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Résumé :

L’infection nosocomiale bactérienne étant 1’'une des principales causes de morbidité et
de mortalite.

Le but de notre travail est I’isolement, 1’identification et 1’étude de I’antibiorésistance
des souches bactériennes responsables de ce type d’infections isolées a partir de prélevements
effectués sur les patients admis au service de réanimation.

Nous avons réalisé une étude rétrospective portant sur 173 patients hospitalisés au sein
du service de réanimation de I’Hopital Militaire de Constantine, sur une période de 17 mois (1
janvier 2016 jusqu’a 30 avril 2017).

Au cours de cette période, nous avons colligé 197 isolats dont 70 % étaient des
bacilles a Gram négatif et 30% des cocci a Gram positif. Les especes a Gram negatif les plus
fréquemment isolées étaient Acinetobacter 33,33%, et Pseudomonas21,01 %. Les
Entérobactéries représentaient 45.65 % avec prédominance de E. coli (28,57 %), Klebsiella
pneumoniae 23,8 % et Entorobacter cloacae 11,11 %.

Les coccia Gram positif les plus fréquemment isolées étaientStaphylocoque307. avec
la prédominance de Staphylococcus aureus 81,487 et Staphylococcus epidermidis18,53.

La majorité des souches isolées présentent une résistance accrue vis a vis les
antibiotiques testés principalement aux béta-lactamines.

L’imipeneme, colistine et amikacine restent les antibiotiques les plus régulierement
actifs sur les bacilles a Gram négatifs isolées.

La lutte contre les bactéries multirésistantes s’intégre dans une politique globale de
prévention des infections et repose, en particulier, sur la prévention de la transmission croisée
nosocomiale et la réduction de la pression de sélection par un usage rationnel des

antibiotiques.

Mots clés :Infection nosocomiale, isolement, identification, antibiorésistance,Réanimation.



Abstract :

The bacterial nosocomial infection is one of main major of morbidity and mortality.
The aim of our work is the isolation, identification and study of antimicrobial resistance of
bacterial strains, which are responsible of this type of infection isolated from samples
collected from patients admitted in intensive care unit.

We have done a retrospective study of 173 hospitalized patients of intensive care unit
in military hospital of Constantine, for a period time of 17 months (January 1% to april 30"
2017).

During that period, we have collected 197 isolates whish 70Z.among them were Gram
negative bacilli and 307 of them were Gram positive cocci.

The most frequent isolated species was Gram negative which was
Acinetobactersp33,33%, and Pseudomonas represented 21.01%. The Enterobacteria
represented 45.657 with predominance of E.coli (28,577 and Klebsiella pneumonia 23,8% and
Enterobacter cloacae 11,11%.

The most frequent isolated Gram positive cocci were Staphylocoque30Z with
predominance of Staphylococc uaureus 81.487 and Staphylococcus epidermidis 18,53..

The majority of the isolated strains present an increased resistance for tested
antibiotics mainly to beta-lactamins.

The imipenem, colistine and amikacineremain the most regularly active antibiotics on
the Gram-negative bacilli.

The fight against multi-resistant bacteria is part ofglobal infection control policy and it
is basedparticularly on the prevention of nosocomial cross-transmission and the reduction of

selection pressure by rational use of antibiotics.

Key words:Nosocomial infection, isolation,identification, antimicrobial resistance,intensive

care unit.
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Introduction




Introduction

Les infections nosocomiales sont les infections acquises en milieu hospitalier. Elles
affectent 5 a 77 des patients hospitalisés (C.Naucial, 2005). Lorsque 1’état infectieux au début
de la prise en charge n’est pas connu précisément, un délai d’au moins 48 heures ou un délai
supérieur a la période d’incubation est couramment accepté pour définir uned’infection
associée aux soins.

Les infections nosocomiales les plus fréquentes sont: la pneumopathie, I’infection
urinaire, la bactériémie, la méningite et D’infection du site opératoire.Les bactéries
représentent les principaux germes responsables des infections nosocomiales avec
essentiellement [’Acinetobacterbaumannii, [’Escherichia coli, le Staphylococcus aureus et le
Pseudomonas aeruginosa.L’infection nosocomiale constitue un véritable probléme de santé
publique, elle est responsable d’une morbi-mortalité et d’un cott tres élevés, d’ou I’intérét de

la prévention(El marfi, 2014).

Selon le professeur Soukhel, chef service au CHU de Beni Messous : « la sécurité des
patients dépend de la qualité des soins et des mesures d’hygic¢ne prises. Entre 50 a 60 % de
ces infections sont dues au manque d'hygiene, particulierement des mains.En Algérie, pas
moins de 15% des hospitalisés contractent chaque année des infections associées méme aux
actes médicaux les plus banals tels que [’accouchement, les circoncisions ou les

appendicectomies ».

Le présent travail est I’étude d’une durée de un mois (25avril au25 mai 2017) qui a été
menée au niveau du laboratoire de bactériologie de I’hopital militaire de Constantine. Cette
¢tude a pour objectif d’identifier les principaux germes responsables des infections
nosocomiales au service de réanimation, dans divers prélevements cliniques issus des patients

hospitalisés en réanimation médicale.

Par ailleurs, I’étude des profils d’antibioresistance des souches a été effectuée en
testant les antibiotiques couramment recommandés dans 1’antibiothérapie des infections

nosocomiales au service de réanimation.
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I. Les infections nosocomiales

1-Définition d’une infection nosocomiale

Une infection nosocomiale (IN) est une infection acquise dans un établissement de santé

publique ou privé. Elle est désormais intégrée au concept plus large d’infection associée aux

soins (IAS). Une infection est considérée comme IAS si elle n’était ni présente, ni en cours

d’incubation a I’admission du patient.

Lorsque 1’état infectieux du patient au début de la prise en charge a I’admission n’est pas

connu précisément, 1’infection est habituellement considéré comme nosocomiale si elle

survient apres un délai au moins de 48 heures d’hospitalisation. Pour les infections du site

opératoire, I’infection est considéré comme associée aux soins dans les 30 jours suivant

I’intervention chirurgicale ou s’il y a mise en place d’un implant, d’une prothése ou d’un

matériel prothétique dans 1’année qui suit I’intervention (Qayyum et al, 2010).

2- Originedes infections nosocomiales

Le tableau suivant présente les différentes origines des germes qui provoquent les infections

nosocomiales :

Tableul : Originedes infectionsnosocomiales (Popi, 2003).

Le patient et le personnel

Constituent la plus importante source de germes. Tout étre

humaine est porteur d’un grand nombre de germes.

Le matériel de soin et les

Sont recouverts naturellement de nombreux microorganismes,

surfaces et peuvent aussi étre contaminés par les germes apportés par
les personnes, présent sur les mains, dans la bouche...etc.
L’environnement Il représente aussi une source de germe, mais ceux-ci sont

moins freqguemment en cause.
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3- Microbiologie des infections nosocomiales

Les bactéries, les virus, les parasites et les champignons peuvent étre responsables
d’infections nosocomiales, cependant les bactéries sont les germes les plus fréquemment
incriminées. Elles seraient responsables dans 907 a 957 des cas. Surtout les bactéries aérobies
ou aérobie-anaérobie facultatives représentent la quasi-totalité des especes bactériennes

responsables des infections hospitaliéres (Mchich, 2002).
3-1 Les bactéries

Les bactéries les plus souvent responsables d’infection nosocomiales sont :

3-1-1 Bacilles Gram négatif : représentent 607 a 707 des agents responsables d’infection
hospitaliereparmi elles prédominent : E. coli avec 357 et Pseudomonas aerugenosa avec un
pourcentage de 23.

a-Enterobacterie : les espéces de ce groupe constituent les agents principaux de 1’auto-
infection, ils sont devenus résistants sous pression de la sélection des antibiotiques, les
espéeces les plus rencontrées sont : Klebseilla, Proteus, Escherichia coli, Enterobacter,

Serratia.

b-Pseudomonas : c¢’est un germe regroupantenviron 30 espéces. Le plus redoutable est
I’espéce Pseodomonas aerugenosa. C’est I’agent dont la mortalité est la plus élevée. D’autres
espéces du genre Pseudomonas peuvent étre rencontrées dans les infections nosocomiales,
c’est le cas de Pseudomonas fluorescents, Pseudomonas alcaligenes. Ces espéces profitent

généralement d’un défaut d’hygiéne ou de stérilisation(Mchich, 2002).

c-LesAcinetobacter : sont des cocobacilles, ubiquitaires a Gram négatif. Ce sont des bactéries
aérobies strictes, non fermentaires, immobiles, souvent encapsulé ne réduisant pas les nitrates,
oxydase négatif, catalase positive. Les espéces appartenant a ce genre sont fréqguemment
impliquées dans un grand nombre d’infections nosocomiales du fait de leurs capacités

d’acquérir des résistances aux antibiotiques (Fomba, 2006 ; Oulymata, 2007).
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3-1-2 Les especes a Gram positif

Les bactéries Gram positif sont isolées dans 20 a 307 des infections hospitaliéres. Ces

essentiellement les streptocoques du groupe D et surtout des staphylocoques

a-Les staphylocoques : le staphylocoque est leader des infections nosocomiales, les résultats
du (center disease control) en 1980 montrent que le Staphylococcus aureus se situe comme
germe responsable de I’ensemble des infections derriére /’E. coli et devant Pseudomonas

aeruginosa.

b-Les streptocoques : le risque des especes de ce germe a relativement baissé, grace a
I’avénement des régles d’hygiénes et grace a leur sensibilité stable aux antibiotiques. Ils sont

souvent portés au niveau de la gorge.

