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Introduction

Introduction

Les infections nosocomiales (IN) sont définies par ['Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) comme des infections absentes au moment d’une hospitalisation dans un établissement
de sant¢ mais qui surviennent 48 heures aprés Iadmission (Laktib ef al, 2018). Par ailleurs,
les antibiotiques jouent un role crucial dans la lutte contre ces infections et de nombreuses
maladies. Cependant, avec lutilisation croissante et parfois mjustifiece de ces molécules, les
bactéries ont appris a s'adapter et certaines sont devenues résistantes aux antibiotiques.

En outre, cette situation apparait particulicrement préoccupante en milieu hospitalier, vu le
nombre de nouvelles résistances bactériennes en émergence et en augmentation continue
(Boukhatem, 2013).

En effet, la diffusion des agents pathogénes nosocomiaux résistants aux antibiotiques peut étre
lice a lenvironnement hospitalier et & la transmission directe de patient a patient. Par ailleurs,
des études récentes démontrent que les surfaces et les équipements médicaux sont souvent une
source d’infections et peuvent héberger des bactéries multi-résistantes (MDR).

Ce phénomene est considéré comme un probleme de santé publique associ¢ a une morbidité
¢levée etune létalité importante (Laktib et al, 2018).

Enfin, afin de mieux comprendre ce phénomeéne, nous avons jugé important de nous pencher
sur la question de la résistance aux antibiotiques des bactéries isolées en milieu hospitalier.
Ainsi, ce mémoire est scindé en 3 parties. Les deux premiers chapitres traitent des
nformations sur les bactéries, les antibiotiques, leurs principaux mécanismes d’action et les
multi-résistances bactériennes. Quant au troisieme chapitre, i consiste en une analyse de
données basée sur plusieurs travaux internationaux et a pour objectif de synthétiser des
résultats a partr de 15 études de differents pays afin de déterminer les bactéries multi-
résistantes les plus fréquentes en milieux hospitaliers, les antibiotiques auxquels elles sont le

plus souvent résistantes et les surfaces fréquemment contaminées.
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Chapitre I : Bactéries et antibiorésistance

I.1.Les bactéries a gram positif et a gram négatif

Les bactéries sont des étres unicellulaires qui possédent les éléments essentiels a la vie
cellulaire, de morphologie variable elles présentent des caractéristiques propres. Ainsi, a
plupart des bactéries ont une taille de l'ordre de 1 a 10 um. Toutefois, il existe certaines
especes qui peuvent atteindre 500 um telles que certains spirochétes et d’autres qui au

contraire ne dépasseront pas 0,1 pm comme Mycoplasma sp. (ZIAl, 2014).

De plus, les bactéries sont constituées d’un certain nombre d’éléments toujours présents
chez toutes les espéces bactériennes et d’autres qui ne sont présents que dans quelques
especes. En effet, ces premiers sont qualifiés d’éléments obligatoires et les seconds

d’ééments facultatifs (figure 1) (ZIAL, 2014).

Capsule
Paroi cellulaire
Membrane plasmigyue

Cytoplasmeg

Ribosomes

Flagelle
Nucleoide

Figure 1 : Schéma simplifié¢ de la cellule bactérienne (Anonyme 1)

D’autre part, il existe deux grands groupes de bactéries, les bactéries a Gram (-) et les
bactéries a Gram (+). Leur distinction repose sur la difference de composition pariétale. En
plus, les deux groupes possédent en commun un constituant essentiel, spécifique au monde

bactérien dont le peptidoglycane (ZIAI, 2014).

s Les bactéries a Gram positif (BGP) : le peptidoglycane est la partie la plus
externe de la bactérie. Il est plus épais chez les bactéries a Gram négatif et entoure

la membrane cytoplasmique de la bactérie.
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¢ Les bactéries a Gram négatif (BGN) : la paroi bactérienne contient un élément
supplémentaire, la membrane externe, entourant le peptidoglycane qui est plus fin
que chez les bactéries a Gram postitif (Guide pratique des bactéries pathogénes,
2017).

La paroi des bactéries a Gram positif (G+) est riche en acides teichoiques, absents chez les
bactéries a Gram négatif (G-) et en acide diaminopimélique, moins abondant chez les Gram

négatif, lesquelles ont une paroi plus riche en lipides.

Chez les bactéries a Gram négatif, i n'y a qu'une seule ou au plus deux couches de
peptidoglycane (5 a 20 % des constituants de la paroi bactérienne). Mais des polymeres situés
en dehors du peptidoglycane (qui forme la paroi bactérienne) viennent compléter la paroi : des

lipoprotéines, une membrane externe qui contient du lipopolysaccharide.

D’autre part, les lipoproténes sont le lien entre le peptidoglycane et la membrane externe.
Ainsi, le  composant protéine est un polymere de 15 acides aminés qui forme une laison
peptidique avec le tétrapeptide des chaines latérales du peptidoglycane et le composant

lipide est reli¢ ala membrane externe.

Par contre, la membrane externe est constituée d'une double couche de phospholipides dans
laquelle une partie ou toutes les parties des phospholipides de la couche la plus externe sont
remplacées par des molécules de lipopolysaccharide. Au sein de cette membrane externe, qui
est une mosaique fluide, se trouvent associés au moins deux types de protéines spécifiques,
certaines sont dites protéines de structure car elles consolident la membrane externe (OMP-
A), d'autres, appelées porines, permettent le passage des petites molécules hydrophiles et en

particulier, sur le plan médical, des antibiotiques (B-lactamines, tétracyclines, quinolones)

(figure2).

Sur le plan mmunologique, le lipopolysaccharide (LPS) constitue lantigéne «O » des
bactéries a Gram négatif. Le LPS est un lipide complexe auquel est attaché un polysaccharide

qui est responsable de la spécificité antigénique de l'antigeéne « O ».

Sur le plan physiopathologique, le LPS, extrémement toxique, représente I’endotoxine des

bactéries a Gram négatif (ZIAIL, 2014).
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: Paroi d'une cellule Gram-négative
Paroi d'une cellule Gram-positive

- Membrane externe

Peptidoglycane Peptidoglycane
Membrane plasmigue Membrane plasmique
Espace
L]
Espace
periplasmique

Figure2 : Diffrence pariétale entre les bactéries a Gram (-) et & Gram (+) (Anonyme 3).

Le tableau 1, explique succinctement la fonction des principaux éléments de la cellule
bactérienne (ZIAIL, 2014) (Anonyme 4).
% Fonction des différents éléments d'une cellule bactérienne

Le tableau ci-dessous indique les fonctions des différents éléments d’une cellule bactérienne.
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Tableau 1 :Fonction des différents ¢éléments d'une cellule bactérienne (ZIAIL, 2014)

(Anonyme 4).

Structures Eléments Fonctions
» Constituant principal = mucopeptide
» Enveloppe rigide
Paroi » Détermine la forme de la bactérie et lui confere sa
résistance
Obligatoires » Régulation de la pression osmotique
» Bactéric a gram négatif : Pouvoir pathogéne du fait de
la présence d’un LPS (lipopolysaccharide, qui agit
comme une endotoxine)
» Propriétés antigéniques de certains constituants
» Barriére semi-perméable (passage molécules
Membrane lipophiles)
Cytoplasmique » Enzymes et protéines membranaires (chaines
respiratoires, excrétion de substances dans le
périplasme, transport de molécules)
» Role important dans le processus de chimiotactisme,
site de fixation des flagelles
Cytoplasme » Délimité par membrane cytoplasmique
> Gel colloidal contenant les differents éléments
cellulaires
Ribosome » Synthése protéique
ADN » Support de 'information génétique
Chromosomique
Capsule ou » Enveloppe, facilite I'adhérence aux cellules et
Glycocalyx I’échappement a la phagocytose
Facultatives Plasmides » ADN bicaténaire extra-chromosomique

» Information génétique supplémentaire

Pili et fimbriae

» Surtout chez les bactéries a Gram négatif
» Pili communs ou fimbriae : adhésion aux cellules
» Pili sexuels : participent au processus de conjugaison
bactérienne

Cils et flagelles

» Appareil locomoteur

Spores

» Structure de résistance qui se forme lorsque les
conditions deviennent défavorables.

Amnsi, la bactérie se multiplie par fission bmaire, grandit puis se divise en deux

cellules filles séparées par un septum de division formé par la paroi cellulaire. Durant la

division, 'ADN se duplique ainsi que les autres constituants et donne deux bactéries

identiques et ainsi de suite (Anonyme5).
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I.2.Les Antibiotiques

Les antibiotiques se définissent comme des molécules capables d'inhiber la croissance
ou méme de tuer des bactéries, sans affecter les cellules humaines.
Amnsi, ils permettent aux défenses naturelles du corps comme le systéme immunitaire de les
¢liminer (HNICH, 2017).
1.2.1. Les types d’antibiotiques

Il existe des antibiotiques d’origine naturelle ou synthétique

I.2.1.1. Origine naturelle
Parmi les 10 000 antbiotiques d'origine naturelle recensés dans le monde, 20 %
proviennent de champignons comme Penicillium, Cephalosporium, Aspergillus, 70 %
proviennent d'actinomycétes microfilaments dont le genre Streptomyces considéré comme un
producteur majeur d'antibiotiques tels que les tétracyclines, les aminoglycosides et 10 %

proviennent des bactéries (non actinomycetes), en particulier des genres Bacillus et

Pseudomonas (SAADAOUI, 2008).

1.2.1.2. Origine synthétique

Les antibiotiques synthétiques sont obtenus soit a partir de dérivés artificiels, soit en
recréant des substances primitivement extraites de micro-organismes. Parmi les antibiotiques
d’origine synthétiques on distingue les sulfamides, les métronidazoles, les isoniazides, I'acide
nalidixique, les fluoroquinolones, et les pénémes. On distingue aussi des antibiotiques
d’origine semi-synthétiques, obtenus suite a une modification au niveau du laboratoire d’une
substance produite par un microorganisme (SAADAOUI, 2008).

1.2.2.Classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés selon l'origine, la nature chimique, le mécanisme

d'action et le spectre d'action.

Les principales familles sont :

1.2.2.1.Les B lactamines
Les béta-lactamines sont des molécules qui ont un anneau betalactame commun a tous

les antibiotiques de cette famille. Leur mécanisme d’action est le suivant :
e Pénétration jusqu’a la membrane cytoplasmique
e Fixation aux pinicilles binding protéines, des protéines localisées au niveau de la

membrane cytoplasmique et dont certaines ont une activit¢ de carboxypeptidase,
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d’endopeptidase ou de transpeptidase et sont impliquées dans la phase terminale de
I'assemblage du peptidoglycane.

e Inhbition de la transpeptidation

e Activation des autolysines

e Mort cellulaire accompagnée souvent de lyse cellulaire (SAADAOUI, 2008).

1.2.2.2.Les aminosides ou aminoglycosides
Ce sont des substances fortement polaires, qui se caractérisent par la présence d’un
groupement cationique sur un anneau inositol et d’un ou plusieurs sucres aminés. Ils agissent
en se fixant sur la sous unit¢ 30S, a concentration subthérapeutique et entrainent des erreurs
de lecture. A dose thérapeutique, ils inhibent I'élongation de la chaine peptidique en bloquant
le complexe d’inttiation. En plus, en dimmuant 'AMP cyclique intracellulaire, ils perturbent
la barricre de perméabilit¢ de la membrane cytoplasmique, ce qui conduit a la fuite vers

I'extéricurs des constituants intracellulaires (SAADAOUI, 2008).

1.2.2.3. Les phenicoles
IIs s’attachent a la sous unit¢ 50S du ribosome en empéchant I'attachement des amino-
acyl-Trna et en inhibant la formation des laisons peptidiques (SAADAOUI, 2008).

Parmi ces antibiotiques :

R

% Le chloramphénicol
C’est un antibiotique bactériostatique a large spectre. En Algérie, i est réservé au

traitement de la fievre typhoide (YALA et al, 2001).

¢ Le thiamphénicol
Le thiamphénicol est trés voisin chimiquement du chloramphénicol et son spectre
d'action est similaire (YALA et al, 2001).

1.2.2.4.Les tétracyclines
Les tétracyclines sont bactériostatiques, présentant une grande homogénéité, -elles
pénetrent bien dans les cellules et se lient de facon réversible aux sous unités 30S du
ribosome en empéchant Iattachement des amino-acyl-tRNA au site A du ribosome

(SAADAOUI, 2008).

