République algérienne démocratique et populaire
Ministére de I'enseignement supérieur et de la recherche
Scientifique

UNIVERSITE ABBES LAGHROUR- KHENCHELA

FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE
DEPARTEMENT : DE SCIENCE DE LA NATURE ET DE LA VIE

MEMOIRE

Presente pour ’obtention du diplome de

MASTER

FILIERE : BIOLOGIE
OPTION : MICROBIOLOGIE

Theme

Etude de I’antibiorésistance des isolats des Staphylocoques
Isolés des dispositifs médicaux de I’hopital Ahmed Ben Bella

de la wilaya de Khenchela

Présenté par : Encadré par :
Hamzaoui Oumaima Boutarfa Soumia
Hassad Imen

Soutenu le : 05/06/2016

Jury de soutenance

Président : Merabti R. MCB Université Abbés Laghrour
-Khenchela
Encadreur : Boutarfa S. MAA Université Abbes Laghrour
- Khenchela
Examinateur : Chorfi K. MAB Université Abbes Laghrour
- Khenchela

Promotion : Mai 2016

Ce travail est réalisé au : laboratoire de I’établissement publique hospitalier Ahmed Ben Bella de khenchela.



Remerciement \\

Nous tentons tout d abord a remercier le Bon Dieu toul ﬁwﬂ} /i
de nous avoir ardees d realiser ce modeste travail. -

Au terme de ce travail, il nous est agréable d exprimer nous
remerciement d tous ceux qui ont contribue de pres ou de loin a

(elaboration de ce memoire.
Nag Vifs remerciements vont d Melle Merabti R. Maitre de
! :
conférence d la faculté de science de la nature et de la Vvie,
’Llniversii ’

é Abbeés Laghrour Khenchela, pour avoir accepté de
e jury de mémoire.

otre _Wrg Melle Chorfi X. Mattre assistante d la
sclence de la nature et de la vie, Universite Abbes

merciemernts. Cest un grmmf fonneur que VOous nous
cceplant dexaminer ce travail,

de science de la nature et de la vie, Universite Abves
Laghrour Xhienchiela, pour son encadrement, ses précteux

consells, et les encouragements qui nous ont permis de realiser ce
f?fm/m[

erclements s adressent egalement au medecin Toufik

ur son aide precreuse durant notre periode de
stage.

Gined ben belle de Xhenchela, merct aux employes di
en(frﬂfﬂour leur aide et surtout pour leur gentillesse.

Oumaima et 7men



Dédicace

Louange et Gloire @ DIFU le Tout Puissant qui m a permis de mener a bren ce
travail.
A mon pere Mohamed:

Vous m avez [education et enseigné le sens de [fionneur, de la dignite, de la
probite morale et le respect de soi. Votre affection, votre soutien moral el materiel
ne mont jamarts fait defaut. Vos conserls m ont beaucoup arde et je crors avoir
atteint en partie vos objectiss.

Merct infiniment pour tout ce que vous avez fait pour moi jusqu a cet nstant.
QuAllak puisse vous accorder encore sante, bontheur, et longevite.
A ma meére Fatiha - Les mots ne sujfisent pas pour exprimer toute [affection que
Jeprouve pour 1ot je te dois ma reussite, mon édication, ma fierte. 7u m as arme
tres profondement et tu as ete toujours une mere raeale.

A mes freves et swurs .Chouki, Djamel,Badls, Oussama, Sawsan et Xaouthar.
Merct pour tous les efforts auxquels Vous avez [oujours consentis pour me Vvoir
reussiy. Merct pour vos encouragements et vos conserls.

Je ne saurais exprii Lamour que jeprouve pour vous, Je suis fiere de faire
une famille aussi unie et solidaire.

-

h«:




béen ce travall,
9‘1 mw/WndeW@/@m a’eh@fu{e a
| probits morale et lo rafpest do ol
am%mm votre soution moral ot matéiiel ne m ont jamais fait dfeus.
%MMWWW’%MWMmWMW
@  --.=1 WMW@&y{wmwgfmJﬂmmﬂwwmm |
':? %WWWWW bonbewr, de
ijmm/wmmm mon édieation, ma
wm mMMM%MM%’WWWM
| S mes fréres - g%md%é/
mm @%m %mmeh%




Table des matieres
LiStE 0ES FIQUIES teuiieiieiniinieeeneitenteeeeeensensensescesensonsessnssnsonsossnssnsansansessnsnse
Liste des photOgraphies .eeeeeeeeiieeeeieenieeteeeeeetiereecescsensensessescnsonsossnsansancens
(IS (=00 [ P21 0] [T 1 b
(I 0 [SIS= o] g3V T U [0

LISTE 0BS ANMNEXES uuuerereeeeeeennnseeeeesssennnsssecessennsssssecssssssssssssesssesnnssssscsnsenses

1 €00 [T T R
Chapitre | : Généralités sur le genre Staphylococcus
I. Généralités sur le genre StaphylOCOCCUS .eevverriniinreeeieenrenreecneerenceacescnsansenes
I.1. Historique et NOMENCIATUIE c.cuvuininiieiniiiiniiiieiiiiieiiiiieiiiiarinerasnsnenne
1.2. Taxonomie et ClasSifICAtION ..uivieruiiieiniiiiieiniiiieininiiesnieeresareecasasecsecnss
1.3. Caracteres bactériolOgiQUES ceueeieeeereiiereiieeieinreeierteesncnseeensnsessnsnsossnsns
1.3.1. Caracteres PhENOLYPIQUES «eeeeeereeeeeinreeeeeenrenceecescnsensessescnsansansesnns
1.3.2. CaracCteres CUTUNAUX .evueeriernrerieenrseesnsssesasssssassssssasssssnssssssnses
T T ] - 1
I.5. Les maladies causees par les StaphyloCOQUES ....ceeernirernrriernenreecnenrennnns
1. FaCtEUrS e VIFUIBNCE .euviriiiieiniiiiniiiiieiiierarniiesasateesasnssssesnsssssnssssssnses
11.1. Les toxines fFormant deS POFES cueeeieeeeeeeeenteneeeceeensenceecnscnsensescoscnsansones
11.2. Les toxines a activité protéolytiqUe «.oeeeeeereieeniieiieiieeeneeecnceeencncesnncnnes
1.3, LeS SUPEraNtigENES uuveererururerarerernrersssssessssssssssssssssssssssssssssasssnsans
1.4, FACTEUIS STIUCTUIAUX «ueiueiiniinerinieniiieiinieiesiateneesssencosssssssnssnsssnsonssnns
11.4.1. Le peptidoglyCane «eueeeieeiieeeeeniietieeeeeeeentenceecnecnsencescescnsencancnsns
I1.4.2. L’acide téichOIQUE .....oouvviniiiieiiiniiiniiieiiinieineiiinresnccsnscensssnssons
11.4.3. La CAPSUIE tvieiiiiiiieiiiiiiiiieiieeniiniieseecessnssnsssnssnsonsssnsonsnes
T1.5. LeS a0NESINES «iuiueininiieiniiierniiiernrereesasssecnsessssnsessssassssssnssssssnsessons
11.6. Exoprotéines enzymatiques et tOXINIQUES ..cuveieernrereeeererersasnressnsnsascnsnns
L ORI OdoF- T [ F= TSI 1] o] N
F1.6.2. LIPASES veueeerenreeerenranceecsensansessssnsonsossessnsssssssessnsansosssssnsansens
11.6.3. HYaluronidase ..c.veeiieeeiniiniieiieiniiniiernesnisnssecessnssnssssssnssnssssnses
L BCR Y 7 T 01 VA (0] 1] g I= 1
Chapitre 11 : Les infections nosocomiales a Staphylocoques
I. Les infections NOSOCOMIAIES uiuiueiuiniieiuriieriieiurniierernieesesnieesssnsossasnsessnnes
I I = 10T 11 T o .



1.3. Fréquence et incidence .........

1.4. Les différents types d’infections nosocomiales ..........ccceevieiiniiiiiiniininnn

1.4.1. Infections urinaires .........

I .4.2. INTECtiONS FESPIFAtOITES cuiueereinreeiinreaeeeerensenceecesonsansescnscnsansoscnsanses

1.4.3. Infections du Site OPEratoire ..c.eveeeeeeeeieiereaeeecrenrencescnsensencescnsancann.

1.4.4. Bactériémies nosocomiales

primaire et SecoNdaire .....oceevevevnrnenecnnnnne.

1.4.5. Les autres 10calisations INTECTIEUSES vevrreeeerreeierrnneeeeeeessnnnseeeecsnnnnne.

I.5. Les services a risques ............

I1. Staphylocoques et risque infectieu

x sur les dispositifs médicauX ....ceeeereaennnns

11.1. Définition d’un dispositif médical ..........cccviiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniennne.

11.2. Risque IinfeCtieUX .....cevueenens

11.3. Types de dispositifs médicaux

1.4, PhySiopatholOgie «ueeeeeiieiieiieiiiiiiniieenientinteecescnsencencescnsonsescscnsansant

I1.5. Résistance des biofilms aux antibiotiqUeS «...ceveeeiieiieiieiiiiieieninecnnnnn.

11.6. Biofilm et SyStéme immUNITAITE ...ccvevevureiniriniiniiinininieininineeenenenenenne

Matériel et méthodes

L. Licu €t CAAYE dPGtUAE ceveeerrnneiieeeeeeenneseeeeresssseseeecsessssesssacssssssssssacssssssssnne

NIV L =

11.2. MilieuX de CUITUIE SONITES «uueeerteiiiiiieeeeeeiiieseeeeeesesnnsssseecessnnnssscacens

11.3. Milieux de culture liquides ....
I1.4. Test biochimique ................
11.5. Antibiotiques en disques .......
. Méthode ....coevvviniieiinnnnnnnnnnne.
I11.1. Origine de prélévement .......
I11.2. Criteres d'inclusion ............

111.3. Prélevement distal protégé ...

----------------------------------------------------------

111.4. I1solement et pUrifiCatiON c..ceveeiieiieiiiieiieiiieeiieteeceecnsensescescnsansessssnsens

I11.5. Identification ........ccceee......