On distingue, les streptocoques du groupe A, ceux-ci surinfectent surtout les brulés, les
streptocoques du groupe B, responsable des surinfections chez les nouveaux nés. Et enfin les
streptocoques du groupe D qui sont tres résistants aux antibiotiques et qui peuvent étre a

I’origine de diverses surinfections.
c- Autres germes des infections nosocomiales

Certaines bactériessont rarement rencontrées dans les surinfections. Il s’agit parmi les bacilles
Gram négatif, de Listeria monocytogene, d’alcaligene, et parmi les grams positifs, de

Streptocoque pneumonie, deMycobacterium tuberculosis, Bacilluscerus (Mchich, 2002).
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Tableau 2 : Taux et le siége habituel de I’infection de différents espéces (Mchich, 2002).

Espéce Pourcentage | Siége habituel de I’infection

S. aureus 10,2 Cutané, septicémie.

S. epidermidis | 3,7 Septicémie, plaie chirurgicale.

Gp A 0,4 Cutané, septicémie.

GpB 1,4 Septicémie.

GpD 8,9 plaie chirurgicale, génito-urinaire.

E. coli 19,1 plaie chirurgicale, génito-urinaire, Septicémie.
Klebseilla 8,4 Poumon, Septicémie. génito-urinaire.
Entérobactérie | 4,1 Poumon, génito-urinaire.

Proteus 7,1 plaie chirurgicale, génito-urinaire.

P. aerugunosa | 7.7 Poumon, génito-urinaire.

Autres 7.6 Poumon, génito-urinaire.

Serratia 2.2 Poumon, Septicémie.

B. fraglisi 1.1 Septicémie, plaie chirurgicale.
Autres 13 Septicémie.

Indéterminées 11 Poumon.

3-2 Lesvirus

Les infections nosocomiales dues aux virus surviennent dans un contexte tres particulier, leurs
fréquence est vraiment sous estimées a 57 du fait des difficultés du recel et des méthodes de
diagnostic biologique. Il existe un lien trés étroit entre ces infections et le terrain clinique.
Elles se manifestent le plus souvent par épidémies comme les infections a rota virus ou a virus
syncitial respiratoire dans le service de nourrisson et dans les services des personnes
agées(Mchich, 2002).

Les virus intervenants dans la majorité des infections nosocomiales sont : adénovirus, rota

virus, virus de I’immunodéficience humaine (HIV), virus respiratoire syncytial (RSV)

(Pozzetto, 2009).
3-3 Les parasites

Les parasites les plus rencontrées sont les especes de Pediculus(Pozzetto, 2009).
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3-4 Les champignons

Les champignons ou myceétes constituent un regne tres important, dont seul un petit nombrede
représentants sont pathogenes pour I'nomme. Ce sont des eucaryotes, possédant unnoyau et
une paroi cellulaire composée de chitine. Les champignons peuvent se présentersous forme
unicellulaire (levure) ou pluricellulairelorsque les cellules s'allongent pour formerdes
filaments ou hyphes (qui constituent le mycélium). Les quatre principauxembranchements des
champignons vrais (eumyceétes) se distinguent par leur mode de
reproduction.(Delmont,2016).

Tableau 3 : les infections nosocomiales fongiques (Mchich, 2002).

Fongiques Infections provoquées Localisation
Candida albicans Candidose Bouche, gorge......
Cryptococcusneoformans Infections pulmonaires Air
Aspergillushistolytica Infection respiratoire grave Poussiére, terre

4- Epidémiologie des infections nosocomiales

L’organisation mondiale de santé (OMS) estime qu’en moyenne 190 millions de personnes
sont hospitalisées chaque année dans le monde et que 9 millions d’entre elles contractent une
infection hospitaliere. Environ 1 million de patients meurent chaque année, dans le monde de

ces IN qui sont une cause majeur de mortalité et de morbidité.

En Algérie, de 2004 a 2010, 437 d’IN sont notifiées, le taux de déclaration hebdomadaire
oscille autour de 127. Le taux de morbidité par IN est passé de 0,437 en 2005 a 0,247. en
2010. Le taux de prévalence est en diminution 12,67 en 2003 a 7,7/ en2010mais les taux de
mortalité et de 1étalité sont en augmentation, en rapport avec 1I’émergence des bactéries multi

résistantes (Toudeft et al, 2012).
5- Principales infections nosocomiales

Les programmes de surveillance mis en place dans les établissements hospitaliers visent

habituellement les cinq types d’infection nosocomiale suivants : infection urinaire, infection
respiratoire et pneumopathie, infection sur cathéter veineux central en réanimation, infection
du site opératoire en chirurgie et bactériémiedans tous les services, a partir du laboratoire de

bactériologie.
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Les infections nosocomiales les plus fréquentes et les mieux identifiées sont des infections
bactériennes.La particularité des bactéries en cause est leur sensibilité aux antibiotiques qui
peut étre modifiée par rapport aux bactéries« sauvages ». Les bactéries multi résistantes aux
antibiotiques ont étésélectionnéesen milieu hospitalier chez les patients par la pression induite
par les antibiotiques utilisés pour traiterou prévenir les infections. La sélection s’opére sur
toute la flore commensale, oro-pharyngée, digestive, cutanée, ou ces bactéries résistantes
peuvent persister plusieurs mois apres 1’arrét de I’antibiothérapie(Delmont,2016).

USA Europe

M urinaires
B pneumopathie 6

septicimie

m SO

M autres

Figure 1 : Fréquences des différents types d’infections nosocomiales en USA et
Europe(Monnet, 2011).

5-1 Les infections urinaires

Les infections urinaires présentent, bien loin en téte, les infections nosocomiales les plus

fréquentes.

Ainsi, I’incidence des infections urinaire représente entre 30 et 407 des infections
nosocomiales avec des variations selon les services : 217 en réanimation, 397 en médecine,
377. en chirurgie, 127 en pédiatrie, 237 en psychiatrie, 507 en moyen séjour et 347 en long
séjour (Mchich, 2002).

Parmi ces infections un tiers est provoqué par: E. coli, et autre tiers par P.aeruginosa,

Enterococcus fecalis.

La plus parts des infections restantes sont provoqué par d’autres bactéries a Gram négatif
(Perry et al, 2004).
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5-1-1 Les facteurs de risque

On distingue deux types :

a-Facteurs intrinséques

- Le sexe : le risque est deux fois plus élevé chez la femme.

- L’age supérieur a 50 ans.

- L’antibiothérapie a large spectre

b-Facteurs extrinséque

- Le sondage urinaire : le risque infectieux est associé étroitement en réanimation.
- Le sondage vésical (Mchich, 2002).

5-2 Pneumonies nosocomiales

Les infections respiratoires qui apparaissent comme une forme de pneumonie, sont la 2éme
couse d’IN (207%), touchant 0,5 a 17 des patients hospitalisés (Pilly, 2004). Elles peuvent étre
provoquées par : P. aeruginosa, S. aureus ou par Klebseillaspp.ces infections, qui peuvent
entrainer la mort, sont dues a des appareils respiratoires et a I’incapacité du patient a dégager

ses poumons (Perry et al, 2004).
5-3 Les infections sur cathéters

Les infections sur cathéters représentent environ 207 des IN. Les cathéters sont la porte

d’entrée d’au moins 307 des bactériémies primitives nosocomiales (Pilly, 2004).

5-4Bactériémies nosocomiales

Les bactériémies nosocomiales présentent 6 a 77 des IN. Elles sont définies par la présence
des bacteéries dans le sang. Elles se traduisent soit par un tableau de fiévre avec signes d’appel
urinaire soit avec un syndrome septique sévere (Eyquem et al, 2000).

La distribution des principales infections hospitalieres varie selon les services et les
institutions. Une importante proportion d’IN est constatée dans les centres hospitalo-
universitaires que dans les hospitaliers genéraux, en raison de leurs activités medico-
chirurgicales spécifiques, notamment en termes de greffes, de chimiothérapies lourds ou de

traitements de grands brulés.
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Le service a risque plus élevé est le service de réanimation avec un taux d’IN en moyenne de
28,17(Marsoudon, 1998).

5-5 Les infections du site opératoire

Elles sont la troisieme cause d’IN (17 a 20%). Une infection du site opératoire est dite
nosocomiale lorsqu’elle survient dans les 30 jours qui suivent I’infection, ou dans 1’année d’il
y a mise en place d’une prothése ou d’un implant. Il existe deux variétés d’infection

nosocomiale du site opératoire (Pebert, 2003).