1.2.2.5.Les polypeptides
Ces deux molécules n'agissent que sur les bactéries & Gram positif en nhbant la

synthése du peptidoglycane et donc la croissance bactérienne (MESKINE, 2016).
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1.2.2.6.Les macrolides
Ce sont des antbiotiques lipophiles constitués par un noyau laconique composé de 12 a

16 atomes. Sur cette structure sont fixés des sucres. De plus, ils agissent en se fixant sur la
sous unit¢ 50S et nhibent la transpeptidation et la translocation (SAADAOUI, 2008).

1.2.2.7.Les quinolones

Plusieurs molécules ont ét€¢ synthétisées pour exalter le pouvoir antibactérien et
améliorer les caractéristiques pharmacocinétiques. Aussi, schématiquement on peut classer les
quinolones sur la base de Iétendue du spectre antibactérien et la nature fluorée ou non du
squelette en deux groupes :
- Les qunolones de premicre génération comme l'acide nalidixique : Negram®, I’acide
oxolinique : Urotrate®
- Les qumolones de deuxieme génération telles que Ofloxacme : Oflocet,

Levofloxacine(MESKINE, 2016).

1.2.2.8.Les rifamycines
Elles sont constituées d'un macro-cycle et d'un cycle aromatique.
e Elles bloquent la transcription par la liaison a la RNA-polymérase bactérienne
e Elles sont actives contre les bactéries & gram positif et les coques a gram négatif mais
sont utilisées surtout contre les mycobactéries (tuberculose)
o La résistance est fiéquente

e FElles sont actives par voie orale (SAADAOUI, 2008).

1.2.3. Mode d'action des antibiotiques
Les antibiotiques peuvent avoir 2 modes d'action:

- Action bactériostatique: Ils empéchent le développement des bactéries ou germes
microbiens.

- Action bactéricide: Ils détruisent les bactéries ou les germes microbiens en agissant
sur la paroi, IADN, la membrane cytoplasmique et la synthése de protéines
(SAADAQUI, 2008).

Ils peuvent agir sur 5 parties différentes de la structure de la bactérie (figure 3).
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Figure 3 : Les principales cibles des antibiotiques (SAADAOUI, 2008).

1.2.3.1. Sur la paroi bactérienne
Ces antibiotiques agissent sur des cibles extérieures de la cellule (paroi) en hibant la
synthése de la paroi et ne sont actifS que sur les germes qui sont en croissance. Ainsi, les
cellules au repos ne sont pas perturbées par l'action des antibiotiques et de leurs molécules. De
méme, les antibiotiques bloquent la synthése du peptidoglycane, la cellule s'allonge sans faire

de paroi et ainsi explose sous l'effet de la pression osmotique interne (MESKINE, 2016).

1.2.3.2. Sur la membrane cytoplasmique

Ils agissent sur les membranes lipidiques, la membrane externe d’abord, puis la
membrane cytoplasmique. De plus, la fixation de lantibiotique va désorganiser la structure de
ces membranes et les rendre perméables, ce qui aboutit a la mort rapide de la bactérie

(MESKINE, 2016).
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1.2.3.3. Sur I'ARN des ribosomes
Les ribosomes sont des organites présents dans les cellules eucaryotes et procaryotes (cellule
bactérienne). La plupart des antibiotiques qui ont pour cible les ribosomes mterferent avec la
synthése protéique en induisant des erreurs de synthése ou en mhibant cette synthése. La

cellule bactérienne est ainsi dans une incapacit¢ de synthétiser des protéines qui lui sont
vitales (LEULMI, 2015).

1.2.3.4. Sur I'ADN bactérien
I s’agit de [D'mnhbition de la synthése ou méme du fonctionnement des acides
nucléiques de différentes fagons selon les familles d’antibiotiques soit par :
1. Inhibition de la réplication de ’ADN
2. Inhibition de la transcription / ARN polymérase
3. Diminution de la syntheése des précurseurs nucléotidiques (MESKINE, 2016).

1.2.3.5. Les antibiotiques inhibiteurs du métabolisme intermédiaire
Par inactivation d’enzymes impliqués dans la synthése des purines et de certains acides

aminés essentiels (MESKINE, 2016).

1.3.La résistance et la multirésistance bactérienne

I.3.1.La résistance
L’organisation mondiale de la sant¢(OMS) a définit la résistance bactérienne aux

antibiotiques dés 1961 de deux fagon différentes :

1.3.1.1. Définition thérapeutique: Une souche est dite résistante lorsque la concentration
d’antibiotiques qu’elle est capable de supporter est notablement plus élevée que Ia

concentration atteignable in vivo.

1.3.1.2. Définition épidémiologique :Une souche est dite résistante lorsqu’elle supporte une

concentration d’antibiotique notablement plus ¢élevée que celle qui inhibe le développement

de la majorité¢ des autres souches de la méme espéce (EL ABDANI, 2016).
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1.3.2.Les types de résistance

1.3.2.1.La résistance naturelle
C’est un caractere d’espeéce qui touche toutes les bactéries de 'espeéce considérée, elle
est stable transmise a la descendance (elle a pour support génétique le chromosome bactérien)
mais elle n'est pas ou peu transmissible sur un mode horizontal (d’une bactérie a l'autre au

sein d’une méme espece ou entre especes differentes) (BOUDJEHEM et al, 2018).

1.3.2.2.La résistance acquise
Les bactéries peuvent développer la résistance a un ATB auquel elles sont
préalablement sensibles, ce qui implique des changements génétiques. En effet, il s’agit de
lacquisition de nouveaux génes capables de rendre la bactérie résistante & un antibiotique. De
plus, une espéce bactérienne peut éEtre résistante a plusieurs antibiotiques selon des

mécanismes differents (BOUDJEHEM et al, 2018).

% La résistance chromosomique

Elle résulte d’une mutation et n’est pas provoquée par la présence de Iantibiotique.
Cependant, l'antibiotique révele la mutation de résistance en sélectionnant les bactéries
mutantes résistantes ou plus exactement, en détruisant les autres bactéries de I'espece, celles
qui restent sensibles a laction de [Iantibiotique.Par ailleurs, i1 s’agit d’un phénomene
indépendant et I'apparition d’unemutation ne favorise pas lapparition d’autres mutations de
résistance a d’autres antibiotiques.

En effet, la probabilit¢ de deux mutations simultanées est donc trés faible. Cette
mndépendance des mutations constitue I'un des meilleurs arguments pour justifier 1’association
des antibiotiques. Elle est transmissible et permanente et a donc un caractére héréditaire
(transmission sur un mode vertical de bactérie-mere a bactéries-filles). De plus, toutes les
mutations ont pour conséquence la perte ou la modification d’une protéine structurale ou

enzymatique et une bactérie mutée est souvent contre-sélectionnée en I'absence d’antibiotique

(LOZNIEWSKI, 2010).

% La résistance extra-chromosomique

- Plasmides
Les plasmides sont de petits fragments d’ADN double brin, circulaires et
cytoplasmiques, capables de réplication autonome. Cependant, les plasmides peuvent conférer

a leur hote des aptitudes qui dans certains cas lui donnent un avantage sélectif. Ce dernier peut
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provenir d’une résistance a un antibiotique ou encore de la possibilit¢ d’utiliser une nouvelle

voie métabolique (BOUDJEHEM et al, 2018).

- Les transposons
Les transposons ou ¢lments génétiques transposables sont des séquences d’ADN
double brin linéaires, qui n’apparaissent jamais a I’état libre, n’ayant pas d’existence
autonome stable, is peuvent s'insérer a différents endroits dans un génome ou plasmide pour
étre dupliqués et exprimés. Ces éléments "sauteurs" comprennent généralement des génes de

résistance ou facteurs impliqués dans la pathogénicit¢ (BOUDJEHEM et al, 2018).

¢ Résistance par acquisition des génes transférés

Les résistances par acquisition d'ADN sont la conséquence d’un transfert horizontal y
compris entre especes ¢€loignées phylogénétiquement. Ainsi, les bactéries utilisent trois
mécanismes principaux de transfert horizontal d’éléments génétiques entre bactéries d’une
méme espeéce ou d’especes et de genres différents dont la transformation, la transduction et la
conjugaison

D’autre part, les genes de résistance aux antibiotiques, sont pour la plupart
chromosomiques et  proviennent  généralement de  micro-organismes  producteurs
d’antibiotiques pour lesquels ils sont immunisés. Par contre, le transfert de ces génes sera
rendu plus efficace aprés leur ntégration sur des éléments mobiles tels que les plasmides, les

transposons, les intégrons ou encore sur des phages. Ces mécanismes de résistance peuvent

alors diffuser trés rapidement dans une population (MESKINE, 2016).

«» La résistance croisée
On parle de résistance croisée, lorsqu’une résistance a un antbiotique engendre une
résistance a un autre, composé¢ par un seul et méme mécanisme biochimique. De plus, le
phénomeéne de résistance croisée peut survenir parmi tous les membres d’une classe
d’antibiotiques, comme c’est le cas pour les 120 sulfamides, ou peut étre lmit¢ a quelques
membres d’un groupe, comme pour les aminoglycosides, ou bien peut impliquer des

antimicrobiens appartenant a des classes differentes (EL ABDANI, 2016).

X/

s La co-résistance
La co-résistance se définit, quant a elle, comme I'existence au sein d’une bactéric de
plusieurs mécanismes conférant chacun une résistance a diverses familles d’antibiotiques.
Ainsi, les génes correspondants sont souvent adjacents (physiquement liés) et exprimés

d’une fagon coordonnée comme dans les ntégrons (EL ABDANI, 2016).
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1.3.3.Les mécanismes de résistance aux antibiotiques
Les modifications génétiques permettent aux bactéries de se défendre contre 'action des
antibiotiques soit en se rendant imperméables a leur pénétration, en produisant des enzymes
capables de les mactiver, en modifiant la structure de leurs cibles ou bien en les expulsant par

un mécanisme d’efflux (figure 4) (FOSSEPREZ, 2013).
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Figure 4 : Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques (FOSSEPREZ, 2013).

I.3.3.1.La destruction ou I’inactivation du médicament par des enzymes
Comme la production de béta-lactamases codées par des plasmides ou des éléments
génétiques transposables. Ainsi, le nombre des béta-lactamases plasmidiques est tres élevé et
leur permet d’étre classées selon leurs vitesses d’hydrolyse, leurs constantes d’affinité pour
les béta-lactammes, leur facult¢é a é&tre mhibées par des mhibiteurs tels que Pacide
clavulanique (EL ABDANI, 2016).

1.3.3.2.Le blocage de la pénétration dans la cellule
Les bactéries a Gram négatif sont plus résistantes que les autres aux antibiotiques.
Ainsi, les structures de leurs parois cellulaires limitent I’absorption de nombreuses molécules
en obligeant celles-ci a passer par des ouvertures appelées porines. De plus, chez certains
mutants les porines sont modifi€es si bien que les antibiotiques ne peuvent pas pénétrer dans
I'espace péri plasmique. En effet, lorsqu’il y a des B-lactamases dans I'espace périplasmique,

I'antibiotique qui est parvenu jusque-1a est attaqué et mactivé (MESKINE, 2016).

12
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1.3.3.3.La modification de la cible du médicament
Par modification des protéines liant les pénicillnes (PLP), qui sont des enzymes
catalysant I'étape finale de la biosynthése du peptidoglycane (paroi bactérienne), et qui sont la
cible des béta-lactamines.En effet, en se fixant aux PLP les bétalactamines les empéchent de
jouer leur role et la synthése du peptidoglycane est donc entravée (BOUDJEHEM et al,
2018).

1.3.3.4.L’expulsion du médicament
Certains protéines de la membrane plasmiques des bactéries a Gram négatif sont des
pompes qui expulsent les antibiotiques et les empéchent d’atteindre la concentration requise
pour qu’ils soient efficaces. En effet, c’est avec la tétracycline que ce mécanisme a été

observé pour la premicre fois (MESKINE, 2016).

1.3.4.Emergence et propagation de la résistance

L’administration répétée d’antibiotiques chez I'homme ou chez I'animal crée ce que
I'on appelle une pression de sélection qui tend a favoriser les mutations et les échanges
plasmidiques, responsables d’acquisition de résistances aux antbiotiques. Elle tend ainsi a
¢liminer les bactéries sensibles pour laisser place aux bactéries résistantes. Effectivement, la
réduction de la pression sélective des antibiotiques est importante pour prévenir I'émergence
d’'une résistance microbienne et préserver le plus longtemps possible Tefficacité des
médicaments disponibles.