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

I11.5.1. EXamMens MaCrOSCOPIGUES tuvveeeerenreareesessnsssssssssnssssesssssnsosssssnssnsens

111.5.2. Examens microscopiques
I11.6. Identification biochimique ...
111.6.1. Catalase ....cocevvvnvnnennnns

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

111.6.2. Recherche de Staphylocoagulase .....ceeeveiieeiieiiieieiiereneeieennreneennn

111.6.3. Conservation des souches

15
15
16
16
16
16
17
17
18
19
19
19
20
22
24

26
26
26
26
26
27
28
28
28
28
30
30
30
31
32
32
33
33



111.6.4. Antibiogramme des SOUCHES ISOIEES wiuviriiniiniieiieiiiiniieeiecneenrenceecnsnnn.
111.6.4.1. Le controle de qUalité ....eeeeeeieiiiiieiniiiieieeeieenieesecnseecesessnne.
111.6.4.2. Technique de ’antibiogramme ...........c.cccevieiiniiiiiiaiiniiieiinnnnnen

Résultats et discussions
I. Résultats descriptifs des dispositifs MEICAUX cuvvuiverieiiieiieeieenrinrenceecerenrencncnns
0 o 2] (V=T o 4 =T o N
1.2. Classification selon la nature des biomatériauX ....c.eevevevrriiiininininenenenens

1.3. Classification des dispositifs médicaux selon le niveau de risque et leur fonction

1.4. Les facteurs de risques liés aux dispositifs médicaux utilises ......cceeeveeaenen.
1.4.1. L°4ge des PAtients ...covuiineiiniiniiiniiniiniiieiinieiesinionrcesssnsossssssnsonssnnss
1.4.2. La durée de ’implantation des dispositifs médicaux ............ccoeevuveineenen.
1.5, SEXE dES PALIENTS «euuirreieereniineeeeerenrenceeeesensensescescnsensessescnsansassscnsansonss
1. Résultats DacCteriolOgIQUES c.ueeeeeiieiieeneiniieeneenteneeeeerensensescsensencessnsensansescnsas
I1.1. Isolement et identification des StaphylOCOCCUS SPP «eveerrenreerrenrinreecerensnnn
11.1.1. ASPECt deS COIONIES viverriiniieieenientiererensensessssnssnsossssnssnsossessnssnses
11.1.2.C0loration d& Gram ..ieiieieieinerniesncnseecaseseesasnssssnsesssssssssssnssssssnses
I O T TS o= = 1 PN
11.1.4. TeSt de COAQUIASE «eeurrnrieiernrenteerieenssnssasessnssnsonsesssssnssnssssnssnssnssns
11.1.4.1. Test de coagulase liDre ..oueeeeeiieiieiieiiiiniieiiernirniieriecnrenssnsescnsons
11.1.4.2. Test de COAgUIASE TIEE cuvvuireireineiniineieiniinteeeneeneenceacescnsensoncnsnns
11.2. Répartition des isolats de StaphylOCOCCUS .ueveerernrineeeeneenrineeeerencencencnnens
11.2.1. Répartition des isolats selon leur classification .......ccceveveveievaiannnnns

11.2.2. Répartition des isolats de Staphylococcus selon la nature du
dispositif MEdICal BLUAIE ...uveniiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeetentieeeeeeecnscncancennns
11.2.2.1. Répartition des isolats de Staphylococcus sur les sondes vésicales
11.2.2.2. Répartition des isolats de Staphylococcus sur les cathéters veineux
11.2.2.3. Répartition des isolats de Staphylococcus sur les sondes
NASO-JASTIITUES vevernrrnrierernrsnssssssnssnsessssssssassssssssssssssssssnssnsssssssnsssses
I11. Effet des disques d'antibiotique sur les StaphylOCOQUES ...ccveevriieriernirnriernennnn
(@0 3T 111 (o] o N
Réferences DIbIOgraphiqUES ..cceeiiiiieiieiieieiiiieiieiniiateeceeentensessessnsensessnssnsonsenes
Annexe
Résumé
Abstract
uadle

36
36
37
38
38
39
40
40
41
41
42
42
43
44
44
44
44
44

45
45
46









Liste des figures

Figure 01: Image de Staphylococcus aureus a la microscopie €lectronique a balayage ...... 03
Figure 02: Cellules de S.aureus dont 1’une produit une couche visqueuse ..................... 04
Figure 03: la microflore normale d’un étre humain ..., 07

Figure 04: les sites majeurs des infections staphylococciques humaines sont indiqués par

[€S NUMEIOS Ci- GESSUS ...\ ettt e, 09
Figure 05: Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus .............ccceeeevevvevevenennn... 10
Figure 06: Facteurs de virulence de S. QureusS .............coooveeceiiieeie i e, 12
Figure 07: des infections nosocomiales validées en fonction du site ......................... 17
Figure 08: Principales infections associées aux biofilms ............................. 18

Figure 09:1. Biofilm produit par une souche de S.epidermidis dans un systéme en

MICTOPIAGUE . ..ot e e, 22
2. Biofilm produit par une souche de Staphylococcus epidermidis sur un cathéter veineux.. 22
Figurel0: Phases de développement de biofilm a staphylocoques .............................. 23
Figure 11: Présentation schématique de la réponse immunitaire lors d’une infection liée au
DIOfIIM e 2O
Figure 12 : Répartition des prélevements selon leur origine ................cooiiiiiiiin.. 37

Figure 13 : Répartition des prélevements des médicaux en fonction de I'age des patients.... 39

Figure 14: Nombre de patients hospitalisés par les Staphylocoques selon le sexe ........... 40
Figure 15: La répartition des cultures positives et négatives ...............ccoevveviiiinininnn... 40
Figure 16: Répartition des isolats de Staphylococcus selon leur classification ............... 45
Figure 17: Répartition des isolats de Staphylococcus isolés a partir des sondes vésicale... 45
Figure 18: Répartition des isolats de Staphylococcus isolés a partir des CV ................. 46
Figure 19: Répartition des isolats de Staphylococcus isolés a partir desSN ................... 46
Figure 20: Pourcentage de résistance de S, aureus et SCN vis-a vis les B-lactamines ........ 48
Figure 21: Pourcentage de résistance de S.aureus et SCN vis-a vis les Aminosides .......... 49
Figure 22: Pourcentage de résistance de S, aureus et SCN lesMLS........................e. 50
Figure 23: Pourcentage de résistance de S, aureus et SCN vis-a vis les Glycopeptides ..... 52
Figure 24: Pourcentage de résistance de S, aureus et SCN vis-a vis la Tétracycline......... 53
Figure 25:Pourcentage de résistance de S. aureus et SCN vis-a vis I’Ofloxacine ........... 54

Figure 26: Pourcentage de résistance de S, aureus et SCN vis-a vis des antibiotiques
LTS (PP 55

Figure 27: Pourcentage de résistance de S, aureus et SCN vis-a vis les 19 ABT testés...... 56



Liste des photographies

Photographie 1 : Vue générale de 1’établissement publique hospitalier Ahmed ben Bella
de KNeNChela ... ..o e
Photographie 2 : Méthodes de prélevement de cathéter vineuX ...............................
Photographie 3 : Méthode de prélevement des sondes vésicale ......................oo.e.ee..
Photographie 4 : Méthode de prélevement des sondes naso-gastriques .....................
Photographie 5 : Un microscope équipé d’un appareil photographique numérique .......
Photographie 6 : 1. Colonie de Staphylococcus manitol +..............cceviiiiniiinnn...
2. Colonie de Staphylococcus manitol - ...,

Photographie 7 : Aspect des colonies de Staphylococcus isolées sur milieu gélose au sang
Photographie 8 : Résultats de la coloration de Gram ...............ccooeiiiiiiiiiiiii,
Photographie 9 : Production de catalase par les cocci a Gram positif isolés ..................
Photographie 10 : Résultat du test de coagulase libre ...
Photographie 11 : Effet de B-lactamines sur les isolats de S.aureus isolés a partir de
AISPOSTETS MEAICAUX . ...ttt ettt ettt ettt et et et e e et et e aeeeeaeaes
Photographie 12 : Effet des aminosides sur les isolats de SCN......................ooeel.
Photographie 13 : 1. Effet des macrolides sur les isolats de S.aureus .........................

2. Effet des macrolides sur les isolats de SCN ..............ccooienn.n.
Photographie 14 : Effet de la Vancomycine sur les isolats de S.aureus isolées a partir des
diSPOSItITS MEAICAUX ...eeeeiie e e
Photographie 15 : Effet de la Teicoplanine sur les SCN isolées a partir des dispositifs
Lo Tor: U PP
Photographie 16 : 1. Effet de la Tétracycline surles SCN ............coiiiiiiiiiiiiiiin,

2. Effet de la Tétracycline sur les S.aureus ..............cocoevveviinnnnnn.
Photographie 17 : Effet de I’Ofloxacine sur les SCN isolées a partir des dispositifs
Lo Tor: U PP PPPPS
Photographie 18 : Effet des disques d’antibiotiques sur les SCN isolées a partir des

diSPOSItITS MEAICAUX .....eetieie e e e e

47
49
50
50

51

52

53

53

54



Liste des tableaux

Tableau | : Les especes constituant le genre Staphylococcus ...............cocoeveiiinininnt,
Tableau Il : Différents caracteres bactériologiques de Staphylococcus ......................
Tableau I11: Les maladies causées par les Staphylocoques ...............ccoevviiiiinnn...
Tableau 1V: Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus ...............ccoeeevviiininnn.
Tableau V : Classe des diSpoSItifS .........cooiiiiiiiiii e
Tableau VI : L’antibiogramme pour StaphyloCOCCUS SP .. .ovvivviiiiiiiiiiieieeieae
Tableau V11 : Répartition des prelevements selon leur nature ...................oooeiinnl.
Tableau VIII : Répartition des prélevements par SEMVICES .......cccvvvveveereeieeiieeseeriesieseeneens
Tableau IX : Nature des matériaux qui constituent les dispositifs médicaux implantables..
Tableau X : le niveau de risque et la fonction des dispositifs médicaux utilisés..............
Tableau XI : La durée d’implantation des dispositifs médicaux..............................

Tableau XI1 : Résultats de I’identification par les techniques microbiologiques standards.

05
06
08
14
21
28
36
36

38
39
44



Liste des abréviations

% : Pourcentage

ul : Microlitre

pum : Micromeétre

ADN : acide désoxyribonucleique

AK: Amikacine

ATB : Antibiotique

BCC : Bouillon cceur cervelle

BHIB : Brain heart broth

BMR : bactéries multirésistantes aux antibiotiques
BN : Bouillon nutritif

C : Chloramphénicol

CD : Clindamycine

CIP : Ciprofloxacine

cm : Centimétre

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité
CMI : Concentration minimale inhibitrice.
CREF : Coagulase Reacting Factor

CV : cathéters veineux

DM : dispositif médical

DMXx : dispositifs médicaux

DO : densité optique

E : Erythromycine

Eap : proteine d’adhérence Extracellulaire
ECM : Composants de Matrice Extracellulaire
FA: Acide Fusidique

Fox : Céfoxitine

GN : Gentamicine

GSC : gélose au sang cuit

H,0; : Peroxyde d’hydrogene

IN : infection nosocomiale

ISO : infection du site opératoire

K : Kanamycine

LV X : Lévofloxacine



McF: Mac Farland

MLS : Macrolides -Lincosamides- Streptogamines
MSCRAMMs : Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules
NCCLS : National Committee for Clinical Laboratory Standard
OFX : Oflaxacine

OMS : Organisation mondiale de santé

OX : Oxacilline

P : Pénicilline

PFTs : pore-forming toxins

PLP : protéines liant les pénicillines

PT : Pristinamycine

QCI : contrdle de qualité interne

RA : Rifampicine

S : Staphylocoque

SAK : Staphylokinase

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline

SCN : Staphylococcus Coagulase Négative

SCP : Staphylococcus Coagulase Positive

SERAMs : Secretable Expanded Repertoire Adhesive molecules
SERAMs : Secretable Expanded Repertoire Adhesive molecules
SXT : Cotrimoxazole

TCR: T cell receptor

TE : Tétracycline

TEC : Teicoplanine

VA : Vancomycine

VHB : virus de I’hépatite B

VHC: virus de I’hépatite C

VIH : virus de I'immunodéficience humaine



Annexe 01 :

Annexe 02 :

Annexe 03 :

Annexe 04 :

Liste des annexes
Composition des milieux de culture
Réactifs et solutions
Les tableaux

Matériels et réactifs utilisés

VI



Introduction



Introduction

Introduction

L’hopital qui est normalement considéré comme un lieu de savoir, d’enseignement
médical et d’hygiéne, peut devenir dans certaines circonstances, une source d’infection, ceci
soit par I’utilisation de méthodes invasives, soit dans le cas de plusieurs hopitaux, par défaut

d’hygiéne, d’organisation, de conscience professionnelle ou par manque de moyens.

Une infection est dite nosocomiale si elle apparait au cours ou a la suite d’une
hospitalisation dans un délai d’au moins 48 heures et si elle était absente a 1’admission a

I’hopital (Comité technique des infections nosocomiales, 1999).