5-5-1 Infection superficielle du site opératoire

Infection survenant dans les 30 jours suivant I’intervention et affectant la peau (ou les
mugqueuses), les tissus sous-cutanés ou les tissus situés au-dessus de I’aponévrose de
revétement diagnostiquée par écoulement purulent de 1’incision, Ouverture de I’incision par le
chirurgienet présence de I’un des signes suivants: douleur ou sensibilité a la palpation,
tuméfaction localisée, rougeur, chaleur, et micro-organisme isolé par culture ou culture non
faite (une culture négative, en 1’absence de traitement antibiotique).

5-5-2 Infection profonde du site opératoire

Infection survenant dans les 30 jours suivant I’intervention, ou dans I’année s’il y a eu mise en
place d’un implant, d’une prothése ou d’un matériel prothétique, affectant les tissus ou
organes ou espaces situés au niveau ou au-dessous de 1’aponévrose de revétement, ou encore
ouverts ou manipulés durant 1’intervention, diagnostiquée par : écoulement purulent

provenant d’un drain sous aponévrotique ou placé dans 1’organe ou le site ou 1’espace.

Déhiscence spontanée de 1’incision ou ouverture par le chirurgien et au moins un des signes
suivants: fievre supérieure a 38°C, douleur localisée ou sensibilité a la palpation. Et micro-
organisme isolé par culture, obtenue de facon aseptique, d’un prélevement de I’organe ou du
site ou de I’espace ou culture non faite (une culture négative en 1’absence de traitement
antibiotique,) (Qassimi, 2010).

6-Le mode de transmission

Ces infections peuvent étre directement liées aux soins dispensés au patient (par exemple
I'infection sur cathéter) ou simplement survenir lors de I'hospitalisation, indépendamment de

tout acte medical (par exemple une épidémie de grippe) (MTES, 2010).
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On distingue deux modes de transmission :

6-1- Transmissions directes sont le fait de maladies infectieuses qui vont se transmettre via
I’air, comme la tuberculose ou la grippe. La victime est en contact avec le germe. Dans ce
mode de transmission, il faut noter aussi les infections d’origine endogéne ou auto-infection

(le malade s’infecte avec ses propres germes a la faveur d’un acte invasif, ou en raison d’une

fragilité particuliére) (Marco, 2007).

/_\ (—Respiratoire

-Gastro-intestinale
—Urinaire

Modification de |la flore par contact
avec I'envircnnement

Figure 2 : les infections d’origine endogéne (Marco, 2007).

6-2Transmissions indirectes ce mode de transmission caractérise les infections d'origines
exogenes (Marco, 2007).11 s’agit d’infections croisées transmises d’un malade a I’autre par
les mains ou les instruments de travail, d’infections provoquées par les germes du personnel
ou encore d’infections liées a la contamination de I’environnement hospitalier par des

médicament ou greffes(Legault et al.,2004).

10



Revue Bibliographique

7- Facteurs favorisants la survenue d’infection nosocomiale

Quel que soit son mode de transmission, la survenue d'une infection nosocomiale est favorisée
par la situation médicale du patient qui dépend de : (MTES, 2010).

7-1Etat général du patient: les patients les plus exposés a I’infection nosocomiale sont ceux
agés de plus de 60 ans, touchés par une affection grave (poly traumatisme, brulés...etc.),
grabataire (pathologie de décubitus), immunodéprimés (cancer, chimiothérapie, SIDA.. . etc.)
ou déja infectés.

7-2Gestes et techniques invasives : cathéter vasculaires (veineux, ou artériels), cathétérisme
urinaire, intubation-ventilation artificielle, endoscopie, ccelioscopie, biopsie d’un organe
(moelle, foie...etc.), mise en place de perfusion (Malek et al, 1996).

7-3Une antibiothérapie préventive :qui sélectionne des micro-organismes résistants. Cette

résistance pourra étre transmise d’espece a espece par les plasmides de résistance ;
7-4La nature des soins

- Transmission par contact avec le personnel soignant (les bactéries de la flore cutanée du
soignant peuvent contaminer un malade fragilisé).

- Transmission par le matériel médical.

- Transmission par le linge et la literie (Baudry et Brezellec, 2006).

8- Conséquences globales des infections nosocomiales

Les infections nosocomiales constituent un important probléme s’exprimant en termes de
morbidité, qui peut étre apprécié par 1’allongement de la durée d’hospitalisation, de mortalité

et de surcout.

Certains chiffres font classer les infections nosocomiales parmi les grands fléaux de notre

temps, ainsi :

17. des infections nosocomiales causent directement la mort de la malade et 3% d’entre elles y

contribuent indirectement.

L’allongement de la durée d’hospitalisation est un élément intéressant de comparaison, il est
estimé qu’une infection urinaire nosocomiale augmente la durée d’hospitalisation de 2 a 4
jours en moyenne, une infection du site opératoire de 2 a 7 jours, voir 20 a 30 jours pour les

infections graves, une pneumopathie nosocomiale de 20 al5 jours dans une unité de

11
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réanimation et pour septicémie de 7 a 14 jours. Le cout direct lié a la consommation

antibiotique est rarement considéré (Mchich, 2002).
9-Prévention des infections nosocomiales

Malgre tous les efforts de prévention qui peuvent étre déployés, il est évident que le taux
résiduel d’infection nosocomiale en réanimation persistera a étre le plus éleve de toutes les
disciplines médicales. La fragilité croissante des malades, I’importance des procédures
invasives, et un environnement contraint font que la fréquence des infections en réanimation
ne pourra étre sensiblement réduite que par une amélioration des capacités de résistance des
malades. Ceci par la mise a disposition de moyens efficaces et suffisamment bien tolérés de
renforcement immédiat des défenses contre 1’infection, la substitution de procédures invasives
par des procédures moins a risque chaque fois que possible, et par une organisation adaptée
comportant des moyens appropriés (Zeroual, 2012).

9-1 Mesures générales de prévention

9-1-1 L’antisepsie : C’est I’ensemble des méthodes et moyens destinés a prévenir I’infection
en détruisant ou en inhibant la croissance des microorganismes sur les tissus vivants ou les
objets inanimés en utilisant des procédés physiques (filtre, rayonnement) ou chimiques
(substances bactéricides, virucides ou fongicides).

9-1-2 Asepsie : Selon le dictionnaire médical Larousse 1981, I’asepsie est I’absence de tout
germe microbien de tout élément susceptible de produire la putréfaction ou I’infection. Cette
définition est élargie par le dictionnaire francais de médecine et de biologie (Flammarion
1970) qui définit I’asepsie comme 1’ensemble des moyens visant a empécher la contamination
d’objet, de substance, d’organisme ou de locaux.

9-1-3 La décontamination : C’est éliminer, tuer, ou inhiber les micro-organismes
indésirables, et diminuer leur nombre sur le matériel utilisé.

9-1-4 La désinfection : Elle permet d’éliminer la plupart mais pas tous les micro-organismes
a I’origine des maladies sur le matériel utilisé.

9-1-5 La steérilisation : C’est I’ensemble des méthodes permettant de tuer les
microorganismes.

vivants de nature bactérienne (végétative ou sporulé), virale ou parasitaire y compris les
endospores portés par un objet. Pour une bonne stérilisation il faut les étapes suivantes :
décontamination (10 a 20minutes) ; nettoyage, désinfection (froid, chaud) ; séchage et enfin

stérilisation proprement dite (Zeroual, 2012).

e ——————
12
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9-1-6 L’antibioprophylaxie : C’est I’administration d’antibiotique avant la
contaminationbactérienne potentielle liée a 1’acte opératoire. Elle a pour objectif laréduction
de la fréquence des infections chirurgicales superficielles au niveau des sites opératoires
(Misset, et al, 2004).

9-1-7 Lavages régulieres des mains (Zeroual, 2012).

9-2 Préventions institutionnelles

- Organisation de la surveillance permanente des infections dans 1’hopital, au moyen de
méthode épidémiologiques adaptées.

- Encouragement et encadrement des actions de prévention contre 1’infection hospitalicre.
- L’amélioration de I’organisation des soins et des pratiques des professionnels ayant un
impact sur le risque infectieux.

- Diffusion de la formation sur les infections nosocomiales et communication sur le risque

infectieux liée aux soins (Ducel et al, 2008).

I1. L’antibiothérapie
1-Définition

On appelle antibiotique toute substance naturelle d’origine biologique élaborée par un
organisme vivant (champignon ou bactérie) ou substance chimique produite par synthése ou
substance semi synthétique obtenue par modification chimique d’une molécule de base
naturelle et ayant comme propriétés une activité antibactérienne, une activité en milieu

organique et une bonne absorption et bonne diffusion dans 1’organisme (Nauciel, 2005).
2- Modes d’action

Les antibiotiques ont la propriété d’interférer directement avec la prolifération des micro-
organismes a des concentrations tolérés par 1’hote. Ils agissent a 1’échelon moléculaire au
niveau d’une ou de plusieurs étapes métaboliques indispensables a la vie de la bactérie. Selon
leur nature et leur concentration, les antibiotiques agissent selon deux principes différents, la

bactériostase et bactéricide.

Le mécanisme d’action des antibiotiques n’est pas toujours parfaitement ¢lucidé mais on

distingue deux grands modes d’actions (Kheira, 2013).