En outres, la pression de sélection des antibiotiques, ainsi que la lutte nadéquate contre
les infections, comme un lavage des mains absent ou ineflicace, ou un défaut de vaccination,
contribuent a la propagation des souches résistantes.

Ainsi, la résistance aux antibiotiques se développe a grande échelle selon les étapes suivantes:
- Sélection d’organismes résistants ;

- Elimmation de la flore sensible au médicament et colonisation avec des microorganismes
résistants ;

- Contact d’une personne a 'autre et transmission dans I'environnement ;

- Transmission globale (FOSSEPREZ, 2013).

L.3.5. Réservoirs de la résistance aux antibiotiques
La flore mtestinale de 'homme et des animaux est considérée comme un environnement
priviégi€ en termes de compartiment de sélection, d’amplification des bactéries résistantes et

des genes de résistance. D’autres flores commensales comme la flore cutanée, la flore oro-
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pharyngée, la flore vagmale sont également exposées au traitement par antibiotiques.
Toutefois, ces flores bactériennes sont moins denses que la flore mtestinale. Elles sont aussi
moins étudiées dans le cadre de la sélection de la résistance aux antibiotiques. Cependant, les
mécanismes généraux de sélection et d’amplification de la résistance sont comparables dans

tous les types de flore (STEPHANIE, 2009).

1.3.6. Transmission de la résistance a I’homme

Les bactéries évoluent rapidement non seulement par mutation et multiplication mais
¢galement par acquisiion du matériel génétique exogéne. Ainsi, la résistance par
accumulation de mutations est supposée présenter un risque minimum de dissémination des
genes, alors que la résistance par acquisition de genes exogenes a un fort potentiel de
diffusion car elle est dans la plupart des cas portée par des éléments génétiques mobiles. De
plus, Pabsence d’étanchéit¢ entre les €cosystemes animal -homme — environnement, aggrave
d’un point de vue santé publique le risque de dissémination de la résistance aux antibiotiques

(MESKINE, 2016).

I.3.6.1.La transmission directe a I’hopital
L’¢tat immunodéprimé transitoire du patient, ajouté aux traitements par antibiotiques
peut favoriser la sélection et la colonisation d’un germe mnfectieux résistant déja présent chez
I'individu. A cela s’ajoute la transmission entre patients malades porteurs de souches
résistantes (transmission croisée) et le contact direct avec le personnel hospitalier. Ainsi, les
mesures d’hygiéne professionnelles mises en place a I'hopital ont également montré une
certaine efficacit¢ a controler et a limiter la transmission des bactéries en milieu hospitalier

(MESKINE, 2016).

1.3.6.2. La transmission via ’alimentation d’origine animale

Le role de la chamne alimentaire dans la transmission de bactéries résistantes est non
seulement possible mais certains arguments attestent de sa réalit¢ pour certains pathogenes
comme Salmonella. En effet, de nombreux rapports notent effectivement la présence de
bactéries productrice de CTX-M dans lalimentation d’origne animale. En 2004, a la suite
d’une épidémie a salmonelle survenue en France, une étude de cas a permis de constater que
les malades infectés par Salmonella enterica résistante a la ceftriaxone avaient consommé de
la viande chevaline importée, hébergeant une souche de S. enterica Newport véhiculant le
gene de résistance blaCMY-2 (MESKINE, 2016).
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1.3.6.3. Le transfert de géne de résistance de ’animal a ’homme

Méme si lorigine animale d’une toxi-infection alimentaire a des bactéries résistantes
aux antbiotiques est facile a mettre en évidence chez I'homme, lacquisition de genes de
résistance par transfert horizontal des bactéries d’origme animale aux bactéries d’origine
humaine est plus complexe a démontrer. En effet, les principaux rapports épidémiologiques
récents affirment la présence de plasmides conjugatifs communs a plusieurs souches
résistantes retrouvées aussi bien chez 'homme que chez I'animal et suggérent un potentiel de
transfert de plasmides porteurs de résistance entre 'homme et I'animal. D’autres auteurs ont
rapporté I'existence de déterminants de résistance communs chez des bactéries isolées chez

I’'homme et ’animal (MESKINE, 2016).
1.3.7. La multirésistance

1.3.7.1. Définition

Les bactéries sont dites multi-résistantes (BMR) aux antibiotiques lorsque, du fait de
I'accumulation des résistances naturelles et acquises, elles ne sont plus sensibles qu’a un
nombre restreint d’antibiotiques utilisables en thérapeutique (MESKINE, 2016).

Ainsi, la  multi-résistance  concerne  les  bactéries  responsables  d’infections
communautaires comme les pneumocoques ou les bacilles de la tuberculose et les bactéries
responsables d’infections nosocomiales ou associées aux soins. Par ailleurs, certaines
résistances sont particulierement importantes a prendre en compte, car elles concernent des
especes bactériennes qui sont a la fois commensales susceptibles de se disséminer dans la
population générale et a fort potentiel pathogéne. C’est le cas des Staphylococcus aureus

résistants a la méticilline (SARM) et des Entérobactéries productrices de [-lactamases a

spectre étendu (EBLSE) (VINCENT, 2000).

1.3.7.2. Les différents Types des BMR

®,

< Hospitaliers

o S.aureus est I'une des deux principales especes responsables d'infection nosocomiale.
Amnsi, le développement incontrolé des épidémies de SARM et les preuves répétées
de leur diffusion clonale justifient a eux seuls la mise en place d'un programme de
lutte contre les BMR. En effet, les SARM représentent 5 a 10% des bactéries isolées
dans les infections nosocomiales(IN) et sont résistants a toutes les B-lactamines et trés

souvent résistants aux aminosides, aux macrolides et aux fluoroquinolones.
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o Les entérobactéries (ESBL) dans leur ensemble représentent 35 a 40% des bactéries
responsables d'IN. En effet, les BLSE représentent environ 1% des bactéries isolées
des IN. Ainsi, la tendance a la diffusion clonale des EBLSE est bien démontrée. En
outre, les souches d'EBLSE  principalement  Klebsiella ~ pneumoniae,
Enterobacteraerogenes et a un moindre degré Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Citrobacter sp sont résistantes a de nombreuses B-lactamines (sauf imipénéme) et
souvent céphamycines pour les espéces qui y sont naturellement sensibles et trés
souvent résistantes aussi aux aminosides et aux fluoroquinolones (VINCENT, 2000).

e Les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) : représentent environ 1% des

souches d'entérocoques isolées a I'hdpital. On retrouve principalement :

-Acinetobacter _baumannii : représente 2 a 4% des bactéries responsables d'IN. Ces espéces

jouent un rdle non négligeable dans certains secteurs hospitaliers (soins intensifs) et sont
parfois a lorigne de bouffees ¢épidémiques dans lesquelles la contamination de
lenvironnement des patients porteurs joue un rdéle. De plus, certaines souches épidémiques

résistantes a I'imipéneéme conduisent a des impasses thérapeutiques.

-Pseudomonas _aeruginosa multirésistant : Amsi, les souches de P.aeruginosa résistantes aux

Blactammes (ticarcilline, ceftazidine ou imipénéme) ont tendance a étre résistantes aussi aux
aminosides et aux fluoroqumnolones. En effet, dans les hopitaux concernés, ces souches
doivent faire l'objet d'une stratégie spécifique, notamment d’une politique de prescription des

antibiotiques et des mesures de contrdle de I'environnement (VINCENT, 2000).

% Communautaire
Les BMR communautaires sont des bactéries impliquées dans les infections survenant
en dehors d'un établissement de santé, par opposition des BMR hospitaliers.
Ces germes sont caractérisés par une probabilit¢ de résistance relativement faible, les
plus fréquentes de ce type de BMR sont les pneumocoques et les bacilles de la tuberculose.

e Streptococcus pneumoniae : est un pathogéne majeur, responsable d’infections
communautaires a type de pneumonies, de bactériémies, de méningites, d’otites et de
sinusites, la pneumocoque a acquis au cours des cing dernieres décennies de
nombreuses résistances aux, sulfamides ,tétracyclines, érythromycine, pénicilline et
chloramphénicol. La résistance du pneumocoque aux B-lactamines est liée a une

modification des protéines de laison aux pénicillines (PLP). Par ailleurs, Ila
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surveillance de la sensibilit¢ du pneumocoque aux antibiotiques est nécessaire afin
d’adapter les recommandations thérapeutiques des mfections penumococciques.

Bacille de la tuberculose : le bacille de la tuberculose peut devenir résistant aux
antimicrobiens utilisés pour guérir la maladie. Ainsi, la tuberculose multi résistante
(MR) est une tuberculose contre laquelle Iisoniazide et la rifampicine, les 2
antituberculeux les plus puissants, ne sont pas efficaces. En effet, la mauvaise gestion
du traitement antituberculeux et la transmission interhumaine, expliquent Ia
propagation de la tuberculose multi résistante (ZNAZEN et al, 2004 ; ZNAZEN et
al,2006).

1.3.7.3. Localisation des BMR

La propagation des BMR selon les services et leurs particularités est mentionnée ci-dessous :

Tableau 2 :La localisation des BMR en milieu hospitalier (MESKINE, 2016).

SERVICES

PARTICULARITES

Réanimation, soins intensifs

Forte incidence en BMR car :
- Prescription importante d’antibiotiques
- Technicit¢ développée, procédures invasives, charge

en soins importante

Services de court séjour :
médecine,
chirurgie,

obstétrique

-Transferts internes
- Transferts entre établissements de santé médicaux et
sociaux

- Technicit¢ développée, procédures Invasives

Services de soins de suite et de

- Nécessité¢ de rééducation collective (repas, activités)

Rééducation - Poly pathologies

Long séjour, - Charge en soins ¢€levée

MAS, EHPAD, -Poly pathologies des patients et troubles du
Psychiatrie, comportement

- Faible ratio personnel / malade

- Nécessité de rééducation

1.4. Les moyens de lutte contre les bactéries multi-résistantes

La dissémination des BMR est la conséquence de deux détermmnants dont, la pression de

sélection des antibiotiques responsables de I'’émergence des BMR et la transmission croisée

responsable de la diffusion des BMR.
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Donc, la lutte contre les BMR s’articule autour de deux axes, le bon usage des

antibiotiques et la maitrise des mesures barrieres d’hygiene.

1.4.1. Le bon usage des antibiotiques
La pression de sélection des antibiotiques est définie par la présence d’antbiotiques
perturbant le métabolisme d’une souche bactérienne et favorisant son adaptation par
Iapparition d’un mécanisme de résistance a cet antbiotique. Aimnsi, le principal effet
indésirable des antibiotiques est I'émergence de résistance bactérienne par définition. Afin de
réduire cette pression de sélection, il est nécessaire de progresser dans le bon usage des
antibiotiques privilégiant I'utilisation de molécules exergant le plus faible pouvoir de sélection
sur les BMR et uniquement lorsque cela est nécessaire, mais aussi de limiter Ia
surconsommation (RENAUDIN, 2016).

1.4.2. La maitrise des mesures d’hygiénes
Elles s’¢chelonnent sur 3 niveaux dont les précautions standard, les précautions
complémentaires d’hygiéne et les précautions spécifiques appliquées pour les bactéries
hautement résistantes et émergentes (BHRe - ne concernent pas les BMR) (figure 5)
(RENAUDIN, 2016).

3eme gtaga :
Précautions spécifiques BHR

2eme dtage :
PCH Précautions complémentaires
d’h‘ggié:ne fcontact, gouttelettes et air)

s i 1°" étage :
Precautions Frécautions standard dont
standard gestion des excréta

Figure5 : Représentation graphique des différents niveaux de mesures a appliquer pour

maitriser la diffusion de la transmission croisée (RENAUDIN, 2016).

1.4.2.1. Les précautions standard
Elles représentent les premieres mesures barricres a mettre en ceuvre. En effet, elles
sont le socle indispensable de la prévention de la transmission croisée et du risque infectieux,

et doivent €tre appliquées par tout soignant et pour tout patient quel que soit son statut
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mfectieux (connu ou présumé) et le lieu de sa prise en charge, pour limiter la transmission
croisée de micro-organismes et assurer une protection systématique des autres patients, des

personnels de santé et de 'environnement de soin.

% Hygiéne des mains

La fréquence de la contammation des mains est estimée a 17% aprés contact avec un
patient porteur d’'une BMR (DALI, 2015).
Amnsi, la désinfection systématique des mains a cing moments clés :
- Avant tout contact avec le patient,
- Avant un geste aseptique,
- Apres un risque d’exposition a un liquide biologique,
- Apres le contact avec le patient,
- Apres le contact avec I'environnement du patient.