Les épidémies de ces infections nosocomiales sont presque toujours associées a une
transmission inter-humaine, ou a la contamination de dispositifs médicaux (Ministére de la
santé, 2002). Parmi les souches bactériennes circulant en milieu hospitalier, les
staphylocoques constituent les agents majeurs des infections nosocomiales et communautaires
(Karou et al., 2010). Les staphylocoques sont reconnus comme les causes les plus fréquentes
d'infections associées a un biofilm. Cet état d'exception parmi les agents pathogénes de
biofilm associée est due au fait que les staphylocoques sont fréquents, les bactéries
commensales de la peau humaine et les surfaces muqueuses (et de beaucoup d'autres
mammiferes). Ainsi, les staphylocoques sont parmi les germes les plus susceptibles d'infecter
un appareil médical qui pénétre dans ces surfaces, telles que lors de I'insertion lors de la
chirurgie. (Tortora et al., 2003).

Le systéme de surveillance des infections nosocomiales reconnait S. aureus et CoNS
(staphylocoques a coagulase négative, a savoir S. epidermidis et la plupart des autres
staphylocoques que S. aureus) que les agents pathogenes les plus fréguemment isolés

nosocomiaux de patients en unité de soins intensifs (Tortora et al., 2003).

De nos jours, I’émergence et la dissémination de la résistance bactérienne a
I’antibiothérapie posent un énorme probléme de santé publique. La conséquence directe de ce
phénomene est 1’augmentation de la morbidité et de la mortalité (Karou et al., 2010).

L’Algérie est pays de nord de I’Afrique ou les récentes données de résistance aux
antibiotiques indique une situation inquiétante .en effet, ces dix derniéres années ont été
marquée par I’émergence et la dissémination de nouveaux génes de résistance notament dans

le nord du pays (Boukhatem et al., 2015).



Introduction

Une étude qualitative et quantitative des souches staphylocoques isolée des différents
dispositifs aprés ablation a été réalisée a partir de différents services au niveau de 1’hopital

Ahmed ben Bella de khenchela dans une période allant de 21 mars au 4 mai 2016.
Les objectifs spécifiques de ce travail étaient :

e Détecter les dispositifs médicaux infectés en utilisant la méthode quantitative décrite
par Brun- Buisson (1987).

e Isoler et identifier les bactéries a Gram positif responsables d’infection liée aux
dispositifs médicaux.

e Etudier le profil de résistance des staphylocoques isolés afin de permettre une
meilleure approche thérapeutique, sachant que les infections a staphylocoques
représentent un pourcentage important des infections graves et dont la prévalence ne

baisse pas malgré les mesures de prévention.
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Chapitre 01 Généralités sur le genre Staphylococcus

I. Généralités sur le genre Staphylococcus

Les staphylocoques sont des bactéries commensales de la peau et des muqueuses de
I’homme et de I’animal. L’homme est le principal réservoir naturel de Staphylococcus, il
présente un portage sain, principalement au niveau des cavités nasales mais aussi de la peau, de
la gorge et de I’intestin (Ferron, 1988). Ce sont en effet des bactéries qui peuvent étre aussi
provoqué des infections d’une extréme gravité (Fleurette, 1989). Les staphylocoques sont parmi
les bactéries pathogenes les plus importantes chez I’homme et peuvent étre divisés en souches
pathogénes et souches relativement non pathogenes sur base de la synthése de coagulase. Les
souches coagulase positive identifiées comme Staphylococcus aureus produisent souvent un
pigment caroténoide jaune, ce qui leur a valu 1’appellation commune de staphylocoques dorés,
les souches non productrices de coagulase, telles que Staphylococcus epidermidis, sont non
pigmentées et sont généralement moins invasives, mais elles sont associées de plus en plus
comme bactéries pathogénes opportunistes, a des infections nosocomiales graves (Prescott et
al., 2007).

Figure 01 : Image de Staphylococcus aureus au microscopie électronique a balayage (x 32.000)
(Prescott et al., 2007).

Les staphylocoques peuvent aussi se diviser en producteurs et non producteurs de mucus
qui est une couche visqueuse extracellulaire permet aux bactéries d‘adhérer a des surfaces lisses.
Cette propriété de produire du mucus est proposée comme marqueur des souches pathogenes
(Prescott et al., 2007).
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Figure 02 : Cellules de S.aureus dont 1’une produit une couche visqueuse (fléche, microscopie
électronique a balayage, x 10.000) (Prescott et al., 2007).

I.1. Historique et nomenclature

Connus depuis ’aube de la bactériologie, les staphylocoques avaient fait I’objet des deux
premiéres communications par Pasteur a ’académie des sciences en 1876 et 1880, ou il révéla
I’existence de « Vibrion phylogénique » qu’il avait isolé a la fois dans le pus de I’anthrax et
I’ostéomyélite (Dupont, 2000). Les staphylocoques ont été mis en évidence pour la premiere
fois en 1878 dans le pus d’abcés par Koch en Allemagne. La dénomination de Staphylococcus a
été introduite en 1883 par le chirurgien anglais Ogston et provient de I’association des termes
grecs staphylé, grappe de raisin et kokkos, grain (Baird-Parker, 1971 ; Pulverer et al., 1987),
en 1884 Rosenbach était capable d’isoler ces bactéries et de produire une culture pure (Dupont,
2000). En 1885, Zopf a placé les staphylocoques et les microcoques dans le genre Micrococcus ,
puis, en 1886, le genre staphylococcus a été separé du genre Micrococcus par Flugge. Celui-ci
différencie les deux genres principalement sur la base de leur action sur la gélatine et la relation a
leurs hotes. Les staphylocoques liquéfiaient la gélatine et étaient pathogénes, tandis que les
microcoques étaient variables dans leur action sur la gélatine et étaient saprophytes (Gotz et al.,
2006).

1.2. Taxonomie et classification (Delarras, 2007)

e Classification de Bergey (1994)

Selon la deuxieme édition de Bergey‘'s Manuel of Systematic Bacteriology, la

classification phylogénétique du genre Staphylococcus est :
- Phylum XIII: Firmicutes
- Domaine : Bacteria
- Classe: Bacilli
- Ordre: Bacillales
- Famille: Staphylococcaceae

- Genre: Staphylococcus avec 38 especes et des sous-especes

Q)
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Dix sept de ces especes sont retrouvées chez I’Homme (Tableau 1). D’autres sont
présentes chez les animaux ou dans les aliments (Aouati, 2009). Parmi celles retrouvées chez
I’Homme, trois espéces occupent une place privilégiée essentiellement dans la pathologie
humaine: S. aureus, S.epidermidis et S. saprophyticus. Les autres sont rarement impliquées
(Nauciel, 2000). S.epidermidis, que 1’on retrouve sur la peau de nombreuses personnes et qui
provoque rarement des maladies. S. aureus est moins fréquemment retrouvé mais il est
généralement pathogene. Une troisieme espéce, S. saprophyticus, est unique en ce sens qu’elle
n’est responsable que d’infections urinaires (Figarella, 2004).

Tableau I : Les espéces constituant le genre Staphylococcus (Garrity et al., 2002).

Le genre Especes retrouvées chez I’homme

. aureus
. auricularis
. capitis

. caprae

. epidermidis
. haemolyticus

S
S
S
S
S. cohnii
S
S
S. hominis
S

Staphylococcus s intermedius

S. lugdunensis
S. pasteuri
S. saccharolyticus

S. saprophyticus
S. schleiferi

S. simulans
S. xylosus

S. warneri
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1.3. Caractéres bactériologiques

1.3.1. Caractéres phénotypiques

Les membres du genre de staphylococcus sont des coques a Gram positif de 0.5 a 1.5 um
de diametre, catalase positive , oxydase négative, non mobiles, asporulés, habituellement non
capsulés et halo-tolérants qui se retrouvent en amas sous la forme de grappes de raisins et dans
de plus rares cas isolé en paires (diplocoques), an tétrades ou en chainettes (3 a 4 cellules), qui
sont des bactéries anaérobies facultatives, a I’exception de S.saccharolyticus et S.aureus
subsp.anaerobius, qui poussent initialement sous anaérobiose mais peuvent devenir aérotolérants
en sous-culture (Gotz, 2006).
1.3.2. Caracteéres culturaux

Les staphylocoques poussent aisément sur les milieux de cultures usuels, donnant un
trouble uniforme en milieux liquides et, sur gélose, des colonies rondes, blanches ou dorées,
lisses et opaques, atteignant 1 a 3 mm de diamétre (Bannerman et Peacock, 2007).

Ils se classent en fonction de leur production ou de leur absence de production de la
coagulase (Bascomb et Manafi, 1998).

Tableau 11 : Différents caractéres bactériologiques de Staphylococcus (Prescott et al., 2007).

Morphologie Regroupé en paire, tétrade ou amas réguliers,

immobile, non sporulé

Dimension (pm) 05-15
Type respiratoire Aéro anaérobie facultatif
Type trophique chimioorganotrophe
Meétabolisme Fermentaire et /ou respiratoire
Autres caracteres Catalase positive — oxydase négative

Halophile — mésophile (37°C) psychrophile (6-12°C)
Neutrophile pHopt = 07

1.4. Habitat

Les staphylocoques sont tres répondus dans la nature et occupent une variété de niches
écologiques. Parmi les membres du genre Staphylococcus, certaines espéces démontrent des
préférences d’habitat et de niches chez leurs hotes particuliers. Les staphylocoques sont

également isolés a partir d’un large éventail de produits alimentaires comme la viande, le
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fromage et le lait, et a partir de sources environnementales telles que le sol, le sable, 1’air et
I’eau. L’habitat principal des staphylocoques est la peau et les muqueuses de I’homme et des

animaux a sang chaud (Bannerman et Peacock, 2007).

Microflore normale de la conjonctive :

1. Staphylocoques coagulase négatifs

2.Staphylococcus aureus

Microflore normale
de nez:
1.Staphylocoques
coagulase négatifs
2.Staphylococcus
aureus

Microflore normale
de ’oreille externe:
Staphylocoques
coagulase néegatifs

Microflore
normale de la
bouche et de
I’oropharynx :
1.Staphylocoques
coagulase négatifs
2.Staphylococcus

Microflore normale
de I’estomac :
Staphylococcus

Microflore normale

de la peau : AUrEUS
1.Staphylocoques
coagulase négatifs
2.Staphylococcus
aureus
. Microflore
Microflore normale
. normale du gros
de Purétre : . .
intestin :
Staphylocoques
o Staphylocoques
coagulase négatifs s
coagulase négatifs

Figure 03 : la microflore normale d’un étre humain (Prescott et al., 2007).
1.5. Les maladies causées par les Staphylocoques:

Les staphylocoques peuvent produire une maladie dans presque tous les organes ou tissus
du corps. Cependant, il faut souligner que les maladies staphylococciques, dans la plupart des
cas, s’observent chez des individus dont les mécanismes de défense sont diminués comme les
personnes hospitalisées. (Prescott et al., 2007).

Les staphylocoques entrainent une maladie par leur capacité de se multiplier et de se
répandre largement dans les tissus ainsi que par leur production de nombreuses substances

extracellulaire. (Prescott et al., 2007).
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Tableau 111 : Les maladies causées par les Staphylocoques (Schaechter et al., 1999).