13
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2-1 Toxicité sélective au niveau de la synthese
- de la paroi bactérienne.

- des enveloppes membranaires.

- des protéines.

- ses acides nucléiques.

2-2 Inhibition compétitive

Dans ce cas ’antibiotique est un analogue structural, il interfere avec une fonction essentielle
a la bactérie (Kheira, 2013).

3-Criteres de classification
La classification des antibiotiques peut se faire selon :

e L’origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthése
(synthétique ou semi synthétique).

e Le mode d’action : inhibition de la synthese de la paroi, de la membrane
cytoplasmique, des protéines ou des acides nucléiques.

e Le spectre d’activité : liste des espéces sur les quelles les antibiotiques sont actifs
(spectre large ou étroit).

e La nature chimique : tres variable, elle est basée souvent sur une structure de
base (ex : cycle B-lactame) sur laquelle il y a hémi-synthese. La classification
selon la nature chimique nous permet de classer les antibiotiques en familles (j3-

lactamines, aminosides, tétracycline, etc.)(Bombeke, 2008).
4- Mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques

4-1 Introduction

L’utilisation souvent abusive des antibiotiques favorise 1’évolution des bactéries vers la

résistance entrainant fréquemment des échecs thérapeutiques.

En réponse, les bactéries ont développé tant sur le plan biochimique (synthése d’enzymes)
gue génétiques (plasmide, intégrons, transposons), de nombreux mécanismes conférant sa

résistance vis-a-vis de 1’antibiotique ainsi que sa capacité a la transmettre a d’autres bactéries.

e ——————
14
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-La résistance acquise : ¢’est I’augmentation de la résistance d’une souche bactérienne a un
ou plusieurs antibiotiques d’une méme famille (résistance spécifique) ou a plusieurs familles
d’antibiotiques (multirésistance). Elle peut provenir d’une mutation sur genes
chromosomiques ou d’acquisition de génes de résistance en provenance d’autres espéces (€X :
plasmides, des transposons, intégrons, ou véhiculé par des phages). Comme ¢a peut étre des
génes préexistant dans la nature (ex : chez les organismes producteurs d’antibiotiques).
(Kheira, 2013).

4-2 Principaux mécanismes de résistances

Inactivation enzymatique de I’antibiotique : il existe de nombreuses enzymes qui

détruisent 1’antibiotique par divers mécanismes chimiques.

e Modification de la cible : les cibles subissent des mutations entrainant 1’apparition
d’une nouvelle cible non reconnue par I’antibiotique.

e Imperméabilité membranaire : par diminution quantitative ou modification des
porines (canaux de pénétration des antibiotiques a travers la membrane externe de la
bactérie) provoquant la résistance par défaut de pénétration passive de I’antibiotique.

e Efflux actif : ce sont des protéines qui agissent comme de pompes, insérées dans la

membrane cytoplasmique et externe, elles expulsent les antibiotiques dans le milieu

extérieur en utilisant 1’énergie produite par la membrane cytoplasmique.(Naucial,

2005).
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Mtéariel et Méthodes

1- Lieu d’étude

Ce travail a été réalisé au laboratoire d’analyses biologiques a Hopital militaire, Constantine.
Durant la période allant du 25/04/2017 au 25/05/2017. 11 s’agit d’une étude épidémiologique,
descriptive et transversale dans le service de réanimation de 1I’année 2016 et jusqu’a 30 avril

2017.

2-Matériel biologique

L’étude porte sur 173 patients hospitalisés 41 femmes et 132 hommes des différents ages. Les

types d’échantillons bactériologiques considérés dans 1’étude sont :

2-1 Les urines : les prélevements sont préleves dans des tubes.

2-2Liquide céphalo-rachidien (LCR) : les prélevements sont préleves au niveau lombaire et
recueilli dans des tubes stériles accompagnés d’un minimum de renseignement cliniques
(I’age, le diagnostic présomptif, les traitements antibiotiques antérieurement regus par le
malade). L’aspect macroscopique du LCR est noté dés sa réception.

2-3 Hémoculture : les prélevementsde sang sont prélevés dans des flacons a hémocultures
(flacons castanéda diphasique), puis incubé a 37°c pendant 2 a 8 jours pour permettre la
croissance des microorganismes.

2-4 Pus : le prélevement de pus est effectué par écouvillonnage pour les infections
superficielles et par ponction a I’aide d’une seringue pour les infections profondes.

2-5 Les dispositifs invasifs : les dispositifs médicaux invasifs couramment utilisés en
réanimation.ces dispositifs sont les suivants : sondes vésicales, sondes endotranchiéales,
drains et cathéters veineux.

2-6 Prélévement distal protége (PDP) : Prélévement des sécrétions bronchiques distales
chez un patient intubé ou trachéotomisé en évitant la contamination par les germes présents

dans les voies aériennes supérieures.
3-Méthodes d’analyse

3-1 Examens directs
3-1-1Examen macroscopique

C’est la premiére étape d’identification ou on vérifier I’état de prélévement si sont troublés

claires ou hémorragique.
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3-1-2 Examen microscopique

L’observation microscopique a 1’état frais a grossissement*40 pour observer : les cocci, les

bacilles, les polynucléaires, les hématies, les cellules épithéliales, levures, les cristaux...etc.
3-2 Isolement et purification

L’isolement est réalisé sur 5 milieux de culture sont variés en fonction de la nature de

prélévement et surtout en fonction des bactéries suspectées.

Tableau 4 : Les différents milieux utilisés pour I’isolement.

prélévement Milieu de culture

LCR 2 boites de gélose au sang cuit.

Sonde, PDP, pus 1 boite pour chaque milieu : Chapman,
hektoen, gélose au sangfrais, gélose au sang
cuit.

Urines 1 boite de gélose nutritive.

sang Incubation direct dans des flacons castanida a

37°C pendant 2 a 8 jours, puis ensemencer
sur 1 boite de gélose au sang cuit et 1 boite
d’hektoen.

A partir de préléevement obtenu, une goutte est prélever et déposée sur la surface de milieu
gélosé prealablement coulés en boite de pétri. L’ensemencement est réalisé par la technique
de strie série en quatre cadrons de fagon a isoler les bactéries et obtenir des colonies
bactériennes distinctes. Les boites ainsi ensemencées, sont incubées a 37°C pendant 24a 48
heures, que les boites de gélose au sang cuit et gélose au sang frais sont incubés en étuve ou

atmosphére enrichie a CO2 (milieu anaérobie).
3-3 Identification :

L’identification des bactéries s’effectue sur les colonies pures et bien isolées sur les milieux

déja mentionnées, on appliquant les tests suivants :

17



Mtéariel et Méthodes

3-3-1 Aspect des colonies :

Les différents caractéres des colonies sur les milieux solides : la couleur, pigmentation, le
diamétre, la forme, I’aspect de surface, la consistance, I’opacité et la fermentation de lactose

permettent une bonne orientation pour 1’identification.
3-3-2 Examens microscopiques :

L’examen microscopique apres coloration de Gram, permet d’observer morphologie des
cellules bactériennes, leurs modes de regroupement et différencier entre les bactéries a Gram

positif et les bactéries a Gram négatif.
La coloration s’effectué selon les étapes suivants :
a-Préparation de frottis mince :

Une colonie bactérienne est prélevée, a 1’aide d’une anse de platine, et étalée sur un lame
propre. Par la suite, la préparation est fixée a la flamme de bec bunsen par des passages

successifs. Elle est laissée refroidir avant d’entamer la coloration.
b- La coloration :
-Déposer la lame sur le support au-dessous de 1’évier.

-Couvrir la lame avec le violet de gentiane. Laisser agir 60 secondes. Rincer a 1’eau et enlever

le surplus d’eau.

-Couvrir la lame avec la solution d’iode (lugol) pendant 60 secondes. Rincer soigneusement

avec I’eau et enlever le surplus d’eau.

- Couvrir la lame avec I’alcool-acetone pendant 15 & 30 secondes. Rincer a 1’eau et enlever le

surplus d’eau.

- Couvrir la lame avec la fuchsine. Laisser agir 30 secondes. Rincer a 1’eau et enlever le

surplus d’eau.

-En suivant les régles d’utilisation du microscope, examiné a X100 a I’immersion.
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3-3-3Testes complémentaires :
a- Le teste de catalase :

C’est une enzyme présente chez les bactéries aérobies et représente un caractére utile dans

I’identification bactérienne et spécifiquement pour I’identification des staphylococcus.

Une goutte de solution d’eau oxygénée H202 est déposé sur une lame. Une colonie est

prélevée a I’aide d’une pipette Pasteur est déposée dans la goutte d’H202.

Si le teste est positif c'est-a-dire la bactérie posséde I’enzyme on observe un dégagement de

bulle d’aire immédiatement.
b- Le teste d’oxydase :
Ce teste est employé couramment pour I’identification des bacilles a Gram négatif.

La colonie est déposée sur un papier d’oxydase. Une réaction positive se traduit par

I’apparition d’une coloration violette soit immédiatement soit aprés quelques secondes.
c-Test de coagulase :

Est un test complémentaire pour différencier entre les Staphylococcus aureus et les

Staphylococcus a coagulase négatif.