En outre, lantisepsie des mains par friction avec une solution (ou un gel) hydro
alcoolique est la méthode actuellement a priviégier en matiere d’hygiéne des mains pour le

controle de I'infection nosocomiale (MERIAH et al, 2017).

% Port de gants
Les gants sont changés entre deux patients ou deux activités (y compris pour le méme
patient). Ils sont mis juste avant le contact, le soin ou le traitement. De plus, ils sont retirés des
la fin du soin pour étre jetés avant de toucher I'environnement.
D’autre part, le port de gants lors d’un contact avec un liquide biologique est nécessaire
afin de protéger le soignant du risque infectieux.
Ainsi, la recommandation est une paire de gants pour un soin et chaque retrait de gants

est accompagné d’un geste d’hygiene des mains (MERIAH et al, 2017).

% Port d’un masque
Le port d’'un masque de soins a usage unique par le personnel soignant est recommandé
lors de la prise en charge d’un patient présentant une infection respiratoire impliquant un

micro-organisme, notamment les SARM :

e A proximit¢ du patient a 'intérieur de la chambre ;

e Lors de soins directs (MERIAH et al, 2017).
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/7

¢ La tenue professionnelle

La tenue professionnelle est adaptée a Dactivit¢ pratiquée (tablier plastique ou sur
blouse imperméable). De plus, elle est changée quotidiennement et chaque fois lors des soins
souillant, mouillant ou exposant aux projections de liquides biologiques (MERIAH ef al,
2017).

1.4.2.2. Les précautions complémentaires

- Dépistage des porteurs de BMR a I’admission en réanimation
Les patients porteurs de BMR constituent un réservoir a partir duquel ces bactéries
peuvent se disséminer. C’est pourquoi une stratégie de dépistage permet d’identifier les
patients porteurs asymptomatiques qui constituent un réservoir de BMR, puis de mettre en
place les précautions complémentaires d’hygiene (PCH) requises pour limiter la transmission
croisée des BMR aux autres patients ainsi que le risque de diffusion épidémique (ARLIN
,2012).

- Chambre individuelle encas de BMR
La chambre individuelle est recommandée pour un patient porteur d’une bactérie
ciblée.Par contre, dans le cas ou plusieurs patients sont porteurs d’une méme BMR, ils

peuvent étre regroupés dans une méme chambre (DALI, 2015).

- Signalisation des BMR
La signalisation débute au laboratoire de bactériologie (identification par un logo
spécifique sur I'antibiogramme de la souche). Amnsi, le méme logo est apposé sur le dossier
clinique du patient et la porte de sa chambre. De plus, le service d’aval est prévenu avant le

transfert du patient vers une autre structure de soins (DALI, 2015).

1.4.2.3. Le nettoyage et la désinfection au niveau des hopitaux
La désinfection ou la stérilisation du matériel propre permet d’éliminer les organismes
pathogenes présents et d’éviter leur transmission par ce matériel a d’autres malades, aux

membres du personnel ou a 'environnement.

s Pré-désinfection
La pré-désinfection est une opération qui consiste a immerger les instruments dans une
solution détergente et désinfectante (bactéricide selon les normes NF EN 1040 (NFT 72152))

aussitot apres leur utilisation.
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% Le nettoyage

Il consiste a élimner les salissures notamment les matieres organiques comme le pus, le
sang et les sécrétions et permet donc de réduire simultanément le nombre de micro-
organismes présents.

De plus, le nettoyage conjugue [Paction physico-chimique du produit (détergent),
laction thermique et l'action mécanique du brossage (Ecouvillonnage) et du rincage (Comité

éditorial pédagogique de I'UVMaF, 2011).

s Le séchage

Le séchage doit étre soigneux si le matériel ne doit pas étre immédiatement réutilisé. De
plus, i doit étre réalis€ avant stérilisation, ou apres désinfection par immersion, afin de limiter
la prolifération microbienne durant le stockage et les risques de rouille (Comité éditorial

pédagogique de I'UVMaF, 2011).

¢ Stérilisation

La stérilisation est une opération permettant d’éliminer ou de tuer les micro-organismes
portés par des milieux inertes contaminés. Ainsi, le résultat de cette opération a pour objectif
le degré¢ 0 en fin d'opération et permet de conserver cet état pour une période de temps
précisée (Guide Technique d'Hygiéne Hospitaliére, 2004).

¢ Désinfection

Elle consiste a réduire le nombre des micro-organismes présents au moment de
I'opération en fonction des objectifs fixés.
Amnsi, il existe plusieurs types de désinfection :
-Désinfection chimique : par immersion dans une solution désinfectante, a l'aide  d’un
pulvérisateur, ou a laide d’appareils spécifiques pour la désinfection de contenant a déchets
humains (bassins), d’endoscopes ou d’instrumentation.
-Désinfection thermique : 'eau chaude détruit aisément les populations et micro-organismes a
I'état végétatif. Cependant, elle est mcapable de détruire les formes sporulées et les agents
transmissibles non conventionnels. De plus, la température doit étre supérieure a 80°C pour
étre efficace dans des temps raisonnables.
-Désinfection chimico-thermique : utilise Pactivité accrue de nombreux désinfectants a haute
température. Elle est réalisée a laide d’appareils spécifiques : désinfection des bassins,
d’endoscopes. Ces appareils réalisent, en régle générale, I'étape de nettoyage préalable a la
désinfection. Une normalisation est 1a aussi en préparation (Guide Technique d'Hygiéne

Hospitaliére, 2004).
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% Ringage final

11 permet :

- D’¢liminer tout résidu de produit
- Dviter la décontamination du matériel désinfect¢ (Guide Technique d'Hygiéne

Hospitaliére, 2004).

22



Chapitre Il : Les Méthodes d’analyse

Chapitre II : Les Méthodes d’analyse

Les prélévements et les analyses microbiologiques effectuées en milieu hospitalier
peuvent avoirr des objectifS multiples tels que, des enquétes épidémiologiques, la validation
d'un protocole de nettoyage et de désinfection, ou le contrdle de I'efficacité du bio nettoyage
et de la désinfection.

De plus, ces prélevements et analyses doivent étre réalisés pour protéger les patients vis
a vis du risque de transmission des agents infectieux associée aux soins de sant¢ (Le
Guyader, 1999).

Cette ¢étude i consiste en une analyse de données basée sur plusieurs travaux
mternationaux et a pour objectif de synthétiser des résultats a partir de 15 études de diffrents
pays afin de détermmer les bactéries multi-résistantes les plus fréquentes en milieux
hospitaliers, les antibiotiques auxquels elles sont le plus souvent résistantes et les surfaces
fréquemment contaminées.

I1.1. Méthodologie de recherche
I1.1.1. Types de prélévements

Les prélévements peuvent concerner les surfaces du matériel médical telles que les
respirateurs, les couveuses, les surfaces des locaux comme les lavabos, les surfaces
fréquemment manipulées par le personnel soignant et les visiteurs telles que les poignées de
portes, les robinets et les surfaces d’équipements de I'environnement immédiat des patients

telles que les lits et les placards (METTE et al, 2010).

I1.1.2. Techniques de prélévement des surfaces d’environnement hospitalier
Les trois principales techniques de prélévements utilisées sont :
- Prélevements directs sur un milieu de culture (empreinte gélosée) (BOULESTREAU et al,
2016).
- Prélévement sur un support (€couvillon) mis secondairement en culture.

- Prélevement par essuyage (METROPOL, 2019).

I1.1.2.1. Méthode par empreinte gélosée
Elle consiste a récupérer les micro-organismes détachables et cultivables en appliquant
directement un milieu gélosé sur la surface a prélever de facon standardisée (temps de contact

et pression exercée sur la boite).
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De plus, les conditions de transport des échantillons doivent assurer la survie des micro-
organismes collectés et doivent étre gardés au maximum 24 heures a une température
ambiante et ne pas étre réfrigérés.

Par ailleurs, les échantillons doivent étre conditionnés afin d’éviter tout risque de

contamination externe. Ainsi les boites prélevées dans une méme zone seront regroupées et

identifiées par date, heure et le lieu de prélevements (BOULESTREAU et al, 2016).

I1.1.2.2. M éthode par écouvillonnage
Les micro-organismes détachables et cultivables sont récupérés en écouvillonnant la
surface a prélever. Ainsi, la surface est frottée avec un écouvillon préalablement humidifié a
l'aide d’un diluant-neutralisant ou d’un milieu de ringage stérile (eau distillée stérile, sérum
physiologique, bouillon nutritif plus neutralisant ou thioglycolate pour la recherche de
Clostridium) (Norme NF EN ISO 14698-1 (2004)).

D’autre part, la Norme ISO 18593 (2004) suggére une surface minimale a couvrir entre
20 et 100 cn?, calibrée avec un gabarit pour standardiser la technique et obtenir une technique
semi-quantitative, En effet, cette étape améliore le relargage des bactéries du support par des
stries éventuellement délimitées par le gabarit, préalablement stérilis¢é ou désinfecté, en faisant
tourner légérement I'écouvillon, il est préconisé¢ un angle de 45° avec une pression constante
et un balayage de la surface suivant une technique bien définie (figure 6).
Aprés prélevement de la surface a analyser, I’écouvillon est réintroduit immédiatement dans
le bouillon nutritif, et est ensuite acheminé au laboratoire puis incubé a 37°C pendant 24ha

48h (MADI et al, 2019 ;BOULESTREAU et al, 2016).

5cm
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Figure6: Représentation schématique d’un prélevement de surface par écouvillonnage (a:

direct, b : avec gabarit, c : technique de prélevement) (BOULESTREAU et al, 2016).
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I1.1.2.3. Prélévement par essuyage
Le prélévement par essuyage est privilégié pour détecter tous les composés organiques
ou norganiques déposés sur des surfaces lisses ou peu rugueuses.
Deux des principaux parametres ayant une influence sur les rendements de récupération
sont la nature de la lingette et la nature du solvant d’imprégnation de ces dernieres, En effet,
ceux-ci doivent faire I'objet d’une optimisation lors de la mise au point de la méthode.

R

¢ Sélection du support de collecte

Le choix du support de collecte, généralement appelé¢ lingette de prélévement, est
essentiellement conditionné par la nature de la surface. En effet, tout type de support de
collecte jugé adapté au prélévement peut é&tre utilisé. Parmi ces supports, les lingettes
commerciales pré-imprégnées ou non, les tampons de coton, la compresse de coton, le filtre

papier, ou tout autre matériel initialement stérile du composé prélevé.

Par contre, dans le cas de surfaces légérement a moyennement rugueuses, I’utilisation
de supports fragiles tels que des filtres papier, ou des tampons de coton sont & proscrire. En
effet, le caractére abrasif de la surface peut avoir tendance & endommager voire a émietter ou
déchiqueter le support, ce qui a pour conséquence de réduire le taux de récupération. Dans ces
cas de figure, des supports plus résistants tels que des compresses de coton tissées ou des

lingettes commerciales sont a priviégier (METROPOL, 2016).
% Sélection du solvant ou de la solution d’imprégnation du support de collecte

D’une maniére générale, I'imprégnation de la lingette de prélevement par un liquide
appropri¢ augmente le taux de récupération, par simple effet d’adhérence ou de
solubilisation(figure 7) (METROPOL, 2019).
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Figure 7 : Techniques de prélévement surfacique par essuyage (METROPOL, 2019).

I1.1.3. Ensemencement des prélévements

L’objectif est d’obtenir des bactéries sous forme de colonies isolées qui vontétre
identifit¢es grace a leurs caractéristiques culturelles, métaboliques,pathogéniques et
antigéniques.

Les prélevements normalement stériles sont en généralensemencés sur desmilieux
solides non-sélectifs (gélose sang, gélose chocolat.) en atmospheremicro-aérophile.

Ainsi, ensemencement se fait en déposant des prélevements dans un milieu de culture
pour cultiver des bactéries. Une anse bactériologique est généralement utilisée. Cependant,
elle peut étre remplacée selon les besoins par une pipette Pasteur (ASSIS ef al,2019).

D’autre part, 'incubation consiste a mamtenir les milieux de culture ensemencés dans
des conditions optimales de température et de pression d’oxygene.

En général, les cultures se développent en 18-24h apreés incubation, mais cela dépend
des especes, car certaines ont besoin de plusieurs semaines.

De plus, la température optimale est de 37°C, mais certaines bactéries se développent
a28°C, comme les bactéries du genre Leptospira (ASSIS et al, 2019).