-Furoncles, abces
-Infections des plaies (traumatiques,
chirurgicales)

-Cellulite

-Impétigo (aussi causé par les Streptocoques)

- Embolie

- Aspiration

- Abces rénal

- Infection du tractus urinaire inférieur
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1. Tissu ou S.aureus est souvent présent mais
ne cause hormalement pas de maladie
2. Boutons et impétigo
3. Furoncles et anthrax a différents
en droits de la peau
4. Infection de plaies et abces
5. Migration vers les ganglions lymphatiques et

le sang (septicemie) résultant en une infection
généralisée

6.0stéomyélite
7.Endocardite
8.Méningite
9.Entérite et
empoisonnement par
entérotoxines
10.Néphrite
11.Infections respiratoires
Pharyngite
Laryngite
Bronchite

Pneumonie

Figure 04 : les sites majeurs des infections staphylococciques humaines sont indiqués par les

numéros ci-dessus (Prescott et al., 2007).

Q)
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I1. Facteurs de virulence

Staphylococcus aureus, parmi les autres pathogénes de 1’homme, Cette bactérie est
solidement armée pour effacer un certain nombre de défenses que son hote pourrait lui opposer
(anticorps, phagocytose ou cytotoxicité), ces parades se distribuent en plusieurs groupes de
toxines. La pathogénicité de S .aureus est surtout reliée a 1’expression de facteurs de virulence
(Gordon et Lowy, 2008).

En plus de facteurs structuraux, il a en effet la capacité de sécréter, apres invasion, des
facteurs d’adhésion, des toxines ou encore des enzymes (Gordon et Lowy, 2008).

I1.1. Les toxines formant des pores (ou pore-forming toxins PFTSs) :

Ces toxines cytolytiques ont la capacité de détruire les cellules de défense de 1’hote en
formant des pores au niveau des membranes cellulaires (Parker et Feil, 2005).

Les PFTs sont souvent sécrétées sous forme de monomeres, leur caractéristique
commune est la sécrétion par la bactérie sous forme de protéines libres hydrosolubles (Lesieur et
al., 1997).

En fonction des PFTs, des facteurs lipidiques ou protéiques interviennent ensuite pour
permettre ’interaction de ces toxines avec les membranes de leurs cibles cellulaires (Vincenot et
al., 2008).

Deux grands groupes de PFTs se sont distingués en fonction de leur structure
tridimensionnelle :

e Les alpha-PFTs : dont la structure secondaire est formée d’une simple hélice alpha

hydrophobe (Vincenot et al., 2008).

e Les béta-PFTs ou leucotoxines : ou le pore est constitué majoritairement de brins béta

s’assemblant en tonneaux béta, Les leucocidines par opposition aux hémolysines ont pour

cible les polynucléaires, les monocytes et les macrophages (Vincenot et al., 2008).

Attachment factor(s) ?

'Homoly‘ln{s'_l

. erosein &
¥

Polvsaccharide

Figure 05 : Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus (Dunman et Projan, 2001).
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11.2. Les toxines a activité protéolytique :

Les épidermolysines : Elles font parties des protéases a sérine active, Ces protéases a
sérine hydrolysent les protéines dont la cible majeure est la desmogléine-1, une protéine
desmosomale du stratum granulosum de I’épiderme (Vincenot et al., 2008).

Actuellement, quatre épidermolysines isoformes ont été caractérisées (A, B, C, D), les
genes codant pour ces toxines Eta, Etb, Etc, et Etd ont été également caractérisés ; le géne codant
I’épidermolysine A est porté par un bactériophage, tandis que celui de I’épidermolysine B est a
transmission plasmidique (Vincenot et al., 2008).

Autres protéases :

e les Staphopaines A et B, sont des protéases a cystéines,

e Les métalloprotéases comme [’auréolysine qui pourrait avoir plusieurs roles en
complément de la coagulase, elle détruit les inhibiteurs de protéases participant ainsi a la
formation de thrombus (Vincenot et al., 2008).

11.3. Les superantigenes :

En situation normale les lymphocytes T4 (LT4) reconnaissent les antigénes présentés a la
surface d’une membrane cellulaire présentatrice d’antigéne via le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe II, puis forment un complexe tri-moléculaire activant la
cascade des LT4 (complexe TCR des LT4+antigene+CMH 11). Un super antigene est une
protéine bactérienne capable d’activer le CMH du macrophage et la chaine V-béta du récepteur
des LT4 (TCR) (Schlievert et Case, 2007).

Le S. aureus est capable de produire plus d’une trentaine de superantigénes, comprenant
entre autres des entérotoxines. Cette interaction entre le super antigéne et le domaine V-béta du
LT4 ne permet plus une réponse spécifique, et est a I’origine de 1’expansion de mille fois plus de
LT4, responsable de la stimulation massive et indistincte du systeme immunitaire. Des cytokines
(TNFo, IL-1) sont ainsi produites en trop grande quantité, induisant une réponse inflammatoire
incontr6lée pouvant aboutir a un état de choc vasoplégique (Schlievert et Case, 2007).

11.4. Facteurs Structuraux

11.4.1. Le peptidoglycane : joue un réle dans I’activation du complément, stimule la sécrétion
des cytokines par les macrophages ainsi que I’agrégation des plaquettes (Lowy, 1998).
11.4.2. L’acide téichoique : il est lié au peptidoglycane ou bien a la membrane cytoplasmique il
assure trois réle principaux ;

e La protection contre les antimicrobiens et le stress environnemental,

e Le contrdle de ’activité enzymatique et la concentration cationique de 1’enveloppe,

11



Chapitre 01 Généralités sur le genre Staphylococcus

e La liaison aux différents recepteurs et surfaces (Xia et al., 2010).
11.4.3. La capsule : les polysaccharides capsulaires de S. aureus ont permis sa classification en
11 sérotypes. Les sérotypes 5 et 8 sont les principaux rencontrés en pathologie humaine (Lowy,
1998 ; Durand et al., 2006). lls inhibent la phagocytose (Gordon et Lowy, 2008a). Et peuvent
induire la formation d’abcés (O’Riordan C, Lee, 2004).

x| La partie de limage avec 1D de relation rId13 n'a pas été rouvé dans le fichier.

Figure 06 : Facteurs de virulence de S. aureus (Gordon et al., 2008b).
I1.5. Les adhésines

Ce sont des molécules impliquées dans I’adhésion, classées en deux groupe ‘‘Microbial
Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules’> ou (MSCRAMMS) et
‘“‘Secretable Expanded Repertoire Adhesive molecules’’” ou (SERAMS) (Chavakis et al., 2005).

Les MSCRAMMs constituent une famille de plus de 20 membres qui reconnaissent les
composants de la matrice extracellulaire (ECM). Les SERAMs forment un groupe de 5
adhésines, y compris, la protéine A liant le fibrinogene, la coagulase, protéine liant le
fibrinogene extracellulaire, la protéine liant ’ECM et la protéine d’adhérence extracellulaire

(Eap) (Chavakis et al., 2005).
11.6. Exoprotéines enzymatiques et toxiniques

Durant I’infection, la production de différentes enzymes comme les protéases, les lipases,
les élastases..., facilite la destruction des tissus, 1’évasion a la défense de 1’hote, la dissémination
systémique et les localisations métastasiques (Gordon et Lowy, 2008a).

S. aureus sécrete de nombreuses toxines ayant pour objet de detourner ou de neutraliser la

réponse immune (Vincenot et al., 2008).

12
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11.6.1. Coagulase libre

La Staphylocoagulase, ou coagulase libre, c’est une protéine extracellulaire thermostable
caractéristique de S. aureus, a I’exception de certaines souches staphylococciques d’origine
animale telles que Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hyicus, et Staphylococcus
delphini qui possedent également la coagulase (Langlet, 1999).

En I’absence de Ca2+, elle provoque la coagulation du plasma humain ou du lapin
(prélevé sur citrate, oxalate, héparine) (Avril et al., 1992).

La coagulase forme avec la prothrombine (coagulase-reacting factor : CRF) du plasma, un
complexe appelé Staphylothrombine qui converti le fibrinogene en fibrine (Peacock, 2006).

C’est un facteur primordial dans le pouvoir pathogéne en coagulant le plasma autour des
coques et les protégeant de la phagocytose (les leucocytes ayant une mauvaise pénétration a
I’intérieur des caillots de fibrine) (Tally, 1999). Elle est a I’origine des thrombophlébites
suppurées (Avril et al., 1992).

11.6.2. Lipases

Une des facons dans laquelle les cellules hotes répondent a une infection est la
production des acides gras et des lipides, qui forment des petits trous dans la membrane
bactérienne, alors que S. aureus produit des enzymes appelées lipases qui détruisent ces acides
gras avant de causer des dommages au niveau de la membrane bactérienne (Tally, 1999).

11.6.3. Hyaluronidase

Cette enzyme extracellulaire thermolabile hydrolyse 1’acide hyaluronique, substance
fondamentale de la matrice du tissu conjonctif, ce qui permet la diffusion tissulaire des S.aureus
(Makris et al., 2005).

Cette enzyme est produite uniquement dans la phase exponentielle de croissance
(Poncholi, 2002).

11.6.4. Staphylokinase

La Staphylokinase (SAK) est une glycoprotéine de 136 acides aminés sécrétée par
certaines souches de S. aureus (Alessi, 2000).

La SAK facilite D’activation des plasminogene, les précurseurs de la protéase
fibrinolytique plasmine (Jin et al., 2004).

Elle forme un complexe avec le plasminogéne, qui converti ainsi en plasmine active,
d’autres molécules de plasminogéne ; dans le plasma, cette enzyme peut dissoudre des amas de
fibrine sans pour autant y associer une dégradation du fibrinogéne (Deverriere, 2007).

Cette substance thermolabile est antigénique et joue un role dans la formation d’embolies

septiques (Avril et al., 1992).

13
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Tableau 1V: Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus (Cheung, 2001).

map ou eap
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I. Les infections nosocomiales
1.1. Définition

Le terme nosocomial, vient du grec « nosos» signifiant maladie et secondairement de
« nosokomeone » qui signifie hépital; il qualifie ce qui se rapporte a ce milieu, ce qui se
contracte lors d’un séjour hospitalier (Margot et Chantal, 2009 ; Prescott, 2009).

Les infections nosocomiales sont des infections secondaires, produites par des agents
infectieux présents dans I’environnement hospitalier et contractés par des patients durant leur

hospitalisation (Bousseboua, 2002).

Les infections nosocomiales sont considérées comme une cause majeure de mortalité et
de morbidité chez les patients hospitalisés. Dont les causes sont souvent liées a des procedures
thérapeutiques, la pratique des soins infirmiers, du matériel (équipement) a la disposition des
professionnels et des utilisateurs, le comportement et les habitudes des patients pendant
I'nospitalisation, ainsi que les mesures d'hygiéne a I'hépital adoptées par I'établissement, et leurs
conséquences sont souvent graves avec un impact financier, social et psychologique (Chaib et
al., 2016).

1.2. Origine de I’infection

L’infection peut étre d’origine exogeéne (c’est a- dire 1’agent pathogéne est un agent
saprophyte absent du micro biote humain) ou plus fréquemment d’origine endogéne (c’est-a-
dire ’agent pathogéne est commensal). Sa genése dépend de plusieurs facteurs comme la
nécessité d’une colonisation préalable (quand ’infection est d’origine exogene), la présence de
facteurs liés a 1’agent pathogéne (c’est-a-dire présence de facteurs de virulence ou d’adhérence)
et des circonstances liées a I’hote lui-méme telles qu’une immunodépression transitoire ou

constitutionnelle (Legeay et al., 2014).
1.3. Fréguence et incidence

La fréquence globale des IN mesurées par des études internationales, varie entre 5 et
10% des hospitalisés (Vincent et al., 2008).