Une goutte de solution de bouillon coagulase déposé sur une lame ou dans un tube. Une
colonie prélevée a 1’aide d’une pipette Pasteur déposee sur la lame ou tube dans le bouillon

coagulase.

Si on observe une coagulation ce signifié que le résultat est positif et la bactérie est

Staphylococcus aureus.
3-3-4 Identification biochimique (la galerie miniaturisée APl 20 E) :

La galerie API 20 est un systéme standardisé pour I’indentification des Enterobacteriaceae et

autres bacilles a Gram négatif.

Elle comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les microtubes sont
inoculés avec une suspension bactérienne qui constitue les tests. Les réactions produites
pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colores spontanés ou révelés par

I’addition des réactifs.
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La lecture de ces réactions ce fait a 1’aide du tableau de lecture et 1’1dentification est obtenu a

I’aide du catalogue analytique ou d’un logiciel d’identification (voir annexe 03).
a- Préparation de ’inoculum :

Une colonie bactérienne est prélevée, a partir d’une culture jeune de 18 a 24 heures, et
déposée dans un tube d’eau physiologique stérile a 0.97 NaClde fagon a obtenir une

suspension bactérienne.
b-Inoculation de la galerie :

Les tubes sont remplis par la suspension bactérienne déja préparée en évitant d’introduire les

bulles d’aira I’aide d’une pipette pasteur,

- Les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE doivent étre remplis dans leurs cupules d’huile afin

de créer les conditions d’anaérobiose.

- Les tests : CIT, VPet GEL sont rempli tube et cupule.
- L’incubation ce fait a 37°C pendant 24h

3-4 L’antibiogramme :

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de diffusion sur milieu
gélosé Mueller-Hintonet pour les bactéries non exigent et Mueller- Hintonet riche par le sang
pour les bactéries exigent selon les normes de Ministére de la santé de la population et de la
Réforme Hospitaliere Réseau algérien de surveillance de la résistance des bactéries aux
antibiotiques 2014.

3-4-1Inoculum :

-Racler a I’aide d’une anse de platine quelque colonies bien isolées et parfaitement identiques
a Partir d’une culture pure de 18 H sur milieu d’isolement.

-Décharger I’anse dans 5 a10 ml d’eau physiologique stérile & 0.9 %.

-Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5 Mac
Farland ou a une D.O de 0.08 a4 0.10 lue a 625 nm.L’ensemencement doit se faire dans les 15

min qui suivent la préparation de 1’inoculum.
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3-4-2 Ensemencement :

-Un écouvillon stérile est trempedans la suspension bactérienne.

-L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube.

-L’écouvillon est frotte sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas en stries
serrées.

-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 1’écouvillon sur la

périphérie de la gélose.

-Application des disques d’antibiotiques.

-Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide d’une pince bactériologique stérile pour
s’assurer de son application .Une fois appliquée le disque ne doit pas étre déplacé.
3-4-3Incubation :

-Mettre a I’étuve a 37 °C pendant 18 a 24 h.

3-4-4 Lecture :

-Mesurer avec précision, les diamétres des zones d’inhibition en utilisant le pied a coulisse.
-Comparer ces résultats aux valeurs critiques figurant dans la table de lecture.

-Classer la bactérie dans 1’'une des catégories : sensible, intermédiaire ou résistantes selon
(Ministére de la santé de la population et de la Réforme Hospitaliére Réseau algérien de

surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques 2014).
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Tableau 5 : Liste des antibiotiques a tester.

Charge du Diamétre critique (mm)
Famille de I’antibiotique Antibiotique Code disque SENSIBLE RESISTANTE
PENICILLINE G Pénicilline G P 6ug >29 <8
PENICILLINE A Ampicilline AMP | 10 pg >19 <14
Amoxicilline AMX | 25 g >21 <14
Amoxicilline+ AMC | 30 ug >21 <14
PENICILLINE M Acide clavulanique
CARBAPENEMES Pipéraciline PIP 100 pg >21 <17
CEPHALOSPORINES Ticarcilline TIC 75 ug >20 <14
Génération 1(C1G) Oxacilline OoX 5ug >20 <14
Génération 2(C2G) Imipenéme IPM 10 ug >24 <20
Génération 3(C3G) Cefalotine CF 30 ug >18 <17
AMINOSIDES Cefuroxime CFM | 30 pg >25 <12
Cefotaxime CTX | 30pug >26 <22
Ceftriaxone CRO | 30 g >26 <23
Ceftazidime CAZ | 30 g >21 <23
CYCLINES Amikacine AK 30 ug >17 <19
QUINOLONES Gentamicine GN 15 ou 500 pg >18ou>17 <15
2iéme Génération Tobramycine TOB | 10 pg >18 <16ou< 11
Netilimycine NET | 10 pg >21 <16
POLYMYXINES Tétracyclines TE 301U >19 <19
SULFAMIDES Ciprofloxacine CIP 5pug >25 <17
Norfloxacine NOR | 5ug >25 <22
Ofloxacine OFX | 5ug >25 <22
GLYCOPEPTIDES Colistine CT |25pg >15 <22
’IXIS_FFI;%SSLIDES Sulfamethoxazole+ | SXT | 25 pg >16 <15
trimethoprime 30 ug >17 <10
Vancomycine VA 30 ug >17 -
Téicoplanine TEI 151U >17 -
Erythromycine ERY | 15 g >22 <17
Lincomycin LIN 10 ug >21 <17
FD >22 <15
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Résultats et Discussion

I- Isolement et identification des bactéries responsables

d’infections nosocomiales

1-Caracteres phénotypiques des souches de Staphylocoques isolées

1-1 Aspect des colonies

Sur le milieu Chapman, les colonies présentant 1’aspect macroscopique caractéristiques du
genre Staphylococcus ont éte prélevées, le développement bactérien sur ce milieu ne constitue
qu’une indication, d’autres bactéries (enterocoques) peuvent y cultiver. Sur ce milieu, les
colonies de Staphylococcus apparaissent souvent pigmentées et entourées d’une auréole jaune
dans le cas ou le mannitol est fermenté, si non les colonies sont de couleur blanche. Les
colonies sont arrondies a bords régulier de 1 a 2 mm de diametre (aprés 24h d’incubation a
37°).

Figure 3:Aspect de culture de Staphylococcus Figure 4 : Aspect de culture de
aureus milieu sur milieu Chapman. . S. epidermidis sur milieu chapman.

1-2 Coloration de Gram

La coloration de Gram des colonies isolées sur la
gélose Chapman, nous a permis de décrire l'aspect
des bactéries, qui sont sous la forme de cocci en

grappe de raisin ou en diplocoques.

Figure 5:Aspect de Gram positive des Staphylocoques.
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1-3 Test de coagulase

Certaines bactéries avaient une coagulase positive, ce qui les caractérise parmi les
Staphylococcus aureus (Figure6), contrairement aux bactéries a coagulase négative, qui

forment le groupe des staphylocoques blancs (Figure7).

Figure6: Résultat positif du test coagulase Figure 7 : Résultat négatif du test coagulase

1-4 Test de catalase

Les tests de catalase étaient positifs pour I'ensemble des bactéries a Gram positif.

Figure 8 :Présence de catalase chez les cocci a Gram positif.

1-5 Caractéres biochimiques

C’est un Coque a Gram positif, capable de fermenter le glucose (métabolisme anaérobie) a la
différence des microcoques. Il est habituellement capable de fermenter le mannitol. Ce
caractére est souvent, mais pas obligatoirement associé a la pathogénicité. 1l est utilisé dans le
milieu Chapman. La fermentation se traduit par le virage au jaune du milieu de culture.

Apreés caractérisation des Staphylocoques isolés, il s’est avéré qu’ils se répartissent comme

suit :
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Figure 9 : Répartition des Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis.

La figure 9 montre que parmi les 54 souches de Staphylocoques isolées dans le service de
réanimation 10 appartiennent aux Staphylocoques a coagulase négative (SCN) et 44 Souches

de Staphylococcus aureus a coagulase positive.

Le staphylpcoque est un leader de I’infection nosocomiale, les résultats du (center desease
control) en 1980montrent que le staphylocoque aureus se situe comme germe responsable de
I’ensemble de I’infection derriere /’E. Coli et devant Pseudomonas aeruginosa (Mchich,
2002).

Selon une étude rétrospective descriptive a partir des résultats bactériologiques ayant inclus
toutes les souches bactériennes isolées des différents prélevements adressés a laboratoire de
bactériologie de 1’hdpital militaire de Constantine a partir du service de réanimation sur une
période de 03 années (2010-2011-2012), avec détermination de leur profil de résistance aux
antibiotiques, les staphylocoques représentent 137 de taux total.

Selon plusieurs études, Staphylococcus aureus est I'espéce bactérienne la plus fréquemment
isolée des infections nosocomiales et est I’agent causal le plus répandu dans les infections sur

dispositifs médicaux implantables (Otto, 2012).