I1.1.4. Les méthodes d’identification
Aprés Tisolement des bactéries en cultures pures, I'étape suivante du diagnostic

bactériologique est I'identification, effectuée seulement sur de jeunes cultures.

I1.1.4.1. Identification macroscopique
L’identification des germes est basée sur 'observation de l'aspect macroscopique des

colonies obtenues a partr des déférents milieux d’isolement et d’enrichissement. Cette
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observation servira de moyen d’orientation pour une identification plus approfondie

(BOUNAB et al, 2011).

I1.1.4.2. Identification microscopique
L’examen microscopique permet de distinguer différents types morphologiques des bactéries
(forme sphérique, forme cylindrique, en batonnet, forme hélicoidale ou spiralée, forme
ramifiée).
++ Examen a I’état frais

Une préparation a I'état frais permet d’examiner la mobilit¢ des bactéries et d’en déceler la
forme, bien que ce renseignement soit plus accessible sur des frottis colorés. Si la bactérie est
sporulée, I'état frais permet également de mettre ce phénomene en évidence. Pour observer la
mobilité¢, on doit prendre garde a ne pas détruire les flagelles bactériens lors du prélevement et

de la préparation de la lame (HUYNEN et al, 2010).

*

+ Examen apres coloration

-Coloration simple: Le frottis est trait¢ par un seul colorant basique (bleu deméthyléne).
- Coloration de Gram: Les bactéries non décolorées par I'alcool sont dites a Gram posttif ;
elles apparaissent en violet tandis que les bactéries a Gram négatif, décolorées par I’alcool et

recolorées par le colorant de contraste, apparaissent en rose (HUYNEN et al, 2010).
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I1.1.4.3.Les méthodes d’identification basées sur les tests biochimiques et

les tests de pathogénicité

- La sécrétion d’enzymes (coagulase, catalase, oxydase, lectinase) peut €tre détectée par des
tests simples.

- La capacit¢ de métaboliser les sucres, par mécanisme oxydatif ou fermentatif est I'une des
possibilités les plus utilisées pour identifier les bactéries. Ainsi, la différence entre les
bactéries fermentatives et non fermentatives est importante dans I'indentification des bactéries
a Gram négatif (entérobactéries qui fermentent le glicose, et les bactéries dites « non-
fermentatives » et qui ne le ferment pas).

- La production d’hydrogene sulfuré qui, en présence de certans métaux lourds dans les

milieux, donne une couleur noire (Salmonella, Proteus) (ASSIS et al, 2019).

% Recherche de I’enzyme respiratoire

> Test de catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. La fonction principale de la catalase dans les cellules est de prévenir
laccumulation de niveaux toxiques de peroxyde d'hydrogéne (H202) formé¢ comme sous-
produit de processus métaboliques. Elle catalyse la conversion du peroxyde d'hydrogéne en
eau et en oxygene qui se dégage selon la réaction suivante : 2 H202> Oz + 2 H20

s(MEZIANI. 2012).
» Test d’oxydase
Ce test est a la base de I'identification des bactéries a Gram (—).

Le test de loxydase met en évidence la présence d'une cytochrome-oxydase qui oxydele
cytochrome « C » réduit. Ce test met en évidence la présence de cytochrome « C » dans les
chainesrespiratoires grace a des réactifs ayant le méme potentiel d'oxydo-réduction que le
cytochrome (Bensouilah ez al, 2012).

» Nitrate réductase (NR)

Certaines bactéries peuvent utiliser comme accepteur final d'électrons des composés minéraux

riches en oxygene. C'est le cas en particulier des nitrates qui sont alors réduits en nitrites. La
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réduction peut aller au-deld du stade nitrites et conduire a la formation d'azote, gazeux
(Bensouilah ez al, 2012).

La recherche d'une nitrate-réductase se fait par la mise en évidence des nitrites formés. Ainsi,
les nitrites en milieu acétique ou sulfurique donnent une coloration rose ou rouge en présence
d'acide para-sulfanilique et d'alpha-naphtylamine (Bensouilah et al, 2012).

Toutefois, comme certaines bactéries réduisent les nitrates au-dela du stade nitrites, toute
réaction apparaissant négative doit étre controlée pour constater la présence ou la disparition
des nitrates contenus a l'origine dans le milieu. Dans ce but, la poudre de zinc est ajoutée au
milieu. Le zinc est un agent réducteur capable de réduire en quelques minutes les nitrates en
nitrites (Bensouilah ez al, 2012).

Si la réaction est véritablement négative, les nitrates toujours présents dans le milieu sont
réduits en nitrites sous l'action du zinc et une coloration rose ou rouge apparait. Si la réaction
est faussement négative, cela signifie que les nitrates ont été réduits par les bactéries en azote
gazeux (Bensouilah et al, 2012).

Alors, le milieu ne contient plus de nitrates et lorsque la poudre de zinc est ajoutée, la teinte

du milieu n'est pas modifi¢e (Bensouilah et al, 2012).

% Les galeries biochimiques API (Appareils et Procédés d'ldentification), ou
¢galement appelées galeries de tests biochimiques miniaturisés. Elles se présentent sous Ia
forme d’une série de petits tubes, nommés tubules, correspondant chacun a un test
biochimique spécifique. Ainsi, chaque tubule est ouvert a son extrémité supérieure par une
cupule pouvant étre remplie ou non de liquide, afin de placer le tube dans des conditions
particulieres. Chaque tube contient un substrat défini (ONPG, ADH, GEL) et avec lequel les
micro-organismes réagissent diffremment (ANONYME, 2016).

Aprés I'inoculation manuelle, a partir de cultures bactériennes et par I'intermédiaire de
substances spécifiques et un indicateur de pH, les galeries sont incubées pendant 18 a 24
heures a 37°C.

L’interprétation des résultats est effectuée selon les variations de couleurs notées sous forme
de codes numériques, se trouvant dans un tableau fournit par le producteur et qui permet

I'identification des bactéries (ASSISet al, 2019).
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I1.1.4.4. Les méthodes d’identifications automatisées
Des analyseurs automatisés et informatisés qui utilisent des cartes de réactions
miniaturisées, sont adoptés. Ainsi, la lecture automatique est effectuée a partir d’une banque
de données qui permet I'identification correcte des bactéries (analyseur Vitek, Microscan ou

spectrometre de masse MALDI-TOF).
% Les appareils Vitek-2®ou BDPhoenix®

I s’agt de systtmes automatiques d’identificationbactérienne, équipés d’étuves
mtégrées et permettant des incubations raccourcies (2 a 6 h) par rapport aux galeries
traditionnelles. Ces systemes comparent le profil obtenu de la souche inconnue avec ceux de
leur banque de données. D’autre part, certains des automates commercialisés réalisent en le

méme temps Pantibiogramme (figure 8) (SUAREZ, 2013).

Figure 8 : Automate d’identification et d’antibiogramme Vitek 2 (SUAREZ, 2013).
¢ Spectrométre de masse MALDI-TOF

La technologie MALDI-TOF MS en microbiologie peut identifier les microorganismes
jusqu’au niveau de I'espece.

Il s’agit d’un spectrometre de masse qui est composé¢ de 3 éléments dont une source
d’ions (MALDI), une séparation des molécules (TOF) et la détection.

Ainsi, le principe se base sur 'ionisation des protéines bactériennes par un rayon laser
et la création de pics caractéristiques (spectre). A partir d’une base de données de spectres, le
logiciel associ¢ recherche la correspondance a l'espéce de la bactérie selon un indice de
fiabilit¢ entre les deux spectres. Par ailleurs, le MALDI-TOF MS ne donne toute fois pas
d’information sur le sérotype ni sur la pathogénicit¢ de I'espéce (Figure 9) (PAVLOVICet al,
2013).
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Figure 9 : Principe de fonctionnement d’un spectrometre de masse de type MALDI-TOF
(Marie et al, 2013).

I1.1.4.5. Les méthodes d’identification basées sur les tests moléculaires

L’identification idéale serait celle se basant sur la structure de L’ADN bactérien, avec
les tests de biologie moléculaire (PCR),

Par ailleurs, i est parfois nécessaire de démontrer la présence des facteurs de
pathogénicité¢ des bactéries identifiées, pour confirmer le diagnostic.

En effet, les tests biochimiques ne donnent pas toujours une identification satisfaisante,
le diagnostic étant complété par réaction immunologique antigéne-anticorps (par
agglutination, immunofluorescence, RIA, ELISA.)

Ainsi, une identification par PCR se déroule en 3 parties.

La premicre étape consiste a synthétiser des fragments d’ADN ayant des séquences
identiques a celles qui flanquent la séquence recherchée (la partie spécifique). Ceci peut Etre
réalis¢ a 'aide d’un synthétiseur automatique et les fragments obtenus, appelés « primers »,
servent d’amorce a la synthése d’ADN. Ils ont généralement une longueur d’environ 20
nucléotides.

La seconde étape est la réaction PCR proprement dites. Elle consiste en trois étapes,
répétées de nombreuses fois, afin d’obtenir environ 1 milion de copies du fragment
spécifique dont :

- La dénaturation de PADN bactérien par la chaleur. Les deux brins d’ADN se séparent

- L’hybridation des brins d’ADN avec les primers.

- L’¢longation des nouveaux brins d’ADN a Tl'aide de nucléotides triphosphate et d’une
ADN polymérase non sensible a Ila chaleur (Taq polymérase, enzyme extrait d’une

archéobactérie vivant dans les sources chaudes : Thermophilus aquaticus).
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Ce cycle, habituellement réalis¢é dans un appareil spécial, le thermocycleur est répété
généralement une trentaine de fois.

La derniére étape est la révélation. Dans la plupart des cas, on utilise la propriét¢ du
bromure d’éthydium qui se lie de fagon permanente a ’ADN et qui est fluorescent sous les
UV. En outre, étant donné¢ que la séquence, donc la taille, du fragment spécifique est connue,
il suffit de vérifier que 'on a une bande a la taille voulue pour conclure (HUYNEN et al,
2010).

I1.1.5. L’antibiog ramme

L’antibiogramme correspond a [I'étude de Dactivit¢ bactériostatique de plusieurs
antbiotiques en méme temps et permet aussi a la catégorisation des souches sensibles,
mtermédiaires, ou résistantes. En effet, ceci permet aux cliniciens de connaitre les molécules
efficaces et de sélectionner les mieux tolérées, les moins pourvoyeuses de résistance et si

possible les moins chéres pour le traitement de I'infection (BOURGOIN, 2016).
Ainsi, deux méthodes sont utilisées:

I1.1.5.1. La méthode des dilutions
Elle est souvent effectuée sur milieu de culture liquide. La méthode de dilution en
bouillon peut étre effectuée dans des tubes a essai contenant un volume supérieur a 1,0 ml
(habituellement2 ml) (macro-dilution) ou dans de plus petits volumes a I'aide de plaques de

microtitration de 96 puits (micro-dilution).

D’autre part, la méthode par dilution peut aussi étre réalisée en milieu solide. Ainsi, la
substance d'essai est incorporée a des concentrations connues dans la gélose et une fois
définies, des bactéries sont appliquées sur sa surface. De cette fagon, un grand nombre de
bactéries peuvent étre criblées dans une seule opération de dosage. Les boites sont incubés
pendant 24 h ou plus et la croissance des bactéries sur le mélange extrait / agar, est marquée
soit présente ou absente. Les points finaux des CMI sont enregistrés comme la plus faible
concentration d'agent antimicrobien qui inhibe complétement la croissance dans des

conditions d'incubation approprices (BOUTCHICHE, 2017).
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I1.1.5.2. La méthode diffusimétrique
Cette technique consiste a ensemencer une gélose MH avec la souche étudice, puis a
déposer des disques de papier buvard imprégnés des antibiotiques a tester. Les antibiotiques
diffuisent de maniere radiale et en profondeur a partir de ces disques, induisant un gradient

décroissant de concentrations sur la gélose. Il en résulte une zone d'inhibition circulaire de la

croissance bactérienne dont le diameétre est corrélé a la CMI (BOURGOIN, 2016).

Aprés 18 heures d’incubation, la sensibilit¢ des germes en fonction du diametre de la
zone d’inhibition entourant le micro-comprimé d’antibiotique est appréciée. Ainsi, la lecture
s’effectue en mesurant la zone d’inhibition qui est ensuite comparée a des normes (ASSIS et

al, 2019).
< Le testE

I s’agt d’une variante de lantbiogramme sur milieu solide, qui permet d’établir
précisément la CMI.

