%)pour
Thiméthoprime-Sulfaméthoxazole et pour Céfotaxim(12.5% )jusqu’a (5% ).

Aprés 2021, les souches ont subi une augmentation de résistance aux antibiotiques ou a
Ampicilline et Céftazidime arrivent a (100%) Amoxicilline-clavulanate 66%,
Thiméthoprime-Sulfaméthoxazole et Céfotaxime (33%) et les proteus spp sont sensibles pour
les restes antibiotiques.

- Profil de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux différents
antibiotiques

Représentation graphique présente le profil de résistance de Pseudomonas aeruginosa
aux différents antibiotiques au cours des premiers quatre mois durant la période (2019-2022) :
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Figure 28: Profil de la résist ance de Pseudomonas aeruginosa aux différents antibiotiques
durant la période (2019-2022).

De 2019 -2020, la résistance des souches aux Ceftazidime, Ticarcilline-clavulanate et
Rifampicine sont diminuées et deviennent sensibles a la Céftazidime et Rifampicine et pour
Levofloxacine et Pipéracilline sont augmentés sa résistance.

De 2020-2021, les souches isolées sont augmentées sa résistance a la Ticarcilline-
clavulanate et Rifampicine et sa résistance diminue pour Lévofloxacine

Aprés 2021, Rifampicine, Nétilmicine et Lévofloxacine suivaient la méme cinétique
d’augmentation de résistance a fréquence varie entre (12,5-50%) par contre la résistance de
Ticarcilline-clavulanate qui diminue.

Les souches isolées ont été sensibles a imipeneme durant la période étudiée de 2019-
2022, et sensibles pour Ceftazidime de 2020-2022.

- Profil de résistance de Staphylococcus aureus aux différents antibiotiques

Représentation graphique présente le profil de résistance de Staphylococcus aureus aux

différents antibiotiques au cours des premiers quatre mois durant la période (2019-2022) :
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Figure 29: profil de la résistance de Staphylococcus aureus aux différents antibiotiques
durant la période (2019-2022).

Ce profil présente la résistance des souches aux antibiotiques ou ils sont suivies presque
le méme rythme de 2019 jusqu’a 2021. Apres 2021, les souches :
» Augmentent sa résistance a la rifampicine gentamicine et baisse de résistance
aux oxacilline et ofloxacine.
» Pour la pénicilline et érythromycine, la résistance des souches devient stable
aprés 2021 jusqu’a 2022.
Tandis que les souches de s. aureus étaient sensibles & la colistine et vancomycine

durant la période étudié.

66



Chapitre V : Résultats et Discussion

2. Discussion :

Notre étude effectuée au niveau du laboratoire de I’EPH de Médéa (unité de
microbiologie) ou nous avons mené une étude rétrospective et prospective. Les résultats

obtenus concordent et permis de constater que :

Cette étude sur une période de quatre ans, les résultats indiquent que les infections
nosocomiales surviennent plus fréquemment chez le sexe féminin avec une fréquence de
(53%) que chez le masculin (47%). Ces résultats sont expliqués par la nette prédominance
d’hospitalisation féminine, avec deux services spécialisés pour les femmes Gynécologie et
Maternité. Ce résultat est cohérent pour toutes les années précédentes que nous avons

étudiées.

Les types d'infections nosocomiales les plus fréquemment identifiés étaient les
infections des voies urinaires (79%), suivies des infections de divers (17%) et enfin (7%) pour
les infections de sang (septicémie). La répartition des types de prélevements était changee
durant la période de Covid ou le prélevement bronchique était classé la troisieme place apres
ECBU et I’ECB divers. Ce résultat compatible avec les trois années de 2019 a 2021 de
I'ndpital de Médéa et la méme chose a été observée dans plusieurs études réalisees en Europe :
en France ,2020 (Come Daniau et al, 2020) ou I’infection urinaire représente 71,5% et en
United Kingdom (UK) 2021 (Stewart et al, 2021). La répartition des types de préléevements
était changée durant la période de Covid ou le prélevement bronchique était classé la

troisieme place aprés ECBU et ’ECB divers.