Actuellement, ’OMS estime que plus de 1,4 million de personnes dans le monde
souffrent d’IN, en permanence. Dans les pays développés, qui disposent d’hopitaux modernes,
entre 5 a 10 % des patients admis contractent une ou plusieurs infections. Un taux qui dépasse

parfois 25 % dans les pays en développement (Motaouakkil et Aalloula, 2011).
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En Algérie, les enquétes de prévalence des infections associées aux soins organisées dans
plusieurs hopitaux d’Algérie ont mis en évidence 1’importance de ce probléme de santé. Le taux
des patients infectés par une ou plusieurs IN varie selon ces enquétes parcellaires de 15 a 20%
(Ministére de la santé, 2013).

1.4. Les différents types d’infections nosocomiales

Le site de I’infection est variable selon 1’unité de soins, selon le recrutement du service,
selon les thérapeutiques et les mesures préventives. Les principales localisations infectieuses
sont illustrées dans la Figure 07 (Hamza et al., 2010).

1.4.1. Infections urinaires

Les IN urinaires sont prédominantes, cela s’explique par I’utilisation courante des
bandelettes urinaires (une sonde & demeure 63.2 % et les IN urinaires 30% a 40% des infections)
(Dia et al., 2008). 80% de ces infections sont associées a la mise en place d'une sonde vésicale,
Comme environ 15% des patients hospitalisés seront sondés au cours de leur hospitalisation, 1 a
4,5 % des IN urinaires vont se compliquer d'une bactériémie dite secondaire (Butrau-Lemaire
et Botto, 1997).

1.4.2. Infections respiratoires

Sont a la premiére place des infections dans les unités de réanimation et de soins
intensifs. (Drancourt et Adekambi, 2004). Aux premier places des facteurs de risque on cite les
dispositifs invasifs : ventilation mécanique, intubation trachéale ainsi les sondes naso-gastrique
(42.1%) qui peuvent causer (29%) des IN pulmonaires (Dia et al., 2008).

I .4.3. Infections du site opératoire

Toute intervention chirurgicale peut se compliquer d’une infection du site opératoire
(ISO), qui résulte de la multiplication d’un agent infectieux. L’ISO peut se manifester apres un
délai variable suivant la contamination qui peut elle-méme se produire avant, pendant ou apres
I’intervention. Méme dans des conditions idéales, des séries contemporaines associant
I’antibioprophylaxie et un flux laminaire font état d’un taux d’infections aprés arthroplastie
totale de hanche qui varie de 0,1 a 1 %. La mise en place d'un corps étranger (prothéses
cardiaques, vasculaires, orthopédiques, drains) est un facteur important d'infections
postopératoires (Drancourt et Adekambi, 2004).

Pour les infections du site opératoire (ISO), on accepte comme nosocomiales les
infections survenant dans les 30 jours suivant I’intervention ou s’il y a mise en place d’une
prothése ou d’un implant, dans I’année qui suit I’intervention (Hamza et al., 2010). Les facteurs

favorisant la survenue d’une ISO est une chirurgie en région anatomique contaminée ou sale, une
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duree opératoire supérieure a 50 minutes et un séjour préopératoire supérieur a 6 jours (Simon
et al., 2007).
| .4.4. Bactériémies nosocomiales primaire et secondaire

Une bactériémie est considérée comme primitive lorsqu' aucun foyer n’est retrouvé. Cette
définition inclut les infections secondaires dont le point d’appel est un cathéter (Gayvallet et al.,
2002).

Pour les infections sur cathéter, un délai de 24 heures suffit (Hamza et al., 2010). La
bactériémie peut se prolonger et entrainer une septicémie. La majorité des septicémies
nosocomiales sont dues a des bacilles a Gram negatif (75% des cas) (Drancourt et Adekambi,
2004). La fréquence des bactériémies nosocomiales est la plus élevée en unité néonatale de soins
intensifs (44.8%) et en réanimation pédiatrique (35.9%) (Gayvallet et al., 2002).

1.4.5. Les autres localisations infectieuses (représentent environ 13% des IN)

De trés nombreuses autres localisations sont possibles, on peut citer des infections du
systéme nerveux central, de la peau, du tube digestif (Drancourt et Adekambi, 2004), des voies
génitales apres instrumentations ou interruption de grossesse, des régions buccale et périnéale.
Toutes ces localisations peuvent étre a l'origine de bactériémies avec une fréquence variable
selon le degré de l'immunosuppression et la nature des germes en cause (Drancourt et
Adekambi, 2004).

® Urinaire

® Bactériémies
H Autres

B Pulmonaire
m Cutané

= Pus profond

Figure 07 : Répartition des infections nosocomiales validées en fonction du site (Botterel et al.,
2004).
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I.5. Les services a risques

Les taux d’IN sont variables selon le recrutement des services et, pour un hopital donné,
du niveau technique de ses activités. C’est ainsi que I’on constate une plus importante proportion
d’IN dans les centres hospitaliers universitaires que dans les centres hospitalier généraux, en
raison de leur activité médico-chirurgicale spécifique, notamment en termes de greffes, de
chimiothérapies lourdes ou de traitements de grands brulés (Hamza et al., 2010).

Toutes structures confondues, les services a risques, sont, par ordre décroissant, ceux de
réanimation (taux d’ IN en moyenne de 28,1 %), puis de chirurgie (7,4 %), de médecine (7,2 %),

de gynécologie-obstétrique (2,7 %) et de pédiatrie (1,4 %) (Hamza et al., 2010).

Infections liees au materiel Infections chroniques
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chez les patients !
atteints de mucoviscidose |

____________________________
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____________________________
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récidivantes

Cathéters vasculaires
|_______periphériques |

----------------------------

____________________________
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Figure 08 : Principales infections associées aux biofilms (Lebeaux et al., 2016).
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I1. Staphylocoques et risque infectieux sur les dispositifs meédicaux
11 .1. Définition d’un dispositif médical

Le dispositif médical (DM) est défini dans le code de la Santé publique de la maniére
suivante : « On entend par dispositif médical tout instrument, appareil, équipement, matiere
produit, a I’exception des produits d’origine humaine, ou autre article utilis¢ seul ou en
association, y compris les accessoires et logiciels nécessaires au bon fonctionnement de celui-ci,
destiné par le fabricant a étre utilisé chez I’homme a des fins médicales et dont 1’action
principale voulue n’est pas obtenue par des moyens pharmacologiques ou immunologiques ni
par métabolisme mais dont la fonction peut étre assistée par de tels moyens. Constitue
également un dispositif médical le logiciel destiné parle fabricant a étre utilisé spécifiqguement a
des fins diagnostiques ou thérapeutiques » (Dervaux et al., 2015).

11.2. Risque infectieux

Tous les dispositifs médicaux (DMXx) utilisés chez un patient peuvent étre des vecteurs a
I’origine de la transmission de micro-organismes pathogénes s’ils ne sont pas correctement
nettoyés et désinfectés selon des régles a respecter scrupuleusement. Ces regles simples sont
dictées par I’évaluation du risque infectieux li¢ a I'usage du dispositif médicale réutilisable
(Meunier, 2006).

Une évaluation du risque infectieux et du niveau de traitement requis est proposée : trois
niveaux de risques infectieux sont décrits selon des auteurs anglo-saxons (Meunier, 2006).

- Haut risque : correspond a I’utilisation de DMXx dits critique comme les dispositifs médicaux
invasifs de type chirurgicale (Meunier, 2006).

- Risque meédian : correspond a 1’utilisation de DMx semi-critiques, c¢’est-a-dire qui sont en
contact avec des muqueuses ou une lésée superficiellement (Missika et Drouhet, 2001). lls
pourraient alors étre les vecteurs de bactéries et levures provenant de ces tissus mais surtout
transmettre les virus vehiculés par le sang et les liquides biologiques comme le VIH, le VHB et
le VHC (Meunier, 2006).

- Risque bas : correspond a I’utilisation de DMx dits non critiques, qui ne sont pas en contact
direct avec le patient ou qui sont en contact avec une peau saine (Missika et Drouhet, 2001).
Leur utilisation sans précaution pourrait néanmoins transmettre les micro-organismes héberges
par la peau du patient vers I’utilisateur suivant. Ces micro-organismes sont ceux qui nécessitent

les précautions de type «contact» dont les bactéries multirésistantes aux antibiotiques (BMR)
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ainsi que les bactéries et levures de la flore cutanée, mais aussi les virus responsables des gastro-

entérites epidémiques (Meunier, 2006).
11.3. Types de dispositifs médicaux

Les DMx sont divisés en quatre classes en fonction du danger potentiel lié & leur emploi :

e Classe | : faible degré de risque ;

e Classe Ila : degré moyen de risque ;

e Classe Ilb : potentiel éleve de risque ;

e Classe Il : potentiel trés sérieux de risque (classe réservee aux DM implantable actifs)

Cette classification prend en compte plusieurs parametres tels que la durée d’utilisation, le
caractere invasif, les possibilités de réutilisation, la visée thérapeutique ou diagnostique et la
partie du corps en contact avec le dispositif (Balagny et Coriat, 2014).
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Tableau V : Classe des dispositifs (Balagny et Coriat, 2014).

Casse de dispositif Exemple de dispositifs concernés

Classe 1 risque potentiel faible Instruments chirurgicaux réutilisables, dispositifs
médicaux non invasifs, certains dispositifs
médicaux invasifs a usage temporaire (scalpels)
Exemples : stéthoscope, compresses

Classe 2 risques potentiels modérés DM invasifs a cours terme, DM invasifs de type
chirurgical a usage unique ou DM raccordé a un
DM de classelou supérieure (comme le circuit de la
ventilation)
Exemples : seringues, aiguilles, lignes de perfusion,
filtres antibactériens, fibroscope’ sondes
d’intubation, sec d’anesthésie locorégionale,

collecteur a urine.

Classe 3 risques potentiels élevés dispositifs médicaux implantables a long terme
destinés a permettre un diagnostique ou un
controle direct des processus physiologiques vitaux
dans les variations de parameétre peuvent présenter
un danger immédiat pour la vie de patient.

Exemples : moniteur multiparamétrique,
saturation pulsée en oxygene, moniteur de la
ventilation, moniteur de débit cardiaque,
respirateur, évaporateur, couverture de
réchauffement par air pulsé.

Classe 4 risques potentiels critiques dispositifs médicaux implantables a long terme en
contact avec le ceeur, le systéeme circulatoire
central, dispositifs implantables résorbables.

Exemples : implants mammaires, implant
articulaires de hanche, de genou et d’épaules, la
valve, stents, stimulateurs cardiaque, (dispositifs

médiaux implantables actifs) Swan gans

L’usage des DMx est important dans le traitement des maladies chroniques.
L’implantation temporaire d’un cathéter vasculaire, d’une sonde vésicale ou d’une sonde
endotrachéale est associée a des infection, dd a la multiplication bactérienne sur ces dispositifs
implantables, parmi les infections les plus courantes dans le milieu hospitalier, les bactériémies

associées aux cathéters vasculaires, les infections urinaires associées au sondage vésical et les
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pneumopathies acquises sous ventilation mécanique sont les plus fréquentes et sont considérées
comme en partie évitables (Espinasse et al., 2010).

La physiopathologie de ces infections est étroitement liée a la constitution d’un biofilm
sur ces corps étrangers (Espinasse et al., 2010).

Les staphylocoques sont reconnus comme les especes les plus communes de bactéries qui
sont responsables de causer des infections de biofilm associé. Ces bactéries sont généralement
associées a des infections chroniques liées aux cathéters et autres DMx a demeure (Oufrid et
al., 2014). La présence de films protéiques sur des implants médicaux en contact direct avec un
fluide favorisent la formation de biofilms. (Pourreau, 2008; Daniel, 2004; Goller et Romeo,

2008; Guidet, 1994).