Amnsi, sur la surface d’un milieu de culture solide, gélifié et ensemencé de la méme
maniére que pour la technique diffusimétrique, une bandelette de papier filtre imprégnée
d’antibiotique avec une concentration croissante est appliquée. L’une des extrémités de la
bandelette correspond a Ila concentration mmnimale et l'autre a la concentration maximale.

L’interprétation de la zone d’inhibition permet d’établir la CMI (Figure 10) (Joly, 2006).

CMI= 2mgl/l

Figure 10 : Détermmation de la CMI par méthode E-TEST (Joly, 2006)
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Chapitre III : Analyse des données & Discussion

III.1.0Objectif

Les surfaces de Ienvironnement hospitalier sont régulierement colonisées par des bactéries
multi-résistantes. De ce fait, la surveillance microbiologique de ces surfaces doit faire partie
mtégrante de la prévention des infections nosocomiales.

L’objectif de cette étude est de détermmer les différents sites de contamination et la résistance
aux antibiotiques, des bactéries isolées dans I'environnement hospitalier a partir de plusieurs

études.

I11.2. Méthodologie de recherche et criteres de sélection

Une recherche exhaustive a été effectuée a laide de Web of Science, pubMed, Google Scholar
et Google. En outre, la recherche a ¢ét¢ lmitée a des articles orignaux publiés sur la
contamination des surfaces d'un environnement de sant¢ par des bactéries multi-résistantes
(MDR).

Les données extraites des études <¢ligibles, comprennent le nom des auteurs, lannée de
publication, le pays ou létude a ét¢ menée, la nature des surfaces prélevées, les bactéries
résistantes et les antibiotiques auxquels elles sont résistantes (tableau 4).

Amnsi, 15 articles de diffrents pays dont la Cote d’ivoire, 'Uganda, le Maroc, l'Ethiopie, le
Togo, le Brésil, la Slovénie, I'ltalie, I'Inde, et 'Egypte ont été inclus dans cette analyse de

données.
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IT1.3.Analyse des données

Tableau 4 : Synthése des résultats

Nom des Année Nature des surfaces Nombre Espéces bactériennes Nom des antibiotiques
auteurs de la Pays prélevées d’échantillons résistantes aux antibiotiques auxquels les bactéries
publication isolées sont résistantes.
-Les surfaces du matériel -Klebsiella pneumoniae (n=32) | - Amoxicilline + Acide
médical -Staphylococcus aureus (n=30) Clavulinique (n=14)
telles que les - Enterobacter cloacae (n=38) - Cefepime (n=7)
respirateurs, les - Enterobacter Aerogenes (n=4) | - Gentamycine (n=47)
couveuses, - Staphylococcus a coagulase - Ciprofloxacine (n=50)
Cote -Les surfaces des locaux négative (n=77) - Méticilline (n=15)
d’Ivoire telles que les lavabos - Pseudomonas aeruginosa -Ticarcilline (n=19)
Mette et al 2010 -Les surfaces 431 (n=15) - Ceftazidine (n=20)
fréquemment -Acinetobacter spp. (n =85)
manipulées par le - Flavobacterium spp. (n=7)
personnel soignant et les
visiteurs telles que les
poignées de porte,
les robinets,
-Les surfaces
d’équipements
de I'environnement
mmédiat des patients
telles que les lits et les
placards.
Sol, Iit, -Bacillus subtilis (N.D) -Amoxicilline /  acide
couvre-lit, plancher de -Enterobacter aerogenes (N.D) | Clavulanique (n=12)
Baka et al 2014 Egypte toilette, paroi de 60 -Klebsiella pneumoniae (N.D) -Céfotaxime (n=9)
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vétements du personnel

-Ceftriaxone (n=8)

hospitalier (blouses de -Nitrofurantoine (n=11)
protection -Rifampicine (n=2)

et écran facial)

-Equipements (rails -Acinetobacter sp. (n=16) - Imipénéme (n=12)

latéraux droit et gauche
et

boutons de réglage de la
hauteur des lits, infusion,

-Staphylococcus aureus (n=11)
-Staphylocoques a coagulase
négative (n=7)

-Staphylococcus

- Lévofloxacine (n=12)

- Pipéracilline (n=13)
associ¢ au tazobactam
- Ticarcilline (n=6)

boutons de  pompe, 56 Saprophyticus (n=7) - Amikacine (n=5)
Vasconcelo 2015 Brésil mterrupteurs  d'éclairage -Pseudomonas sp. (n=10) - Ciprofloxacine (n=12)
setal individuels et cardiaque, -Tétracycline (n=6)
¢tagéres de moniteur) -Ceftazidime (n=4)
- Gentamicine (n=4)
-Erythromycine (n=18)
- Pénicilline (n=11)
-Clindamycine (n=14)
- Céfoxitine (n=4)
- loxacilline (n=10)
Tous les équipements - Staphylococcus a coagulase -Pénicilline G (n=69)
médicaux non critiques et négative (n=60) -Erythromycine (n=53)
les surfaces manimées - Staphylococcus aureus (n=46) | -Amoxicilline-Acide
qui ont été¢ fréquemment - Citrobacter fraundii (n=15) Clavulanique (n=104)
2017 en contact avec les 130 - Klebsiella. Pneumoniae (n=11) | -Ampicilline (n=46)
Addis et al Ethiopie patients -E. coli (n=11) -Céfoxitine (n=34)
et / ou des prestataires de - Salmonella (n=2) -Méticilline (n=34)
soins de santé - Ceftriaxone (n=41)
- Céfotaxime (n=41)
-Acide nalidixique
(n=41)
KarmenGo L'équipement - Serratia marcescens (n=24) -Acide nalidixique
di¢Torkar 2017 Slovénie et fournitures dans les 102 -Enterobacter aerogenes (n=10) | (n=44)
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et Sanjalvi¢

chambres des patients
ainsi que dans d'autres
cliniques

-Yersinia enterocolitica (n=7)
- E. coli (n=3)
-S. aureus (n=19)

- Triméthoprime (n=44)
- Pénicilline (n=40)

- Oxacilline (n=3)

- Amikacine (n=5)

- Erythromycine (n=6)
- Ciprofloxacine (n=4)
- Clindamycine (n =6)

-Tous les prélevements
sur le matériel et les

- Pénicilline (n=2)
- Macrolides (n=1)

appareillages (tables -Staphylococcus spp. (n=25) - Erythromycine (n=2)
opératoires, - E. coli (n=2) - Lincomycine (n=1)
tables a  instruments 54 - Pseudomonas spp. (n=6) - Profloxacine (n=1)
chirurgicaux, scialytiques - Acinetobacter spp. (n=1) - Chloramphénicol (n=2)
Dossimet al 2017 Togo des lavabos) -SGN (n=16) - Tétracycline (n=1)
-Les mains des - Klebsiella pneumoniae (n=2) - Méticilline (n=1)
chirurgiens - Enterobacter spp. (n=2) - kanamycine (n=1)
-Tobramycine (n=1)
- Gentamycine (n=1)
- Ciprofloxacine (n=4)
-Ticarcilline+ Acide
Clavulanique (n=1)
-Stéthoscopes -SGN (n=17) - Méticilline (n=24)
-Thermometres -S. aureus (n=19) - Ampicilline (n=24)
-Surfaces hospitali¢res -Klebsiella (n=13) -Amoxicilline (n=40)
qui ont probablement des -Proteus (n=9) -Cefiriaxone (n=41)
Ethiopie contacts avec des 88 - Serratia (n=6) -Ciprofloxacine (n=8)
Teshale et 2015 patients, des visiteurs -P. aeruginosa (n=10) - Erythromycine (n=20)
al (les tables d'appomt / -E. coli (n=14) -Cefoxitine (n=20)

bancs, les sols, les tapis,
les murs, poignées de
porte,

-Gentamicine (n=40)
-Penicilline (n=27)
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poignées de fenétre)

Laktb ef al

Ivan et al

2018

2018

Maroc

-Surface,
matériel médical et mains
des travailleurs de la
santé

-Matériel médical

88

-Acinetobacter baumannii

(n=27)

-E.coli(n=38)

-Enterobacter cloacae (n=4)

-Stenotrophomonas maltophilia
(n=3)

-Klebsiella oxytoca (n=1)

-Klebsiella pneumoniae (n=21)

-Ampicilline (n=32)
- Amoxicilline- Acide
Clavulanique (n=32)
-Sulfaméthoxazole /
triméthoprime (n=30)
-Ceftazidime (n=33)
-Ciprofixacine (n=17)
- Cefiriaxone (n=7)
- Tetracycline (n=10)
-Piperacillin-Tazobactam
(n=14)
-Cefotaxim (n=33)

Uganda

comprenant des ciseaux,
des supports de perfusion
et des lits de patients,
-Plans de travail
composés de tables, de
robinets d'évier
et d’interrupteurs
d'éclairage

13

8

- Staphylococcus aureus (n= 46)
- Klebsiella pneumoniae (n=7)
- Proteus vulgaris (n=35)

- Enterobacter (n=2)
- Serratia merscescans (n=1)

- Pénicillin G (n=43)
- Céfoxétine (n=24)
- Erythromycine (n=24)
- Chloramphénicol
(n=10)
-Clinndamycine (n=8)

Chaoui et
al

2019

Maroc

-Surfaces prédéfinies,

telles que les tables

d'opération,

les lampes opératoires,
les lits, les appareils

médicaux, le sol, les

200

- Enterobacter spp. (n=19)
- Klebsiella spp. (n=18)
- Serratia spp. (n=10)
- Proteus spp. (n=8)
- Citrobacter spp. (n=5)
- Pseudomonas aeruginosa

n=18)

- Ampicilline (n= 57)
- Amoxicilline-
clavulanique (n= 52)
-Erythromycin (n=26)
-Kanamycin (n=27)
-Tetracycline (n=62)
-Ciprofloxacine (n=69)

- Staphylococcus aureus (n=47)

-Ticarcilline (n=49)
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murs et les éviers

- Staphylococcus a coagulase
negative (n=1)

-E. coli (n=2)
-Les mains des agents de - S. aureus (n=32) -Ampicilline (n=248)
sant¢ et des surfaces -SGN (n=284) -Gentamycine (n=20)

proches du patient et

- Pseudomonas spp. (n=52)

-Vancomycine (n=2)

Vincenza et 2019 Italie celles touchées par les 3760 - Acinetobacter spp. (n=44) - Ceftriaxone (n=20)
al agents de santé (lit et téte -Rhizobium spp. (n=32) - Céfoxitine (n=63)
de lit, évier, plancher, - Mécillinam (n=56)
plateaux médicaux) -Imipénem (n=61)
-Ceftazidime (n=25)
- Les surfaces etle - S. aureus (n=122) - Céphalosporines (n=9)
matériel médical - entérobactéries (n=47)
Dayane et 2019 Brésil (boutons de porte, 208 - P. aeruginosa (n=14)
al pompes a perfusion, - Micrococcus spp (n=18)
matelas, lit) -SGN (n=4)
-Les téléphones mobiles -Acinetobacter baumannii (n=1) | -Colistine (n=5)
des travailleurs de la -Staphylococcus hominis (n=4) | -Céfuroxime (n=13)
Sailo et al 2019 Inde sant¢ (TS) et des non-TS -Enterobacter cloacae (n=4) -Cefiriaxone (n=3)
en milieu hospitalier -E. coli (n=3) -Ampicilline (n=8)
100 -Klebsiella pneumoniae (n=2)
-Sphingomonas paucimobilis
(n=1)
Workneh et 2019 I'Ethiopie | Stéthoscopes, blouses - S. aureus (n=381) - Pénicilline (n=158)
al blanches ou téléphones - K. Pneumoniae (n=27) - Erythromycine (n=109)
portables - étaient - E. coli (n=8) - Ampicilline (n=5)
collectés aupres des 422 -SGN (n=111) - Cotrimoxazole (n=3)

médecins et des étudiants
stagiaires

- S. Pyogenes (n=1)
- P. Aeruginosa (n=1)
- Citrobacter (n=2)

-Chloramphenicol (n=47)
- Norfloxacin (=85)

- Ciprofloxacin (n=26)
-Tetracycline (n=104)
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-Gentamicin (n=32)
-Cefoxitin (n=46)
-Clindamycin (n=22)

Ango et al

2020

Cote
d'Ivoire

-Des dispositifs
médicaux et surfaces

110

-Staphylococcus aureus (n=14)
-Klebsiella pneumoniae (n=23)
-Enterobacter cloaceae (n=2)
-E.coli (n=4)

-Pseudomonas aeruginosa
(n=11)

-Acinetobactersp (n=3)
-Klebsiella oxytoca (n=2)

- Méticilline (n=10)

- Aminosides (n= 30)
- Macrolides (n=8)

- Fluoroqumnolones (n=8)
- Péfloxacine (n=10)

- Ciprofloxacine (n=23)
-Pénicilline (n=3)
-Céphalosporine-n=9)
-Oxacilline (n=11)
-Erythromycine (n=13)
-Lincomycine (n=34)
-Kanamycine (n=35)
-Gentamycine (n=34)
-Tétracycline (n=12)
-Ampicilline (n=29)
-Ticarcilline (n=37)
-Amoxicilline+ Acide
Clavulanique (n=24)
-Céturoxime (n=20)
-Cefotaxime (n=19)
-Ceftazidime (n=19)

n : nombre ; N.D : non déterminé.
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II1.3.1. Les souches bactériennes résistantes

Divers agents pathogenes bactérien sont été isolés comme indiqué dans le tableau 4.