2-Caractéres phénotypiques des bactéries a Gram négatifs :

2-1- Aspect des colonies
Sur le milieu de Hektoen, les colonies présentant 1’aspect macroscopique caractéristiques de
la famille des Enterobacteriaceae et Pseudomonaceae ont eté préleveées, sur ce milieu les
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colonies des bactéries qui fermentent 1’un ou les trois sucres présent dans le milieu (lactose,
saccharose, salicine) forment des colonies de couleur “saumon”, les autres donnant des
colonies bleues ou vertes. En présence de thiosulfate de sodium, les microorganismes

producteurs de sulfure d’hydrogéne donnent, avec le citrate ferrique, des colonies a centre
noir, aprés 24h d’incubation a 37°.

Figure 10: Couleur des colonies bactériennes Figure 11 : Couleur des colonies bactériennes
(Gram-) sur milieu héktoen. (Gram-) sur milieu héktoen.

2-2 Coloration de Gram
La coloration de Gram des colonies isolées
sur milieu de Hektoen, nous a permis de

donner I'aspect des bactéries, qui est sous la

forme de bacilles.

i, W - o 7

Figure 12 : coloration de Gram (bactéries & Gram-).

2-3 ldentification biochimique par galerie API 20 E

Cette galerie nous a permet d’identifier particuliérement les bactéries de la famille des

Enterobateriaceae et Pseudomonadacea.Les résultats sont interpréter selon annexe3.
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Figure 13 : Résultats d’identification d’E.coli. Figure 14: Résultats d’identification

de P. aerogunosa.

Parmi les bactéries a Gram négatif, la famille des Enterobacteriaceae est la plus représentée,
et les genres Pseudomonas et Acinetobacter ont également un impact conséquent.

Aprés caractérisation des bactéries a gram négatif isolées, il s’est avéré qu’elles se répartissent

comme suit :
50% 46%
40% 33%
30%
21%

20%
10% .

0%

Enterobacteries Pseudomonas Acinetobacter

Figure 15 : Répartition des isolats & Gram négatif selon les genres bacteriennes.

La figure 16 montre la prédominance des Enterobacteries isolées avec 63 soit 46 % au niveau
du service de réanimation, alors que le nombre de souches de Acinetobacter, classée la
deuxiéme responsables d’infections liées a la présence d’implant était 46 Soit 33 % et

Pseudomonas avec 29 souches soit 217.

Apreés caractérisation des Entérobactéries isolées par galerie API20E, leur répartition selon

I’espéce s’est faite comme sulit :
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Figure 16 : Répartition des isolats & Gram négatif selon I’espece.

Les bacilles a Gram négatif (BGN) sont les germes les plus incriminés (70,05%) dans les
infections nosocomiales, ils sont dominés par [’Acinetobacter baumannii (33,33%), germe le
plus fréquemment isolé, suivie de Pseudomonas aeruginosa (21.01%), [ 'Escherichia coli

(13,04%), Klebsiella pneumoniae (10,08 %), et des autres enterobacteries.
I1- Profil de résistance aux antibiotiques des principaux germes
isolés.

1- Staphylococcus sp

Un antibiogramme complet a été réalisé sur 54 isolats. Etant donnés leurs phénotypes de
résistance tres différents, les fréquences de résistance pour chaque antibiotique ont été
calculées et représentées dans le tableau 6.

Figure 17 : Résultat de I’antibiogramme de Staphylococcus.
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Tableau 6 : profil de résistance de Staphylocoques.

Antibiotique

Résistance (%)

P

96

ERY

12

SXT

12

OX

w

LIN

TE

GN

CIP

VA

TEI

TEC

FOS

Les resultats portés sur le tableau 6 montre que les souches isolées des Staphylocoque

sprésentent des resistances importantes aux - Lactamines (P) 96 /. Quant aux ERY et SXT

avec 12 7. Le taux le plus faible a été observé pour OX (2.3%).La sensibilité pour les autres

antibiotiques est 1007.

2-Acinetobactersp

Les profils de résistance montrent que les 46 souches d’Acinetobacter présentent différentes
comportements vis-a-vis les antibiotiques testés. Le tableau 7 montre la fréquence de ces

résistances.

Tableau 7 : Profil de résistance de /’Acinetobactersp.

Antibiotique Résistance (/)
TIC 93.93

PIP 100

CAZ 100

CIP 100

IPM 100

AK 20.16

CT 98.82

LVX 100

TOB 100
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Dans notre étude, la résistance a la PIP, CAZ, CIP, IPM, LVX, et TOB est 1007..
L’imipenéme a été pendant des années considéré comme << gold standardy> dans le traitement
des infections a A. boumanniimais nos chiffres montrent une résistance plus élevée (100%) que
dans les données relevées de 9°™ rapport national (25,9%) (surveillance de la résistance des
bactéries aux antibiotiques, 2008). Ainsi 37/ de souches ont été résistantes a IPM selon
I’étude réalisée par Arsalane et al, 2010.Le pourcentage 20,16 est celui souches résistantes

aux AK est liée a I’acquisition d’enzymes modificatrices (Elouennas et al, 2001).

3-Pseudomonas aeruginosa

Figure 18 : Résultat de antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa.

Tableau 8 : Profil de résistance du Pseudomonas aeruginosa.

Antibiotique Résistance (%)
CIP 0

SXT 0

GN 0

CAZ 52

IPM 0

AK 0

FOS 425

PIP 0

CT 0

Le Pseudomonas aeruginosa a montré une résistance intermidiaire a la céftazidime dans
52% des cas et FOS dans 42, 57 des cas. Parailleurs, toutes les souches étaient sensibles a

I’imipénéme et I’amikacine et les autres antibiotiques testées.
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4-Escherichia coli

Figure 19 : Résultat de 1’antibiogramme d’E. coli.

Tableau 9: Profil de résistance de I’Escherichia coli.

Antibiotique Résistance (%)
AMX 100
AMC 55
CF 52
CTX 52
CRO 52
CIP 52
NOR 66
SXT 60
GN 30
AK 0
IPM 0
CT 0

Le profil de sensibilité aux antibiotiques des différents germes isolés a montré un taux de
résistance élevé pour 1’amoxicilline (100%) plus important pour 1’association amoxicilline-
acide clavulanique, le taux de résistance était de 55%. Le taux de résistance aux

céphalosporines de troisieme génération ainsi que pour la ciprofloxacine a été de 1’ordre de

52%. Les aminosides gardent une bonne activité sur le germe, avec une

sensibilitéde100%pour I’Amikacine et 30 7 pour la gentamicine.

B
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5-Klebsiellapneumoniae

Tableau 10: Profil de résistance de Klebsiella pneumoniae.

Antibiotique Résistance (%)
AMX 100
AMC 7
CF 82
NOR 21
CTX 66
CAZ 73
CIP 6
GN 40
SXT 6
AK 0
IPM 0
CT 0

La résistance des souches de Klebsiella pneumoniae était de 77% pour 1’association
amoxicilline-acide clavulanique, 73% pour les céphalosporines de troisieme génération et de
6% pour la ciprofloxacine. Concernant les aminosides, le Klebsiella pneumoniae était sensible
dans 60% pour la gentamicine et 100% pour 1’amikacine. Toutes les souches étaient sensibles
a I’Imipénéme et & la Colistine .La résistance est trés importante pour Amoxicilline avec
100.%
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[11. Statistiques des données de I’archive 2016-2017:

1-Répartition des prélévements selon le service hospitalier

Durant la période allant du premier janvier 2016 au 30 avril 2017, 417 échantillons de nature
différente, ont été analysés au laboratoire de bactériologie. Ces échantillons étaient préleveés
chez des patients hospitalisés dans le service de réanimation. Cela constitue 5% du total des

prélévements recus par ce laboratoire d’analyse.

réanimation

M autres services

Figure 20 : Répartition des prélévements recus selon le service hospitalier.

2-Répartition des prélevements selon la positivité

Sur 417 prélévements analysés, 173 prélévements se sont révélés positifs, soit un taux de 417

alors que 537 se sont révélés négatifs.
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M positive
M négative

i contaminé

Figure 21 : Répartition des prélevements au service de réanimation selon leur culture.

Nous constatons aussi, que 24 prélevements se sont révélés contaminés. Un prélévement est
déclaré comme contamine si nous isolons 3 germes et plus. Les principales causes de la
contamination est le manque d’hygiéne qui engendre 1’inoculation des bactéries de
I’environnement hospitalier qui ne sont pas en relation avec I’infection mais qui peuvent
coloniser le malade, surtout les immunodéprimés et provoque chez lui une infection

nosocomiale (zohoum et al, 2012).

3-Répartition des cas infectés selon le sexe

réanimation

H femme

H homme

Figure 22 : Répartition par tranche de sexe.

e
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La répartition des infections nosocomiales est variée selon le sexe des patients. Que 173
patients se répartissent en 132 hommes (767%) et 41 femmes (247.).

Les hommes apparaissent plus infectés que les femmes. D’autres études antérieures ont

apportées la prédominance du sexe male (Bendadi, 2012 ; RAISIN, 2014).

4-Répartition des cas infectés selon le type d’échantillon

réanimation

H Autres
M Urines
M sang
E PDP
M PUS
i SONDE

Figure 23 : Répartition selon les types des échantillons.