Figure 09: 1. Biofilm produit par une souche de Staphylococcus epidermidis dans un systéme en
microplaque. Image obtenue en microscopie confocale suite a une coloration du biofilm a I’aide
de FilmTracer™ FM® 1-43 (Tremblay et al., 2014). 2. sur un cathéter veineux,un biofilm fait
de S.epidermidis ;celui-ci enchasse les colonies bactériennes et les fait adhérer au cathéter

(microscopie éléctronique a balayage,6.000) (Prescott et al., 2007).

11.4. Physiopathologie

Dans le corps humain, la fixation a des protéines de matrice humaines représente la
premiere étape de la formation de biofilm. S. epidermidis et S. aureus expriment des dizaines de
soi-disant MSCRAMMSs (composants de surface microbienne qui reconnaissent des molécules
de la matrice adhésive) qui ont la capacité de se lier a des protéines de matrice humaines telles
que le fibrinogéne ou la fibronectine, Et combinent souvent une capacité de liaison pour

plusieurs protéines de matrice différente (Patti et al., 1994).

22



Chapitre 02 Les infections nosocomiales a Staphylocoques

L’adhésion initiale, réversible au départ, puis progressivement irréversible, est régie par
I’équilibre entre trois forces physico-chimiques fondamentales non spécifiques (van der Waals
ou hydrophobes, électrostatiques, et interactions acide/base). Cette étape de colonisation
implique une relation complexe entre le biomatériau, les protéines de I'hdte tapissant le
biomatériau et les adhésines bactériennes responsables de la liaison des microorganismes au
biomatériau (Vafidis et al., 1984; Characklis et Marshall, 1990; Mack, 1999).

Une fois les premiéres bactéries fixées sur la surface, I’étape suivante est une phase de
maturation. Cette de la formation de biofilms est caractérisée par :

a) l'agrégation intercellulaire qui peut étre accompli par une variété de molécules telles
que des protéines adhésives ou a base de polysaccharides généralement exopolymeres,

b) Les forces biofilm structurants qui conduisent a I'apparition en 3 dimensions typique
de biofilms matures avec ses tours de cellules de champignons comme autour de canaux remplis
de fluide (Otto, 2009).

Le détachement des bactéries est la derniere étape de développement du biofilm. Cette
phase est essentielle car elle permet aux bactéries de disséminer dans 1’organisme et de coloniser
d’autres sites infectieux. Plusieurs facteurs peuvent contribuer au détachement:

a) Les forces mécaniques, telles que I'écoulement dans un vaisseau sanguin,

b) la cessation de la production de matériaux de construction de biofilm, tels que des
exopolysaccharides,

c) les facteurs de détachement stricto sensu, tels que des enzymes qui détruisent la
matrice, ou des agents tensio-actifs (Otto, 2009).
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Figure 10 : Phases de développement de biofilm a staphylocogues (Otto, 2009).
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11.5. Résistance des biofilms aux antibiotiques

L’antibiorésistance développée par les biofilms bactériens pose de sérieux problémes en
matiere de santé publique, puisqu’elle rend difficile le traitement des infections due a des
biofilms. , les bactéries d’un biofilm sont généralement moins sensibles aux antibiotiques et aux
désinfectants que ces mémes bactéries sous forme planctonique. (Tremblay el al., 2014). Des
transferts de caractéres de résistance de cellule a cellule permettent d’expliquer I’apparition
d’antibiorésistance au sein de biofilms (Andrel et al., 2000). En fait, les bactéries d’un biofilm
peuvent étre de 10 a 1000 fois plus résistantes aux agents antimicrobiens (Tremblay el al.,
2014).

Cependant, la base moléculaire de ce phénoméne n'a été que récemment encore étudiée.
Deux mécanismes principaux contribuent a la résistance biofilm:

a) la prévention de la substance antibactérienne d'atteindre sa cible, par exemple par
diffusion limitée ou de répulsion,

b) la physiologie spécifique d'un biofilm, ce qui limite l'efficacité des antibiotiques,
notamment de celles qui ciblent les processus cellulaires actifs et qui peuvent également inclure
spécifique sous-populations de cellules résistantes (persisters) (Otto et al., 2009).

La diffusion limitée des antibiotiques a travers la matrice du biofilm extracellulaire peut
étre le mécanisme de résistance a certains antibiotiques, tels que la ciprofloxacine chez P.
aeruginosa (Walters et al., 2003), alors que plusieurs autres (par exemple rifampicine et
vancomycine) ont été montrés pour briser le couche exopolysaccharide de S. epidermidis. (Otto
et al., 2009)

11.6. Biofilm et systéme immunitaire

Les bactéries sessiles sont protégées de 1’action des anticorps par la structure méme du

biofilm (r6le de la matrice). Les anticorps synthétisés éliminent alors uniquement les bactéries
planctoniques qui se sont détachées du biofilm. Ils ne peuvent pas détruire les bactéries du
biofilm et endommagent les tissus voisins (Costerton, 1999).
Ces communautés sessiles de micro-organismes exercent un chimiotactisme sur les phagocytes,
qui sont alors attirés localement. Mais les biofilms sont résistants aux anticorps, aux phagocytes
et aux antibiotiques. Les phagocytes sont donc inefficaces sur les biofilms : la phagocytose n’a
donc pas lieu, mais on assiste a une libération massive locale d’enzymes phagocytaires .Les
enzymes phagocytaires libérées localement vont endommager les tissus avoisinants et éroder la
surface du biofilm, entrainant la libération de bactéries planctoniques qui vont essaimer a partir
du biofilm (Percival, 2004 a ; Percival, 2004 b).
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La capacité des bactéries sessiles a résister a la réponse immunitaire de 1’hote favorise le
développement d’infections persistantes (Hall-Stoodley et al., 2009). Méme chez les individus
immunocompétents, les infections liées au biofilm sont rarement résolues par les mécanismes de

défense de 1’hote (Costerton et al., 1999).

EJ Antviotic  [E§ Antibody ) Planktonic cell @ Biofiim cell [l Phagocyte enzymes

Figure 11 : Présentation schématique de la réponse immunitaire lors d’une infection liée au
biofilm(a) les bactéries planctoniques peuvent étre détruites par les anticorps, les phagocytes et
sont sensibles aux antibiotiques, (b) les bactéries regroupées en communauté sessile sont
résistantes a 1’action des anticorps, des phagocytes et des antibiotiques, (C) les phagocytes sont
attirés par le biofilm ; la phagocytose est inefficace (« frustratedphagocytosis ») mais des
enzymes sont libérées par les phagocytes et (d) les enzymes phagocytaires altérent le tissu autour
du biofilm et liberent des bactéries planctoniques ; cette libération entraine la dissémination de

I’infection vers les tissus voisins (Costerton et al., 1999).
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|. Lieu et cadre d’étude

Notre étude a été menée a la paillasse de bactériologie a I'établissement publique
hospitalier Ahmed ben Bella de khenchela entre Mars et Mai 2016.

Photographie 01 : Vue générale de 1’établissement publique hospitalier Ahmed ben Bella de
khenchela.

1. Matériel

11.2. Milieux de culture solides

- Gélose Chapman.
- Gélose nutritive.
- Gélose au sang cuit.

- Mueller Hinton.
11.3. Milieux de culture liquides

- Bouillon cceur cervelle (BCC), [Brain heart broth (BHIB)].
- Bouillon nutritif (BN).

11.4. Test biochimique

- Eau oxygenée a 10 volumes.
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11.5. Antibiotiques en disques

Tableau VI : L’antibiogramme pour Staphylococcus sp (AARN/SANTE).

p LACTAMINES

Pénicilline P 10Ul
Oxacilline OoX 30
Céfoxitine FOX 30

M.L.S

Erytromycine E 15
Lincomycine L 30
Clindamycine DA 02
Pristinamycine PT 15

GLYCOPEPTIDES

Vancomycine VA 30
Teicoplanine TEC 30
CYCLINES
Tétracycline TE 30
AMINOSIDES

Kanamycine K 30

Amikacine AK 30

Gentamycine CN 10

FLUOROQUINOLONES
Ofloxacine OFX 05
DIVERS

Acide Fusidique FA 10

Chlorampheénicol C 30

Rifampicine RA 05
Cotrimoxazole SXT 1.25/23.75

Ciprofloxacine CIP 05
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I11. Méthode

I11.1. Origine de prélévement

Les prélévements ont été effectués a 1’hopital Ahmed ben Bella de khenchela, au niveau

des services :

- Service de médecine interne (femme, homme)

- Service de réanimation

- Service de chirurgie général d’urologie (femme, homme)
- Services de chirurgie traumatologie (femme, homme)

Les malades inclus dans cette étude, présentent une pathologie lourde nécessitant la pose
de cathéter veineux, indispensable pour 1’administration de I’antibiothérapie, des produits
sanguins et de l’alimentation parentérale. Les extrémités de cathéter ont été prélevées
aseptiquement. Les raisons de [’enlévement du cathéter sont les suivantes : mauvais
fonctionnement, des signes d’infection au niveau du site d’insertion (rougeur au niveau du point

d’injection, douleur, induration, hématome), ou a cause d’une suppression accidentelle.
I11.2. Critéres d'inclusion

- Tout nouveau cathéter veineux maintenu plus de 48h.

- Posé dans des conditions d’asepsie chirurgicale.

- Toute nouvelle sonde vésicale maintenue plus de 48h, et posée dans des conditions d’asepsie de
soin.

- Toute nouvelle sonde naso-gastrique maintenue plus de 48h, et posée dans des conditions

d’asepsie de soin.

111.3. Prélevement distal protégé
e Prelévement des cathéters vineux

Pour le diagnostic des infections du cathéter nous avons utilisé dans cette étude une
méthode qui nécessite I'ablation du cathéter par la culture quantitative de Brun Buisson (1987).

L’ablation du cathéter doit se faire stérilement, et son extrémité distale (la totalité de la
partie insérée pour les cathéters courts, 5cm pour les cathéters longs) (Timsit, 2003 ; SFM,
2007), coupée et immergé dans 1ml de solution saline, et adressée au laboratoire. Ou il est agité
pendant 1mn sur vortex pour détacher du cathéter le produit pathogéne (Benbella, 2013). Puis

ensemencée 10ul sur le milieu de culture.
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Photographie 02 : Méthodes de préléevement de cathéter vineux.

e Prelévement des sondes vésicales
Pour I’analyse microbiologique des sondes urinaires nous nous sommes référées a la
technique de « Brun-Buisson » utilisée pour les cathéters qu’on a adaptée et appliquée aux
sondes urinaires. A cet effet, les 10 cm de ’extrémité terminale de la sonde urinaire sont mises
dans 2 ml d'eau physiologique stérile qu'on a agitée au vortex pendant 1 minute. Puis ensemencer

10pl sur les milieux de culture.

Photographie 03: Méthode de prélevement des sondes vésicale.

e Prélevement des sondes naso-gastriques
Pour I’analyse microbiologique des sondes naso-gastriques nous nous sommes référées a
la technique de « Brun-Buisson » utilisée pour les cathéters qu’on a adaptée et appliquée aux
sondes naso-gastriques.
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Photographie 4: Méthode de prélevement des sondes naso-gastriques.
I11.4. Isolement et purification

L’isolement direct est pratiqué sur le milieu sélectif (Chapman) et sur le milieu gélose au
sang cuit (GSC). A I’aide d’une micropipette on préléve 10ul de liquide et mettre sur le milieu,
puis par I’anse de platine ou d’une pipette Pasteur on ensemence sur gélose en boite de Pétri, de
facon a obtenir des colonies bien isolées aprés une incubation a 37°C pendant 24 heures. Afin de
confirmer la pureté des souches, nous avons effectué des repiquages successifs en alternant

milieu liquide (bouillon BHIB) et milieu gélosé sélectif Chapman.
111.5. Identification

L’identification comporte une série des étapes, se succédant le plus souvent dans un ordre
déterminé ; les souches isolées ont été identifiées par des techniques microbiologiques standards
(la coloration de Gram, catalase et test de coagulase). Les résultats obtenus au cours de chaque

étape permettent I’orientation des démarches ultérieures.