Ainsi, une prédommance des bactéries a Gram-négatif (GNB) a été observée. Ces dernicres
sont réparties selon les 15 études comme suit: 93,33% (14/15) deKlebsiella pneumoniae,
73,33% (11/15) d’E. coli, 40% (6 /15) d’Enterobacter cloaceae, Serratia merscescans,
33,33% (5/15) d’Enterobacter spp. et Citrobacter freundii, 26,67% (4/15) de Shigella,
Proteus vulgaris, et de Salmonella,20% (3/15) de Serratia liquefaciens, Yersinia
enterocolitica, Pantoea, et Proteus rettgeri.

Quant aux autres bacilles a Gram négatif non fermentant, ils sont constitués de, Acinetobacter
avec un pourcentage de 26,67% (4/15), de Pseudomonas aeruginosa avec 60% (9/15) et de
Pseudomonas  fluorescens, Pseudomonas oryzihabitans, Pseudomonas luteola, et
Sphingomonas paucimobilis avec 6 ,66% (1/15). D’autre part, Burkholderia cepacia,
Aeromonas spp., Chryseo bacterium meningosepticum sont identifiées dans une seule
étude(1/15 ; 6,66%), et Stenotrophomonas maltophilia dans deux études (2/15 ; 13,33%).

Par ailleurs, parmi les bactéries a Gram positif identifi¢es dans les différentes études,
Staphylococcus aureus est présente avec un pourcentage de 86,66% (13/15), Staphylococcus
a coagulase négative (SGN)avec46,67% (7/15),S. hominis avec 13,33% (5/15), et Bacillus
subtilis etavec 13,33% (2/15) et deux souches de Streptococcus I'une appartenant au
Lancefield groupe sérologique D et I'autre Streptococcus viridans avec 13,33% (2/15) (figure
11).

S.aureus
P.aeruginosa
Pantoea
P.rettgeri
S.maltophilia

Flavobacterium
B.subtilis

P.luteola

P.vulgaris
C.meningosepticum

Acinetobacter
B.cepacia
Aeromonas

S.Lancefield groupe D
S.viridans

K. pneumoniae
P.mirabilis
S.merscescans
E.cloaceae
E.Aerogenes
Enterobacter

S. hominis
C.freundii

S. epidermidis
S. lugdunensis
S.liquefaciens
Y.enterocolitica
Stenotrophomo
S. pyogenes
P.fluorescens
S.paucimobilis
P.oryzihabitans
Rhizobium
Micrococcus

Figurell : Les espéces bactériennes résistantes aux antibiotiques selon les 15 études
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II1.3.2. La résistance des isolats aux antimicrobiens

Concernant la résistance des bactéries aux antbiotiques, 8/15 des études (53,33%) ont
démontré des résistances ¢€levées de plusieurs souches bactériennes a I’Erythromycine, suivie
par I’Ampicilline (7/15 des études), la Ciprofloxacine (7/15 des études) et la Méticilline (5/15
des études) avec des taux respectifs de (46,67% ; 46,67% et 33,33%).

Par ailleurs, dans 4/15 des études (26,66%) les souches bactériennes étaient résistantes a la
Ceftazidim, la Ticarcilline, et la Céfoxétine et dans 3/15 (20%) résistantes a la Tetracyclineet
a la Gentamicine.

De plus, dans 2/15des études (13,33%)les bactéries ont montré une résistance a
I’ Amoxicilline, I’Eftriaxone, le Chloramphénicol, I’ Amoxicilline-Clavulanique, la
Ceftazidine, la Cefotaxime, [Imipénéme, I'’Amikacine et la Cindamycine et seulement
dans1/15 des études (6,66%)les bactéries se sont avérées résistantes a la Cefepime, aux
Aminosides, aux Macrolides, a la Kanamycine, a la Lévofloxacine, a la Pipéracilline associée
au Tazobactam, a I'Oxacilline, a la Lincomycine, & la Vancomycine, a la Fluoroquinolones, a

la Colistine, au Sulfaméthoxazole / triméthoprime et a la Péfloxacine (figure 12).

Colistin

Macrolides
Sulfaméthoxazol...

Kanamycin
Lévofloxacine

P/Tazobactam
Péfloxacine

Erythromycine
Ampicilline
Ciprofloxacine
Meticilline
Pénicillin
Ceftazidim
Ticarcilline
Céfoxétine
Tetracycline
Gentamicine
Amoxicilline
Eftriaxone
Chloramphénicol
Amoxicilline-...
Ceftazidine
Cefotaxim
L'imipénéme
Amikacine
Cindamycine
Cefepime
Aminosides
L'oxacilline
Lincomycine
Vancomycine
Fluoroquinolones

Figure12 : Répartition de la résistance des bactéries isolées aux antimicrobiens selon les 15

études

D’autre part, la résistance aux antibiotiques de chaque bactérie isolée dans les differentes

études est résumée dans le tableau 5.
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Tableau 5 : La résistance aux antibiotiques des bactéries isolées dans les 15 études

Especes bactériennes

Antibiotiques auxquels les bactéries isolées sont résistantes.

S. aureus

Meéticilline, Gentamycine, Ciprofloxacine, Pénicilline,
Erythromycine, Acide amoxicilline-clavulanique, Ampicilline,
Céfoxitine, L'oxacilline, Amikacine, Clindamycine,Chloramphenicol,
Norfloxacine, Tetracycline, Gentamicin, Cefiriaxone, Mecilliname,
Vancomycine, Imipeneme

Klebsiella

Amoxicilline + acide Clavulinique,
Cefepime,Gentamycine,Ciprofloxacine, Norfloxacine, Ampicilline,
Ceftriaxone, Chloramphenicol, Penicilline, Tetracycline,
Gentamicine, Cefoxitine, Erythromycine, Mecilliname, Imipeneme,
Aminosides,Péfloxacine, Ampicilline, Piperacilline, Ticarcilline,
Amikacine

Enterobacter

Cefepime,Gentamycine, Ciprofloxacine, Aminosides, Amoxicilline /
acide Clavulanique, Cefotaxime, Ceftriaxone, Ampicilline,
Piperacilline, Ticarcilline, Ceftazidime, Cefoxitine, Tetracycline,
Chloramphénicol

SCN

Méticilline, Gentamycine, Ciprofloxacine, Pénicilline,
Erythromycine, Acide amoxicilline-Clavulanique, Ampicilline,
Céfoxitine, Oxacilline, Tetracycline, Norfloxacine,
Chloramphenicole, Clindamycine, Lincomycine, Kanamycine,
Amikacine, Tétracycline, Norfloxacine

Acinetobacter

Ticarcilline, Ceftazidine, Gentamycine, Ciprofloxacine,Aminosides,
Péfloxacine, Imipenem, Gentamicine, Norfloxacine

Pseudomonas

Ticarcilline, Ceftazidine, Gentamycine, Ciprofloxacine,
Imipeneme, Aminosides, Péfloxacine, Ticarcillinet+ Acide
Clavulanique, Lévofloxacine

Flavobacterium

Ticarcilline, ceftazidine

Bacillus subtilis

Amoxicilline / acide Clavulanique, Céfotaxime, Cefiriaxone,
Nitrofurantoine, Rifampicine.

Enterobacteraerogenes

lamoxicilline / acide Clavulanique, Cefotaxime et Ceftriaxone,
Nitrofurantoine

Klebsiella lamoxicilline / acide Clavulanique, Cefotaxime, Ceftriaxone,

Pneumoniae Nitrofurantoine, Aminosides, Ciprofloxacine, Péfloxacine,
Nitrofurantoine

E. coli Amoxicilline-acide Clavulanique, Ceftriaxone, Ampicilline,

Céfotaxime, Acide Nalidixique, Ciprofloxacine, Norfloxacine,
Ampicilline, Chloramphenicol, Penicilline, Tetracycline,
Gentamicine, Cefoxitine, Erythromycine, Aminosides, Péfloxacine,
Piperacilline, Ceflazidime, Cefoxitine

Enterobacteraerogenes

Acide Nalidixique ,Triméthoprime, Ampicilline, Amoxicilline,
Ceftriaxone, Ciprofloxacine, Gentamicine

Yersinia enterocolitica

Acide Nalidixique, Triméthoprime,

Proteus

Ampicilline, Amoxicilline, Cefiriaxone, Ciprofloxacine, Gentamicine,
Cefoxitine, Mecilline,Imipeneme, Chloramphenicol, Tetracycline,
Levofloxacine

Serratia spp.

Amoxicilline, Ceftriaxone, Ciprofloxacine, Erythromycine,
Cefoxitine, Gentamicine, Penicilline. Ampicillin, Amoxicillin-acide
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Clavulanique, Ticarcilline, Cefoxitine, Levofloxacine, Piperacilline

A. baumanni Piperacillin-Tazobactam, Cefotaxim, Ciproflxacin,Ampicilline,

Amoxicilline-Acide Clavulanique, Sulfaméthoxazole /Triméthoprime
Ceftazidime ,Ciproflxacine , Ceftriaxone ,Tetracycline

S. maltophilia Ampicillin, Ceftriaxone, Cefotaxim, Gentamicin, Imipenem,
Tetracyclin,Sulfamethoxazole/Trimethoprim, Piperacillin-
Tazobactam

Citrobacter spp. Ampicilline, Amoxicilline-acide-Clavulanique, Piperacilline,

Piperacilline + Tazobactam ,Ticarcilline ,Cefiriaxone
,CeftazidimeCefepime, Gentamicine, Chloramphenicole,
Tetracycline, Ciprofloxacine, Levofloxacine, Cefoxitine

Bacillus subtilis Amoxicilline, / acide Clavulanique, Céfotaxime, Cefiriaxone,
Rifampicine, Nitrofurantoine

S. maltophilia Cefotaxime, Ceftazidime, Imipenem, Amoxicilline, /
acideClavulanique, Ampicilline, Ceftriaxone

Serratia marcescens Ciprofloxacine, Ceftriaxone, Gentamycine, Acide Nalidixique
Chloramphénicol

Proteus vulgaris Ciprofloxacine, Ceftriaxone, Gentamycine, Acide Nalidixique
Chloramphénicol

Klebsiella oxytoca Aminoside, Ciprofloxacine, Péfloxacine, Cefotaxime, Ciproflxacine,

Ceftazidime, Amoxicilline, /acide Clavulanique, Ceftriaxone

P. aeruginosa Piperacilline, Ticarcilline, Ceftriaxone, Ceftazidime, Imipenem,

Gentamicine, Ciprofloxacine, Levofloxacine,

I11.3.3. Répartition des bactéries isolées selon les surfaces prélevées

Concernant la  répartition des bactériesrésistantes aux antbiotiques isolées dans
I'environnement  hospitalier, 10/15des études (66,67%) ont montré des contaminations
bactériennes au niveau des équipements médicaux, 8/15 (53,33%) au niveau des lavabos et
des robinets, 7/15 (46,67%) au niveau des surfaces et des sols, 5/15 (33,33% ) au niveau des
poignées de portes manipulées par le personnel soignant et les visiteurs, 4/15 (26,66%) au
niveau des tables, 3/15(20%) sur les blouses, 2/15(13,33%)sur les stéthoscopes, les
thermometres, les mains, les téléphones, les murs, les interrupteurs d'éclairage et les placards
et 1/15 (6,66%)sur les respirateurs, les couveuses, et les ciseaux (figure 10).