La répartition des IN est aussi variée selon le type de prélevement que : le PDP représente le
prélévement majore avec 317, les urines 237, hémoculture 187, pus 117, sonde 57 et autres
prélévements (LCR, crachat...etc.) représentent 127..
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5- Répartition des isolats selon le Gram

M Gram+

M Gram-

Figure 24: Répartition des isolats selon le type de Gram.

Selon la figure, les bactéries a Gram négatif occupent la premiére place avec 70% dans le
service de réanimation par contre des bactéries a Gram positif isolées avec 30%.
Bacilles a Gram positif représentent 60 a 707 des agents responsables d’infections

nosocomiales (Espinasse et al, 2010).
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Conclusion

Conclusion :

Les infections nosocomiales sont un indicateur d’une qualité médiocre des lieux. Leur
maitrise accroit la crédibilité de la structure hospitaliere. Elles admettent des facteurs de
risque multiples ; certains de ces facteurs peuvent étre évités grace a la surveillance et a la
prévention.

Ces activités de collecte de données, de surveillance, de stratégies de lutte doivent étre
menées dans chaque structure de santé sous 1’égide d’un comité de lutte contre les infections
nosocomiales, qui est un instrument fondamental pour améliorer la qualité dans un hopital.

Ce travail nous a permis de montrer que sur 417 échantillons cliniques (urines, hémoculture,
LCR...etc.) récoltés dans les services de réanimation du I’hopital militaire Constantine, 173
étaient infectés.

L’analyse bactériologique de différents échantillons cliniquesvariés entre
monomicrobiennes et polymicrobiennes, révele par ordre de fréquence les Gram négatif
comme étant les germes les plus fréquemment isolées par rapport aux isolats a Gram positifs.
L’identification de 197 souches bactériennes isolées montre la prédominance des
entérobactéries suivit par les staphylocoques et le genre Acinetobacter puis les
Pseudomonas.

La majorité des souches isolées présentent une résistance accrue vis a vis les
antibiotiques testés.L’identification des souches des staphylocoques et des entérobactéries par
les méthodes conventionnelles et la mise en évidence de leurs résistances aux antibiotiques
ont révélé une fréguence importante des souches multi-résistantes a divers antibiotiques
spécifiqguement aux B- lactamines (pénicilline, oxacilline), aux cephalosporines (CF, CTX)
utilisés en antibiothérapie a 1’hopital militaire Constantine.

La pénicilline a montré des activités sur la totalité des especes a Gram positifs, cet
antibiotique demeure la molécule de choix contre les infections a staphylocoques.
L’imipenéme, reste 1’antibiotique le plus régulierement actif sur la majorité des bacilles a
Gram négatifs isolées.

L’¢tude du profil d’antibio-résistances des souches des Pseudomonas isolées
possédent une résistance impertinente aux antibiotiques (CAZ et FOS).Acinetobacter est
actuellement multi-résistances a plusieurs antibiotiques entre autres (TIC, CAZ, CIP, IPM).
La survenue d’infection nosocomiale augmente la morbi-mortalité des patients.

L’émergence et la découverte de germes de plus en plus résistants compliquent la

gestion des malades et des infections nosocomiales.

e ——————
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Conclusion

Le principal moyen de lutte contre ces infections est la sensibilisation continue des

personnels, en insistant sur 1’intérét du lavage des mains.
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ANNEXEO1: Milieux de culture

Gélose nutritive

Composition :

Extrait de viande : ......... 1g/1

Extrait de levure :........... 2¢/1

Peptone:..............ooi. Sg/l

Nacl @i 5¢/1

Agar: ... 15g/1
pH =7.3

Gélose au sang frais

Composition :

Amidon :.........coo 1g/1
Nacl oo 5¢/1
Agar i 10g/1
Sangdemouton :...................... 50ml
pH =7.3
Préparation :

1- Liquifier la base au bain marie bouillant.
2- Attendre son refroidissement a 45°C.

3-'Y ajouter stérilement, a I’aide d’une pipette pasteur, la quantité de sang nécessaire pour
obtenir une concentration finale en sang 5’..

4- Homogeénéiser en faisant rouler le tube entre les mains, en évitant la formation des bulles
d’air.

5- Couler en boite de pétri.



Gélose au sang cuit

Composition :

Amidon t.........cooii 1g/1
Nacl @ 5¢/1
AGar i 10g/1
Sangdemouton :...................... 50ml
pH =7.3
Préparation :

1- Liquéfier la base au bain marie bouillant.
2- Attendre son refroidissement a 45°C.

3-'Y ajouter stérilement, a I’aide d’une pipette pasteur, la quantité de sang nécessaire pour
obtenir une concentration finale en sang 5.

4- Homogénéiser en faisant rouler le tube entre les mains, en évitant la formation des bulles
d’air.

5- Porter le milieu additionné de sang au bain d’eau a 75°C pendant environ 10 minutes.

Gélose Hektoen

Composition :
Peptone........cooovviiiiiiii 12¢g/1
Extraitde levure..................oooevvenii. 3g/1
Nacl......ooooii 5¢/1
Sels biliaires.........covvevieiiiiiiiiniin. 9g/1
Thiosulfate de sodium....................... S5¢g/l
Citrate de fer ammoniacal................. 1.5g/1
Lactose.....covvviviiiiiiiiiie 12¢g/1
Salicine.........ccoooviiiiiiiiiii e, 2g/1
Saccharose...........ocoviiiiiiiiiiiiine, 12¢g/1
BBT..co 0.002¢g/1

Fuchsine acide.................ooooeiiinin 0.1g/1



Gélose Mueller-Hinton (MH)

Composition :

Infusion de viande de beeuf.................. 300ml
Peptone de caséine.......................... 17.5g/1
Amidonde mais..............ooeiiiiiinn.n 1.5g/1



ANNEXE 02 : Les Reactifs

Violet de gentiane

Composition :

PhENOL.......cieceee e 209
Violet de gentiane...........cocvvvvriicnencncnen 109
Ethanol @ 90°.........cocveveeeeieeeeeeeereeee e 10 ml

Eau distillée........ccoovviiiiii 100 ml
Lugol

Composition :

lodure de PotasSIUM..........ccccveiererieneieseseeeeeeees 2049
lode métalloide.........cccveveeiiiicceec e 109
Eau diStillée ....coooveeieiee 300 ml

Fuschine de ziehl

Composition :

FuChine basiquUe..........ccceoveiieie e, 1.0g
PRENOL.......oiiii e 5049
Ethanol @ 90°.......c.viveeeeeeeeceeeeeeeee s 10 ml
Eau diStillEe ....c.veeeeee e 100 ml

Alcool 90°.
Huile a immersion.

-les Reactifs utilisés pour API 20 E :
Huile de vaseline stérile.

Voges - proskauer : vpl et vp2.
KOVACS.

Tryptophane désaminase : TDA.
Nitrate réductase : NIT1 et NIT2.



ANNEXE 03 : Tableau de lecture API 20 E

Tests Réaction/Enzymes Résultats
Négatif Positif
ONPG B-galactosidase incolore jaune
ADH Arginine dihydrolase jaune Rouge/orange
LDC Lysine décarboxylase jaune Rouge/orangé
oDC Omithine décarboxylase | jaune Rouge/orange
CIT Utilisation du citrate Vert pale/jaune Bleu-vert/bleu
H2S Production d’H2S Incolore/grisatre Dép6t noir/fin liseré
URE urease jaune Roge/orangé
TDA Tryptophane désaminase TDA/immédiat
Jaune marron rougeatre
IND Production d’indole Kovacs/2min
Incolore/jaune rose
VP Production d’acétoine VP1+VP2/10min
Incolore/rose pale rose/rouge
GEL gélatinase Non diffusion Diffusion du pigment noir
GLU Fermentation/oxydation bleu jaune
de Glucose
MAN Fermentation/oxydationde | bleu jaune
manitol
INO Fermentation/oxydation bleu jaune
d’inositol
SOR Fermentation/oxydation bleu jaune
de sorbitol
RHA Fermentation/oxydation bleu jaune
de rhamnose
SAC Fermentation/oxydation bleu jaune
de saccharose
MEL Fermentation/oxydation bleu jaune




de melebiose

AMY

Fermentation/oxydation bleu jaune
d’amygdaline
ARA Fermentation/oxydation bleu jaune
d’arabinose
No02/N2 Nutrate réductase Nitl + Nit2/ 2 min
Incolore Rouge