Concernant les germes en cause, les principaux germes rencontrés dans notre série
étaient dans 1’ordre décroissant : Escherichia coli (51%) Staphylococcus aureus (15%),
Pseudomonas aeruginosa et enterococcus (12 %), ces résultats sont approximativement
proches aux travaux de (Andréna, 2020), et (Stewart et al, 2021) en United Kingdom, et
(Come et al, 2020) en France. Ces résultats expliquent : la présence des infections
nosocomiales dans les services malgre stérilisation.

Existence naturelle des cette bactérie dans le corps humaine ou représentent les
entérobactéries représentées 50% de la flore terminales de tube digestif (Patrice DEBRE et
al, 2014), les staphylococcus aureus sont présents dans le nez (d’ordinaire temporairement)
d’environ 30 % des adultes sains et sur la peau d’environ 20 % est pour Pseudomonas
aeruginosa abondant dans I’environnement hospitalier notamment dans le bloc opératoire
(Makhlouf, 2011).
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L’évolution de la résistance bactérienne nosocomiale aux antibiotiques, y compris les
bactéries les plus banales est préoccupante. Ces résistances bactériennes aux antibiotiques
sont actuellement considérées par 1’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) comme une
menace grave pour la santé humaine et la médecine moderne (SIBOUB ,2018).

La prévalence de ces germes résistant aux antibiotiques ne cesse d’augmenter ces
dernieres années et constitue un phénoméne alarmant. Dans notre enquéte 5 bactéries
multirésistantes ont été isolés : 3 Entérobactéries multirésistantes représentent une [3-
lactamases a spectre élargi, des Staphylococcus aureus résistant a l'oxacilline et
Pseudomonas aeruginosa résistant au Ceftazidime.

Dans notre étude le pourcentage des BLSE pour les entérobactéries a augmenté, avec
une variation de fréquence selon le germe par rapport les années étudiées ou le pourcentage
d'E. Coli en 2019(10,52%), 2020 et 2021(4,82-6,84%) et augmente en 2022 a fréquence
(23,91%). Pour proteus spp est toujours faible et leurs fréquences en 2019(1,75%), 2020 et
2021 varie entre (1,2-0%) et augmenté a 2,17%. Klebsiella spp a une fréquence de (7,5%) en
2019, (13,24%) en 2020, (6,84%) en 2021 et (2,17%) en 2022. Donc la présence des BLSE
signifie un chiffre alarmant, malheureusement dans notre étude on n’a pas trouvé beaucoup
d’IMP résistance a cause de manque des disques d’IMP au sein de laboratoire. En United
King dom (UK) noté une 1’augmentation dans résistantes aux [-lactamases (Stewart et al,
2021). Cette augmentation témoigne de la consommation abusive de ces antibiotiques

qu’étaient utilisées durant I’antibiothérapie de covid.

Pour les Pseudomonas aeruginosa , la majorité des souches sont sensibles a la
ceftazidime, ces résultats sont approximativement proches aux travaux de (Thais Andréna,
2020)et aux antibiotiques durant la période de 2019-2021 (des souches sauvages) sauf un seul
cas en 2019 ou on a trouvé une PB-lactamase a spectre élargi ( résistance a la CAZ) qui était

une nouvelle souche est d’aprés notre enquéte le patient était décés par cette infection .

La majorité des souches de s. aureus de 2019 était MRSA & une fréquence de 14,28% et
2020 (50%), en 2021 avec une fréquence (8%) et 2022 (50%), a cause de sa résistance aux
oxacillines qui était augmentée, ces résultats sont approximativement proches aux travaux de
(MOHAMED SIBOUB, 2018), et (Céme Daniau et al, 2020), (Stewart et al, 2021)"

résistance aux oxacillines "et les autres antibiotiques sont sensibles.