111 .5.1. Examens macroscopiques

e Milieu de Chapman

Le milieu Chapman est un milieu sélectif pour les staphylocoques, sa teneur élevée en
chlorure de sodium limite le développement de certains germes autres que Staphylococcus. Les
microorganismes fermentant le mannitol donnent des colonies jaunes. Ce caractere est un critere
d’orientation pour I’identification de Staphylococcus aureus (Leyral et Vierling, 2007).

Les colonies entourées d’une zone rouge ou pourpre, mannitol — sont des Staphylocoque
blanc (Delarras, 2007).
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e Gélose au Sang Cuit
Sur gélose au sang cuit, en 24 heures les colonies sont circulaires, volumineuses, opaques
éventuellement pigmentées et de couleur jaune dore et légerement bombeées ou aplaties; elles

présentent une surface luisante et humide (Kloos, 1999).

111.5.2. Examens microscopiques
e Coloration de gram
La coloration de Gram est un procédé qui permet de diviser les bactéries en deux
groupes distincts : les bactéries a coloration de Gram positive et les bactéries a coloration de
Gram négative. Cette coloration permet en plus de préciser la morphologie et le mode de
regroupement des cellules. Les bactéries Gram négatif apparaissent colorées en rose tandis que

les bactéries Gram positif sont colorées en violet (Prescott et al., 2003).

~ 1-Realisation du frottis

Fixer le frottis par la chaleur Passé la lame lentement au- dessus

De bec bunsen et laisser refroidir.

2 Coloration par le violet de gentiane

Recouvrir la lame par violet de gentiane Laisser 1 min.

Laisser 1 min

Rincer a I’eau distillée.

© 3-mordancagepar lelugol.  4- Décoloration par Palcool

Recouvrir le frottis par Lugol Recouvrir le frottis d’alcool (éthanol)
Laisser 1 min Laisser 30 s
Eliminer I'exces de lugol et rincer la lame Laver le frottis a I'eau distillée.

Recouvrir le frottis par la fuchsine

Laisser 1 min

Rincer le frottis a I'eau distillée
Sécher la lame entre 2 feuilles de papier essuie-tout
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Une fois séchés, les lames ont ét¢ examinées sous microscope optique a ’aide de
I’objectif @ immersion (x100). Des microphotographies sont réalisées a 1’aide d'un microscope
triloculaire doté d’un appareil photographique numérique La coloration de Gram est effectuée a
partir des colonies cultivées sur gélose au sang cuit présentant 1’aspect caractéristique du
Staphylococcus. Aussi, elle peut étre réalisée a partir du milieu de Chapman, pour confirmer la

présence de cocci en diplocoques et en grappes de raisin (Chaala, 2013).

Photographie 5 : Un microscope équipé d’un appareil photographique numérique.
I11.6. Identification biochimique

En plus des caractéres morphologiques, I’identification est aussi effectuée sur la base de
quelques caracteres biochimiques:
111.6.1. Catalase

La catalase est une enzyme possédant, comme les cytochromes, une coenzyme formé
d’un héme incluant un atome de fer Ill. Elle joue un réle majeur dans I’élimination du peroxyde
d’hydrogéne (Joffin et Leyral, 2006), Ce test permet de différencier les staphylocoques des
streptocoques. A partir d’un isolement, une petite quantité de culture bactérienne est prélevée;
puis placée sur une lame, on fait réagir la colonie dans 1 goutte de peroxyde d’hydrogene
(H20y).

Une réaction positive se traduit par le dégagement de bulles de gaz (oxygéne), la réaction

se fait selon I’équation :

Catalase
2H202 > 2H20 + 02

fiE)




Matériel et méthodes

Ce test, peut étre réalisé en tube contenant 0.5 ml de H202. On preleve des colonies et on
les introduit dans le tube. Le résultat et identique a celui obtenu lors du test sur lame (Aouati,
2009 ; Chaala, 2013).

111 .6.2. Recherche de Staphylocoagulase
e Coagulase libre

La propriété de Staphylococcus aureus de provoquer la coagulase d’un plasma recueilli
sur anticoagulant est un critére important de son identification. Elle est due a la sécrétion d’une

enzyme : la staphylocoagulase ou coagulase (Joffin et Leyral, 2006).

Parmi les Staphylococcus, pratiqguement seul Staphylococcus aureus la possede. Certaines
souches de Staphylococcus aureus peuvent en étre dépourvues (10 a 15% en milieu hospitalier).
La perte de la coagulase étant souvent reliée a un traitement antibiotique. L’observation du
caractére coagulase négative doit donc étre confirmée par la mise en ceuvre d’autres tests

(protéineA, récepteur au fibrinogéne, thermonucléase...) (Joffin et Leyral, 2006).

La détection de cette coagulase s’effectue en ajoutant dans un tube a hémolyse 0.5 ml de
plasma humain et 0.5 ml d’une culture de staphylocoques de 24 h en bouillon. Le mélange est
placé a I’étuve a 37°C et est incubé pendant 24 heures. Les souches de S. aureus provoquant la
coagulation du plasma le plus souvent les trois premieres heures, Un test positif se traduit par la

formation d’un coagulum (Karam, 2004).
e Coagulase liée

La recherche de la coagulase des staphylococcus est compliquée par la présence d’un
récepteur au fibrinogene provoquant 1’agglutination de la souche placée dans un plasma oxalaté
(ou parle coagulase lié). Ce phénoméne ne se produit pas a partir d’une culture en bouillon
(Joffin et Leyral, 2006).Un résultat positif se manifeste par ’apparition d'une agglutination 5 a

20 secondes plus tard (Karam, 2004).
111.6.3. Conservation des souches

Les souches sont conservées dans des tubes de gélose nutritive inclinés a une température
de 4°C (ces bacteries sont placées dans un état de vie ralentie ou momentanement suspendue

donc dans des conditions peu favorables pour leur multiplication).
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111.6.4. Antibiogramme des souches isolées

Une fois les étapes d’isolement et d’identification terminées, on passe a 1’¢tude de
I’antibiorésistance (résistance et/ou sensibilité vis-a-vis de différents antibiotiques) des bactéries
qu’on a pu isolé et identifié a partir de nos prélévements. Sur le plan théorique, différentes
techniques sont utilisées pour cette étude. En milieu solide (gélose), la principale technique
connue c’est : la technique des disques. Dans notre étude, la méthode des disques (diffusion en
milieu solide ou antibiogramme standard) est utilisée pour 1’étude de 1’antibiorésistance de toutes

les especes qu’on a pu identifier.
111.6.4.1. Le controle de qualité

Le controle de qualité interne ou QCI est un « auto contrble », au cours duquel chaque
microbiologiste doit contrdler toute technique de laboratoire qu’il pratique ; dans le cas présent il

s’agit de la technique de I’antibiogramme. Ce contrdle a pour but d’assurer :
- La précision et la fiabilité de la technique des tests de sensibilité.
- La performance des réactifs utilisés dans les tests.
- La performance du personnel qui effectue les tests et la lecture. (Annexe 3)

111.6.4.2. Technique de I’antibiogramme (CASFM, 2014).
e Inoculum
- A partir d’une culture pure de 18 H sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse de platine
quelque colonies bien isolées et parfaitement identiques ;
- Décharger I’anse dans 5 a10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9 % ;
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5 Mac
Farland ou a une DO de 0.08 & 0.10 lue a 625 nm ;
- L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de I’eau
physiologique stérile s’il est tés fort ;
- L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de I’inoculum.
e Ensemencement
- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;
- L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne en tube, afin de le
décharger au maximum ;

- Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas en stries serrées;
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- Répéter ’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de faire
pivoter 1’écouvillon sur lui-méme .Finir I’ensemencement en passant [’écouvillon sur Ia
périphérie de la gélose ;
- Application des disques d’antibiotiques ;
- Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide d’une pince bactériologique stérile pour s’assurer
de son application .Une fois appliquée le disque ne doit pas étre déplacé.

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

e Lecture
- Mesurer avec précision, les diameétres des zones d’inhibition.
- Comparer ces résultats aux valeurs critiques figurant dans la table de lecture de (CASFM,
2014).

- Classer la bactérie dans 1’une des catégories : sensible, intermédiaire ou résistantes.
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I. Résultats descriptifs des dispositifs médicaux
I .1. Prélévement

Au cours de la période d’étude s’étalant du Mars au Mai 2016, 62 prélevements a partir
des dispositifs médicaux on été collectées aseptiquement a 1’établissement publique hospitalier
Ahmed ben Bella de khenchela, dont 15 sondes vésicales, 35 cathéters veineux et 12 sondes
naso-gastriques. Les services concernes sont : le service de chirurgie général d’urologie, le

service de médecine interne, service de chirurgie traumatologie et réanimation.

Tableau VII : Répartition des prélevements selon leur nature

Type de prélevements Nombre des préléevements Pourcentage
Cathéters veineux 35 56%
Sondes vesicales 15 24%
Sondes naso-gastriques 12 20%
Total 62 100 %

Tableau VII1 : Répartition des prélevements par services.

Les Services Nombre des prélévements Pourcentage
Réanimation 11 18%
Chirurgie général d’urologie 23 37%
Médecine interne 18 29%
Chirurgie traumatologie 10 16%
Total 62 100%
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Prélévement

La répartition des prélévements selon leur origine
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Figure 12: Répartition des prélévements selon leur origine

| .2. Classification selon la nature des biomatériaux

Le tableau illustre la nature des biomatériaux avec lesquels sont fabriqués nos instruments

d'étude.

Tableau IX : Nature des matériaux qui constituent les dispositifs médicaux implantables

Dispositifs médicaux | Nature des biomatériaux Fabricant
Cathéters vineux Silicone Algérie
Sondes vésicales Silicone Italie

Sondes naso-gastriques Silicone Inde

Selon le Comité Technique National des

Infections Nosocomiales (1999) les

biomatériaux les moins impliqués dans le risque infectieux sur cathéter sont ceux qui sont les

moins thrombogénes, les moins hydrophobes et ceux qui favorisent le moins d’adhérence

microbienne. La nature des matériaux qui constituent les instruments utilisés au niveau des

quatre services sont la silicone, n’ont pas limité la survenue d’une infection liée aux ces

instruments malgré leur caractere moins thrombogenes et moins hydrophobes ce qui suggére

I’implication d’autres facteurs qui favorisent I’infection de ces dispositifs implantables.
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Des examens en microscopie électronique ont en effet montré une adhésivité
préférentielle des bactéries au niveau des irrégularités de surface des cathéters que celle-ci soit
soient d’origine (matériaux de mauvaise qualité) ou qu’elle soit provoquée par I’effet corrosif de

certaines chimiothérapies (Vaudaux et al., 1989).

I .3. Classification des dispositifs médicaux utilisés selon le niveau de risque et leur fonction

Il existe différents types de dispositifs médicaux classés soit en fonction de leur rdle ou
en fonction du risque qu'ils représentent (Leslie, 2013). Le tableau illustre le niveau de risque et

la fonction des instruments utilisés

Tableau X: le niveau de risque et la fonction des dispositifs médicaux utilisés

dispositif médical Le niveau de risque La fonction
Cathéters vineux Haut risque Implantable
Sondes vésicales Haut risque Implantable
Sondes naso-gastriques Haut risque Implantable

1.4. Les facteurs de risques liés aux dispositifs médicaux utilisés

Plusieurs facteurs peuvent étre responsables des contaminations sur les instruments ce

sont principalement 1'age et la durée d’implantation.