[0 ] 0 [l oot 00 0 0 0 0 0 sz [ 0 [l oo [ P | wiejjel
R 0 0 66 00 0 0 0 0 0 | #¥8 ]| 9 66 66 Gl 0 SINSERIBI0LD E[jSUOIL|ES
| 0 | 0 0 66 0 0 (3} 1 0 Q 66 86 6 86 BEUOZUB EjfBUOW[ES
B 0 I 00 0 [l s B A 0 0 [L05] 0 | o I 00 Senbe eeuey
BEE 0 08 € 86 0 Q 5 g6 I R Q 0 0 5 THen)s Buapinold
[E505E] 0 g 8 86 0 0 06 3 66 0 0 [ I | Uabyal BI0UaPINCly
e 0 ) [ 66 0 0 66 00 0 0 0 0 0 0 EIDSNI/SUSIOBH|eje BIoUBPIN0IS
B0l 0 1 I 66 B o 6 66 66 8 0 0 0 g SUEBINA SNaj0Id
0 | 0 0 0 66 1 0 0 66 00 0z 0 0 0 | Uauuad snajold.
| 0 | 0 0 0 86 8 [ v 86 66 66 0 0 T SqEs SNaj0lg)
0 | 0 66 66 [ 00 66 L | [ees O L 1) 0 0 % 98 ¥ 005 eaojueg
| o0 | 0 6 W B 66 00 [ 0 1 0 0 0 1 66 ¢ 005 eaojied
o] 0 66 66 66 00 ¥ 0 } 0 66 0 0 3 66 2 dds eaojued
0| 0 [Rernile 66 00 | 0 ! 0 | €t 0 0 | g | dds eacjueg
oo 0 0 0 0 66 0 6 66 1 | 86 [ 0 3 TUeBIow EjRuebiop |
e 0 a 0 ] 00 0 0 0 0 0 0 6 SISUBSUDISIM Bjas8)jB0J
oor [ 0 00 66 66 00 3 0 T 0 0 0 66 2IEJAXOQIEIBDE BI2IO[I]
v 0 66 6 66 00 0 0 [i] [ 52 0 6 005 BioAn]y
ECEETE 0 66 00 66 66 66 0 0 0 0 66 Il 00 BUBBLIS) EljE1Sqal]
e ] 0 0l 6 06 00 66 0 0 0 0 0 S BUW0IB[SOUI 0SS SEIIOWRBUd ElaISqery
e 0 66 6 66 66 00 0 0 0 0 BeoWNaUd 0SS sEILOLNBUd EljBISqa)Y
i M 0 8 96 66 0 0 1 0 gl '0BUBRZ0 0SS GEIUOWNSUT 8)ja1Sqaly
[ 00 00 66 00 00 0 0 8 0 0 'BI0JAXO €/{31Sqay
0 00 00 66 00 00 0 0 8 0 0 BOAIOURGIILIO Bl1S1Sq8[Y
0 3 0 0 0 0 L 0 0 7 G0 iR
0 66 A 0 0 0 | ol 0 0 | 1602 elujeH
0 I I8 . Q 66 66 1 Q 0 0 [] BUEILIBLUE Bjjabuig
0 66 0 00 00 0 0 0 0 SUBYINA BIYIUBIST
0 66 5 0 00 00 0 0 0 0 HUUBLLIBY BIjIUBIST
0 66 6 1 00 0 0 0 0 fuosnbioy BIYILBLIST
0 3 L Q 0 L 13 1102 BI43URYIST
0 = | 86 66 0 0 € ik } /09 BRYIIBYIST
0 66 6 00 00 [ 6 4 0 1 0 14eZeyes Jsjoeqoialus
0 66 8 0 6 00 0 Z [1] 0 0 Q SNIPBULBU 18}0BG0IBIUT
0 00 6 € 66 00 0 06 0 0 66 0 L ]
0 66 6 [ 66 66 0 8 0 0 l 0 SB0E0)0 J8108q0IBJUT
0 00 00 } | 0D | 0 00 00 [4] 68 0 [4] 0 0 SNUBDOIBOUED J3JIR0IENT
0 00 00 0 66 0 00 14 66 00 [¢] 013 0 0 0 0 BBUNYSE JBJORGOISUT
0 66 66 66 ) 0 66 0 00 0 0 0 0 0 7 SUGBILWE Ja1oeqoIoNg
0 66 66 66 66 00 15 0 00 0 0 0 0 4] | snuabiuwe Japrgqaisius
0 66 86 66 66 66 66 66 66 66 0 8 0 0 | [1] seuabosse J810BGOIRNT
0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 1] 0 66 0 o] B8] BjjaISpIemps
Q | 0 [4] 00 | 0 0 00 00 4] 0 66 0 o] V6 SBUIYSOY EJjSISNIEMDT
0 00 G2 0 L 00 6 0 00 00 0 0 1 0 0 08 ~2EbUn0A JBIIEGOIID)
0 86 66 08 66 66 66 L 00 00 0 0 66 Q L 0 0 UBILIBHUPSOY JRJIEGOINIT)
0 66 86 |8 A 66 Gz 00 00 0 0 66 0 I 0 0 SAJHRUO/eWRIASOY JB)IBGOINT)
0 66 8 68 66 G2 66 00 0 0 ] 0 1 0 JiPUNGI| J9J3EQ00
0 66 66 8 i 00 b 00 00 0 0 ¥ 4] | 9 86 4] oy | el 1ajeqosyD)
0 3 00 I 0 0 0 0 66 00 0 [¢) 0 4] 0 0 0 66 66 abede] 8808pa)
0 I 00 0 00 o] 0] QL 00 00 0 Q 0 0 1] 66 Q 66 qLsmep Ladspsl)
0 00 86 6 0 66 [ 0 00 00 0 0 0 [4] 0 G2 8 0 0 00 sisasbe gjsxnemng
X0 wav | AWY | 13N [ 0vS | vHY | 90S | ONt | Nvw [ n19 [ 139 | dA [ on [ wal | 3un | seH | 12 | 200 [ 901 | Hav | 94NO ovA 302 IdY

2.2 F D.9€ M yoeuizpob gy / yz-g|. od ifxess yoAumhikzod o,
/0.2 % D,9€ POR JOWN §Y / $Z-8 | 12140 ISUOINESI SANISOM J& % / D.T F ,0€ PIA JEWIWIN 8 / Z-81 19Y3 JoUOI R BAISOd % / O.Z F D,9€ SN010 530 8p / v2-g) OLp pirl AM3OPAQILAD ACINILZE %
D2 F D98 B U b/ bz-8) Sode seansod s8030881 8P % / 0.2 T D.9€ B 910 8Y / #Z-81 0dop sAmsod 1L01Zeal I % / 0.2 F 0.9€ B H 8¢ / #2-81. 9P S9ndsap seAyisod seuoiodea) se| ap %
10.2 % D.9¢ 180 ‘PIS 8 / $Z-81 UOBU USUOINESY USAINSOT 18P % / D2 F D.9€ 18 "SIl 8¢ / #Z-81 1OWE SUOHOBAI BANISOd J0 % / 0.2 F O.9€ € U 8¥ / vg-8| Seide sanisod SUOROES) 3P %
YNFAOYMIJALNIAI VIIaVL / T13gVLISONINIAILHILNAAL/ T3GV.LSNOILYMIAILNIAI / ZHIHIOLOLAVL IYMVNIL
OYAVOI4ILNIAI 3d O¥AVND / ANOIZYOIHILNAA! (A VITIEVL / NOIOVOIHILNAdI 30 v1av.L/ 37738VLINIZOYd / 318VL NOILYOIHILNIAI / NOILYOIHILNIALA NVITIgVL




Année universitaire : 2016/2017 Présente par : AIDI ZINEB

Isolement et caractérisation de quelques bactéries responsables d’infections nosocomiales a I’hopital
militaire de Constantine. Etude rétrospective de 16 mois.

Mémoire de fin de cycle pour 1’obtention du diplome de Master en : ECOLOGIE
MICROBIENNE.

L’infection nosocomiale bactérienne étant 1’une des principales causes de morbidité et de mortalité.
Le but de notre travail est I’isolement, I’identification et 1’étude de 1’antibiorésistance des souches
bactériennes responsables de ce type d’infections isolées a partir de prélévements effectués sur les patients
admis au service de réanimation.

Nous avons réalisé une étude rétrospective portant sur 173 patients hospitalisés au sein du service
de réanimation de I’Hopital Militaire de Constantine, sur une période de 17 mois
(1 janvier 2016 jusqu’a 30 avril 2017).

Au cours de cette période, nous avons colligé 197 isolats dont 70 % étaient des bacilles a Gram
négatif et 30% des cocci a Gram positif. Les espéces a Gram négatif les plus fréquemment isolées étaient
Acinetobacter 33,33 %, et Pseudomonas 21,01 %. Les Entérobactéries représentaient 45.65 % avec
prédominance de E. coli (28,57 %), Klebsiella pneumoniae 23,8 % et Entorobacter cloacae 11,11 %.

Les cocci a Gram positif les plus fréqguemment isolées étaient Staphylocoque 307 avec
la prédominance de Staphylococcus aureus 81,48 7. et Staphylococcus epidermidis 18,53 7.

La majorité des souches isolées présentent une résistance accrue vis a vis les antibiotiques testés
principalement aux béta-lactamines.

L’imipenéme, colistine et amikacine restent les antibiotiques les plus régulierement actifs
sur les bacilles a Gram négatifs isolées.

La lutte contre les bactéries multirésistantes s’integre dans une politique globale de prévention
des infections et repose, en particulier, sur la prévention de la transmission croisée nosocomiale et la

réduction de la pression de sélection par un usage rationnel des antibiotiques.

Mots clés : Infection nosocomiale, Réanimation, isolement, identification, antibiorésistance.
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