Donc I’augmentation de la résistance a 1’antibiotique est due le mauvais usage des

antibiotiques chez I’homme et 1’animal (institut pasteur fr, 2021), soit de mutations ou
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I'acquisition de génes de resistance conférant la résistance a un ou plusieurs antibiotiques
(WHO, 2020) ou Mesures de prévention et de contrble des infections inadéquates, « absence
de stérilisation » (WHO0, 2020)
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Conclusion :

Les infections nosocomiales constituent un fléau de sante publique et un grand risque
pour les patients et les malades hospitalisés. Ce type de l'infection a fait I’objet d’une

veéritable prise en compte en tant que marqueur de la qualité de soin.

La prévalence des IN dans notre étude est plus dominante chez les femmes que les
hommes avec un sexe-ratio=0,88. Tandis que les services les plus touchés sont les spécialités

gynecologie, médecine homme et femme et UMC.

Les agents pathogénes les plus incriminés appartiennent aux familles des
Enterobacteriaceae (51%), des Staphylococcaceae (15%) et Pseudomonadaceae (12%). Les
souches isolées au niveau des services de ’EPH de Médéa ont montré une résistance plus
importante aux antibiotiques pour les entérobactéries ont un fréquence de 28,26% des BLSE,
staphylococcus spp ont une fréquence de 50% MRSA et les Pseudomonas aeruginosa sont
des souches sauvage, ceci nous montre que le risque d’infection nosocomiale dans ces

services est toujours présent et constitue un probléme de santé publique.

De ce fait, la prévention est en effet le seul moyen de lutter contre ces infections
nosocomiales. Il est donc indispensable de suivre une stratégie efficace de lutte et de
prévention contre ce fléau et ceci en respectant toutes les régles d’hygiéne avec une
consommation réduite des antibiotiques.
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Annexe 01 :

Fiche de résultats

. antibiogramme.
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Annexe 02 :

Feuille de résultats des examens bactériologiques des urines.
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Annexe 03 :

Feuille de résultats des ECB divers.

: 3INDIdOJSOUIIN NINVXI

: AINDIdOJSOUIVIN NIINVX3

: INJINIATTIHd NA JENLYN

SdiAld

FANLIND

......................... ‘ @M{ Creassannare

T R e
.................................. rpUEap DSPEL
............................................................. i
............................................................ ey

P R T LRI T TR TR T LR OZ ®m>_mc<

FI190701¥3.L0Va : FLINN
FHIOLYHOEV1 NAd ADIALES

d3INMV.LIdSOH dl1gand
IN3N3ISSINgv.Ld

N

25020



Annexes

Annexe 04 :

Bacilli Gram (-) Cocci Gram + disposés en diplocoques Cocci Gram + réunis en amas

L’aspect microscopique des colonies (Photos originale).

+ - - +
Test catalase Test d’oxydase

Résultat de la recherche des enzymes respiratoires (Photos originale).
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Annexe 06 :

Résultat du test staphylocoagulase (+) (Photos originale).

Annexe 07 :

Résultat de I’identification biochimique des Entérobactéries par la galerie AP1 20 E

Profil biochimique de la galerie API 20 E avant I’incubation (Photos originale).

A : E, aerogenese - B : E,coli - C:Proteus spp

Profil biochimique de la galerie API 20 E apres I’incubation (Photos originale).
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Annexe 08 :

A : E.coli ; B : Klebsielle spp ;C: Proteus spp ;D: Enterococcus spp

Culture sur Hektoen et GN (Photos originale).

Al : Pseudomonas aeruginosa ; A2: Enterococcus spp ; A3 : Staphylococcus aureus
A4 : E.coli; A5 : Proteus spp ; A6 : KES (Klebsiella spp, enterobacter spp, serratia spp)

Culture sur chromagare des différentes souches (Photos originale).



Annexes

Résultat de ’antibiogramme pour Pseudomonas aeruginosa (Photos
originale).

Résultat de ’antibiogramme pour entérobactéries (Photos originale).