D’autre part, selon I'étude de Mette et al (2010), 54,6% des souches de Staphylococcus
méticillorésistantes ont été retrouvées au niveau des lits et 27,3% au niveau des poignées de
portes manipulées par le personnel soignant et les visiteurs. Par contre, 54,6% des souches

d’entérobactéries ont été retrouvées au niveau des lavabos.
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Figure 13: Répartition des différents sites contaminés par les bactéries multi-résistantes selon

les 15 études
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I11.4. Discussion

Le role de lenvironnement dans I'hébergement et la transmission des organismes MDR est
devenu plus clair grace a une série de publications lant la contammation environnementale
aux risques accrus d'infections nosocomiales. De plus, I'incidence de la résistance aux
antimicrobiens augmente et entraine des morbidités et des mortalités plus €levées associées
aux infections (Ivan et al, 2018).

-Les souches bactériennes résistantes

Dans cette étude et d’aprés lanalyse des données des 15 articles, les germes les plus
fréquemment isolés sont des bacilles a Gram négatif, la prédominance de Klebsiella
pneumoniae a ét¢ mentionnée dans plusieurs études.

Selon de précédentes études ces bactéries ont souvent €té isolées en milieu hospitalier.

En effet, d’apres Decré et al (2000), lespece K. pneumoniae est plus fréquemment isolée a
I'hopital qu'en communauté. Ainsi, Ango et al (2020) ont rapporté un taux de 38,98% de
Klebsiella pneumoniae, de 18,64% de Pseudomonas aeruginosa et de 6,77% d’Escherichia
coli dans des échantillons prélevés a partir de dispositifs médicaux et de surfaces de service
de réanimation du centre hospitalier et universitaire (CHU) de Treichville en Cote d'Ivoire.
Teshale (2018) a également enregistré une prédominance de 15,9% d’Escherichia coli suivie
de 14,9% de Klebsiellaspp.

Cette proportion élevée serait due a la méthode de prélevement, car la technique par
écouvillonnage humide semble mieux détecter les bacilles a Gram négatif (M éité, 2010).
Aussi, lisolement de telles entérobactéries est fortement évocateur de contamination, de
mauvaise hygiene du personnel et surtout des mauvaises pratiques de lavage des mains chez
les agents de santé et les patients. De plus, la forte prévalence de ce microorganisme est
attribuée a la présence de pili codés par le gene mrkD dans Klebsiella pneumoniae qui aide a
ladhérence de lorganisme aux tissus hotes lors de linvasion et la formation des biofilms
(Ivan et al, 2018).

Staphylococcus aureus était le Gram positif le plus dominant, isolé dans 13/15des études
(86,66%). Cette espece bactérienne est naturellement présente sur la muqueuse humaine sous
forme de flore normale. En plus, les composants de surface tels que les acides teichoiques et
certaines protéines de la paroi et de la membrane ont un role bien déterminé dans chaque
¢tape de la formation d’un biofim (Ivan et al, 2018). D’autre part, ces communautés

multicellulaires peuvent causer des infections nosocomiales particulicrement difficiles a
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traiter, car les biofilms rendent les bactéries qui les composent encore plus résistantes aux
antibiotiques (Yves, 2016).

-La résistance des isolats aux antimicrobiens

En ce qui concerne la résistance des souches isolées aux antibiotiques, I'augmentation de la
résistance a ét€ observée pour I'érythromycine (8/15 des études), I'Ampicilline (7/15), la
Ciprofloxacine (7/15), la Meéticilline (5/15), avec des taux respectifs de 53,33%; 46,67% ;
46,67% et 33,33%. Cela pourrait étre attrbué¢ a la sur utilisation croissante et abusive des
antibiotiques par la population générale mais aussi dii au traitement par antibiotiques non
adapté aux résultats microbiologiques, a I'évolution clinique, a une posologie d’antibiotiques
mférieure ou supérieure a la posologie appropriée pour un patient donn¢, a des antibiotiques a
large spectre utilisés trop souvent, ou a des antibiotiques a spectre étroit utilisés de fagon
incorrecte(Fosseprez,2013).

Par contre, la Cefepime, les Aminosides, les Macrolides, la Kanamycina, la Lévofloxacine, la
pipéracilline associés au Tazobactam, loxaciline, la lincomycmne, la Vancomycine, les
Fluoroquinolones, la Colistine, la Sulfaméthoxazole / triméthoprime, la Péfloxacine étaient

moins résistantes dans les données étudiées.

D’aprés VINCENT (2000), les entérobactéries (ESBL) dans leur ensemble représentent 35 a
40% des bactéries responsables d'IN. En effet, les BLSE représentent environ 1% des
bactéries isolées des IN. Ainsi la tendance a la diffusion clonale des EBLSE est bien
démontrée. Aussi, les souches d'EBLSE principalement Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes et a un moindre degré Escherichia coli, Proteus mirabilis, Citrobactersp sont
résistantes a de nombreuses B-lactamines (sauf imipénéme) et souvent céphamycines pour les
espeéces qui y sont naturellement sensibles, et trés souvent résistantes aux aminosides et aux

fluoroquinolones.

En outre, Pseudomonas aeruginosa résistantes aux Blactamines (ticarcilline, ceftazidime ou
imipénéme) ont tendance a étre résistantes aussi aux aminosides et aux fluoroquinolones. En
effet, dans les hopitaux concernés, ces souches doivent faire I'objet d'une stratégie spécifique,
notamment d’une politique de prescription des antibiotiques et des mesures de controle de

lenvironne ment.

De plus, S.aureus est T'une des deux principales espéces responsables d'infection
nosocomiale. Ainsi, le développement incontrolé des épidémies de SARM et les preuves

répétées de leur diffusion clonale justifient a eux seuls la mise en place d'un programme de
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lutte contre les BMR. Assurément, les SARM représentent 5 a 10% des bactéries isolées dans
les infections nosocomiales (IN), ils sont résistants a toutes les B-lactamines et trés souvent
résistants aux aminosides, aux macrolides et aux fluoroquinolones.

Par contre, d’apres le tableau 5, les résistances sont massives et préoccupantes. Certaines
souches sont multi-résistantes, d'autres sont méme devenues toto-résistantes, c'est-a-dire
résistantes a tous les antibiotiques disponibles. Ce dernier cas est heureusement encore rare
mais le phénoméne est en augmentation et place les médecins dans une impasse thérapeutique
car ils ne disposent plus d'aucune solution pour lutter contre I'infection (Imserm, 2018).

Ainsi, les résultats de nos analyses de données sur les organismes MDR appellent & intervenir

pour ralentir cette menace qui représente un réel danger pour la sant¢ publique.

-Répartition des bactéries isolées selon les surfaces prélevées

Les équipements médicaux, les lavabos les robinets et les lits, étaient principalement les
surfaces les plus souillées, suivies par la contamination des sols et des poignées de portes.
Cette situation est due au fait que les surfaces et les équipements médicaux sont fiéquemment
manipulés par le personnel soignant. Elle serait également en rapport avec le manque
d’hygiene et I'échec des méthodes de désinfection avec pour conséquence, la contamination
d’autres surfaces par les agents pathogenes (Ango ef al, 2020 ; Addis et al, 2017).

Toutefois, les bactéries du genre Klebsiella peuvent étre transmises d’une personne a une
autre et sont souvent présentes sur les mains du personnel hospitalier ce qui explique leur

existence sur les passes de portes (Meskine, 2016).

D’autre part, cette distrbution des bactéries multirésistantes souligne I'importance de la mise
en place d’une veille microbiologique prenant en compte les surfaces dans les structures de
soins visitées ou la qualit¢ de I’hygiene semble étre défectueuse, pour but de prévenir les
infections croisées et d’atteindre les niveaux de contamination les plus bas possible dans
I'environnement des patients fragilisés et aussi de réduire les micro-organismes présents sur

des objets, et des surfaces verticales et horizontales.
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Conclusion

Klebsiella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Staphylococcus coagulase négative,
sont les bactéries majoritairement  retrouvées sur le matériell médical ainsi que dans
I'environnement hospitalier. De plus, la présence de quelques résistances aux antibiotiques
fait craindre une épidémie potenticlle en cas d’inoculation a un patient.

En effet, la colonisation fréquente des sites manipulés par le personnel soignant et/ou les
visiteurs constitue un risque infectieux réel pour les patients. Aussi, la forte présence de
bactéries multi-résistantes d’origne humaine au niveau des surfaces de I'environnement
hospitalier peut étre le témoin d’une mauvaise hygiene dans les unités de soins.

I en découle que la lutte contre les infections nosocomiales doit étre une préoccupation
perpétuelle et que la prévention et la surveillance réguliere de ces infections doit étre la
principale stratégie de lutte.

Un changement de comportement au niveau de toutes les couches socio professionnelles dans
la pratique des soins de nos structures sanitaires, ainsi que la mise en place d’un protocole de
bonne pratique d’hygiéne pour les différents gestes de soins médicaux et paramédicaux sont
nécessaires. Effectivement, bien que les surfaces microbiologiquement contammnées puissent
servir de réservoirs pour les microorganismes potentiellement pathogenes, le transfert de ces
derniers a partir des surfaces de lenvironnement aux patients implique, en grande partie le
contact des mains avec ces surfaces. Donc, l'hygicne des mains est importante pour minimiser
limpact de ce transfert, le nettoyage et la désinfection des surfaces de lenvironnement sont

¢galement indispensables pour la réduction de lincidence des infections nosocomiales.
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Resume

Résumé

Les bactéries isolées en milieu hospitalier sont des germes opportunistes responsables
d’infections nosocomiales sévéres et d’épidémies qui peuvent entrainer de grandes difficultés
de prise en charge des patients, avec des situations d’impasse thérapeutique, en raison de leur
résistance a une large variét¢ d’antibiotiques.

Dans ce contexte, I'objectif principal de ce travail est basé sur une analyse de données a partir
de 15 travaux mternationaux, se basant sur la détermination des bactéries résistantes aux
antibiotiques isolées a partir de plusieurs surfaces en milieux hospitaliers.

La synthése des résultats a révéle que les bactéries dominantes et responsables d’infections,
faisaient partic de la famille des Enterobacteriaceae avec une dominance de Klebsiella
pneumoniae suivie par E. colii Quant aux bactéries a Gram positif identifiées dans les
differentes études, Staphylococcus aureus est I'espere la plus dominante. Ainsi, plusieurs
¢tude sont démontré des résistances ¢élevées de plusieurs souches bactériennes a
I'érythromycine, suivie par ’Ampicilline, la Ciprofloxacine etla Meticilline.

De plus, les bactéries multi-résistantes étaient retrouvées sur diffrents sites, tels que les
lavabos, les lits, les poignées de porte et les respirateurs.

Cette distribution des bactéries multi-résistantes souligne I'importance de la mise en place
d’une veille microbiologique prenant en compte les surfaces dans les structures de soins
visitées ou la qualit¢ de ’hygiene semble étre défectueuse.

Enfin, une étude régulicre des isolats et la détermmation des sensibilités aux antibiotiques
semblent étre nécessaires pour mieux guider lantibiothérapie et préserver Iefficacit¢ des
antibiotiques.

Mots clés : Bactéries, antibiotiques, BMR, surfaces, milieu hospitalier, prévention.
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Abstract

Abstract

Bacteria isolated in hospitals are opportunistic germs responsible for severe nosocomial
infections and epidemics which can lead to great difficulties n the management of patients,
with situations of therapeutic impasse, due to their resistance to a wide variety of antibiotics.

In this context, the main objective of this study is based on an analysis of data from 15
nternational studies, based on the determination of bacteria resistant to antibiotics isolated
from several surfaces in hospital settings.

The synthesis of the results revealed that the dominant bacteria responsible for infections were
part of the Enterobacteriaceae family with a dominance of Klebsiella pneumoniae followed
by E.coli. As for the Gram-positive bacteria identified in the various studies, Staphylococcus
aureus is hopefully the most dominant. Thus, several studies have shown high resistance of
several Dbacterial strains to erythromycin, followed by Ampicilin, Ciprofloxacn and
Meticillin.

In addition, multi-resistant bacteria were found at different sites, such as sinks, beds,
doorknobs and respirators.

This distribution of multi-resistant bacteria underlines the importance of setting up a
microbiological watch taking into account the surfaces in the care structures visited where the
quality of hygiene appears to be defective.

Finally, regular study of isolates and determination of antibiotic sensitivities appear to be
necessary to better guide antibiotic therapy and preserve the effectiveness of antibiotics.

Keywords: Bacteria, antibiotics, MRB, surfaces, hospital environment, prevention.
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