1.4.1. L’age des patients

Les résultats de notre étude montrent que la tranche d'age de 41 a 60 était la plus
concernée par l'utilisation des dispositifs médicaux. Cela peut étre expliqué par le fait que le

nombre des patients hospitalisés de cette tranche durant cette période est plus important.
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Répartition des prélévements selon I'age des
patients
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Figure 13 : Répartition des prélevements selon I'adge des patients.

L’un des facteurs de risque liés aux patients est 1’age. Nos résultats montrent que la
majorité des patients ayant une infection nosocomiale (36%) ont une tranche d’age entre 41 et 60
ans, et qu’une proportion non négligeable (26%) a un age supérieur a 61 ans. Ce résultat ne
concorde pas avec la littérature qui souligne que 1’age est un facteur de risque infectieux aux
deux extrémités de la vie, avant 1 an et apres 75 ans ou ceci peut aisément s’expliquer par

I’importance de la morbidité chez le sujet 4gé (Cruse et Foord, 1980).

1.4.2. La durée de ’implantation des dispositifs médicaux

La relation de la présence et la croissance des staphylocoques avec la durée
d’implantation des dispositifs médicaux est une relation proportionnelle.

Tableau Xl : La durée d’implantation des dispositifs médicaux

Dispositif médical La durée d’implantation
Cathéters veineux 437 jours
Sondes vésicales 5a15 jours
Sondes naso-gastriques 4 jours a 1 mois

Le facteur principal de risque est la durée de cathéterisation (Burin des rosiers, 2002)
lorsque la durée augmente le nombre et la colonisation des microorganismes qui forment des

biofilms augmente aussi.
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1.5. Sexe des patients

Nombre de patients hospitalisés par les staphylocoques
selon le sexe

B Homme
® Femme

Figure 14 : Nombre de patients hospitalisés par les Staphylocoques selon le sexe

Dans cette étude, I’infection sur cathéter et sonde est significativement plus fréquente
chez les femmes dans les services concernés par notre étude, cela peut étre expliqué par le fait
que le nombre des femmes durant cette période est plus important. Il n'‘existe aucune publication

a ce sujet signalant l'implication du sexe dans la survenue de 1’infection sur implant médical.
I1. Résultats bactériologiques

Au cours de la période d’étude, 62 prélevements a partir des dispositifs médicaux on été
collectées aseptiquement a 1’établissement publique hospitalier Ahmed ben Bella de khenchela.
Aprées I’incubation des milieux de cultures utilisés on a obtenu 30 cultures positives et 32

cultures négatives.

La répartition des cultures positives et négétives
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Figure 15 : La répartition des cultures positives et négatives.
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11.1. Isolement et identification des Staphylococcus spp

Un total de 30 isolats positifs de Staphylococcus a été isolé a partir des dispositifs
médicaux chez des patients hospitalisés. 07 isolats ont été isolés a partir des sondes vésicales, 9
isolats ont été isolés a partir sondes naso-gastriques, et 14 isolats ont été isolés a partir des

cathéters vineux.
11.1.1. Aspect des colonies

Sur les deux milieux de cultures (Chapman, gélose au sang cuit), les colonies présentant
I’aspect macroscopique caractéristique du genre Staphylococcus ont été prélevées.

Sur le milieu Chapman, les colonies de Staphylococcus apparaissent souvent pigmentées
et entourées d’une aréole jaune dans le cas ou le mannitol est fermenté (Photographie 6.1), sinon
les colonies sont de couleur blanche (Photographie 6.2). Ces colonies sont arrondies a bords

réguliers de | mm de diametre apres 24 heures d’incubation a 37°C.

Photographie 6.1: Colonie de Photographie 6.2: Colonie de

Staphylococcus manitol + Staphylococcus manitol -

Sur gélose au sang cuit, les colonies ont une couleur blanche ou jaune pigmentée, d’un

diametre variant entre 1 a 3 mm de diametre, apres 24 heures d’incubation a 37°C.
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Photographie 07 : Aspect des colonies de Staphylococcus isolées sur milieu gélose au sang
I1.1.2.Coloration de Gram

La coloration difféerentielle pour les 30 isolats isolés met en évidence des cocci

sphériques, en grappe de raisin, en paires, colorés en violet.

5 -
ﬁ/_ 1"1'.;4 -

Photographie 08 : Résultats de la coloration de Gram.

11.1.3. Test catalase

Un test catalase a été pratiqué sur quelques colonies, ’apparition d'un dégagement de

bulles met en évidence un test catalase positif.
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Photographie 09 : Production de catalase par les cocci a Gram positif isolés

11.1.4. Test de coagulase

11.1.4.1. Test de coagulase libre

Ce test permet la recherche de la coagulase, exo enzyme capable in vitro de coaguler le
plasma oxalaté d’humais ou de lapin. Parmi les Cocci Gram positif, catalase positive, seules les
souches de Staphylococcus aureus provoquent la coagulation du plasma oxalaté. Les cocci a
Gram positif, catalase positive, testés pour la production d’une coagulase, présentent un
phénotype variable.
- 08 isolats a coagulase positive : Staphylococcus aureus;

- 22 isolats a coagulase négative : Autres espéces de staphylocoques.

Photographie 10 : Résultat du test de coagulase libre.

La coagulase transforme le fibrinogéne en fibrine, ce qui conduit a la coagulation du
plasma (Zinzendorf et al., 2008).
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Coagulase positive : Il y a formation d'un coagulum de fibrine. Le fibrinogéne (soluble) a donc
était transformée en fibrine (insoluble) la bactérie posséde donc une coagulase libre. Elle est dite
coagulase positive.

Coagulase négative : Il n'y a pas de formation d'un coagulum de fibrine. Le fibrinogéne
(soluble) n'a donc pas était transformé en fibrine (insoluble) la bactérie ne posséde donc pas de

coagulase libre. Elle est dite coagulase négative.

11.1.4.2. Test de coagulase liée
Les staphylocoques qui possédent le récepteur au fibrinogéne et/ou la protéine A sont
capables d’agglutiner des particules de latex ou des hématies recouvertes de fibrinogene et
d’immunoglobulines humaines.
Si l'agglutination est positive, présence du récepteur au fibrinogene et/ou de la protéine A
conclure a ’espéce Staphylococcus aureus.
Les résultats de I’identification sont illustrés dans le tableau.

Tableau XI1 : Résultats de I’identification par les techniques microbiologiques standards

Caracteres Coloration de Gram Test catalase Test coagulase
principaux
30 isolats sont : Cocci a Gram positif, | Catalase positive -08 isolats : coagulase
colorés en violet, positive
regroupés en grappes -22 isolats: coagulase
de raisin ou en paires négative

11.2. Répartition des isolats de Staphylococcus isolés a partir des dispositifs médicaux

11.2.1. Répartition des isolats selon leur classification

L’identification des 30 isolats de Staphylocoques a donné :
- 08 Staphylocoques a coagulase positive (SCP) : Staphylococcus aureus;

- 22 Staphylocoques a coagulase négative (SCN).
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Répartition des isolats de Staphylococcus selon
leur classification

BmSCP
O SCN

Figure 16 : Répartition des isolats de Staphylococcus selon leur classification.

La figure illustre une dominance primordiale des staphylocogues a coagulase négative
(SCN), ce qui pourrait s’expliquer par leur prédominance dans la flore commensale cutanée et

leur capacité d’adhérer a la surface des dispositifs médicaux.
11.2.2. Répartition des isolats de Staphylococcus selon la nature du dispositif médical étudié
11.2.2.1. Répartition des isolats de Staphylococcus sur les sondes vésicales

Parmi les isolats qui sont isolés a partir des sondes veésicales, on trouve que les SCN sont

le plus isolées a 58%, que les S.aureus a 42%.

La répartition des isolats de Staphylococcus
isolés a partir des sondes vesicales

H S.aureus
= SCN

Figure 17 : Répartition des isolats de Staphylococcus isolés a partir des sondes vésicales
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11.2.2.2. Répartition des isolats de Staphylococcus sur les cathéters veineux périphérique

Sur les cathéters veineux periphériques on trouve les deux isolats suivants avec une

proportion sur 30% pour les S. aureus et 70% pour les SCN.

La répartition des isolats de Staphylococcus isolés
a partir des catheters veineux

m S.aureus
OSCN

Figure 18 : Répartition des isolats de Staphylococcus isolés a partir des cathéters veineux

11.2.2.3. Répartition des isolats de Staphylococcus sur les sondes naso-gastriques

Sur les sondes naso-gastriques les S.aureus sont plus isolées a 88% que les SCN a 12%.

La répartition des isolats de Staphylococcus
isolés a partir des sondes naso-gastrique

12%,

B S.aureus
O SCN

Figure 19 : Répartition des isolats de Staphylococcus isolés a partir des sondes naso-gastrique

Les staphylocoques sont responsables de la grande majorité des infections causées par
des biofilms (Otto, 2008). La présence de films protéiques sur des dispositifs médicaux en
contact direct avec un fluide favorisent la formation de biofilms, Essentiellement les

Staphylococcus a coagulase négative puis les Staphylococcus aureus (Mermel et al.,

2009).
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I11. Effet des disques d'antibiotique sur les Staphylocoques

L’évaluation de la sensibilité aux antibiotiques des isolats isolées a partir des dispositifs
médicaux, aux niveaux des services de chirurgie traumatologie, chirurgie général d’urologie,
médecine interne et réanimation de 1’établissement publique hospitalier Ahmed ben Bella
khenchela, s’avére d’une importance primordiale, vu qu’elle oriente le choix des traitements et
permet de réduire la pression de sélection exercée par les antibiotiques.

Les tests d’évaluation de la résistance aux antibiotiques ont été réalisés selon la méthode
classique de diffusion de I’antibiotique en gélose a partir de disques imprégnés d’antibiotiques,
selon les recommandations de la NCCLS.

Les Staphylococcus isolés ont étés testée vis-a-vis de 19 antibiotiques couramment
utilisés en thérapeutique clinique.

Sur 30 isolats identifiés, nous avons effectué des antibiogrammes, et les résultats obtenus
sont les suivants :

Les SCN ont été comparées avec S, aureus pour leur taux de résistance vis-a-vis les 19

antibiotiques utilisés.

e Pour les p-lactamines
Les isolats étudiées de S, aureus ont présentés un taux ¢levé de résistance de 1’oxacilline
(OX), Céfoxitine (Fox) et peénicilline (P) a 100% par rapport a SCN, ce qui traduise

I’échappement de S.aureus a I’action de B lactamine.

Photographie 11: Effet de B-lactamines sur les isolats de S.aureus isolés & partir des dispositifs

médicaux

(e
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Pourcentage de résistance de S.aureus et SCN
vis-a-vis les p-lactamines
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Figure 20: Pourcentage de résistance de S, aureus et SCN vis-a vis les B-lactamines

Les B-lactamines ont pour cibles différentes enzymes (« protéines liant les pénicillines »
ou PLP) impliquées dans la formation du peptidoglycane. La fixation des B-lactamines a ces
cibles entraine 1’absence de polymérisation du peptidoglycane et secondairement la synthése par
la bactérie d’autolysines conduisant a sa mort. Les B-lactamines sont donc bactéricides (Daurel
et Leclercq, 2008).

e La résistance a la méticilline
Une souche est dite « résistante a la méticilline » lorsqu’elle présente une résistance aux

pénicillines du groupe M, et par extension a toutes les B-lactamines (CASFM, 2010).

L’oxacilline fait partie des pénicillines M qui sont anti-Staphylococciques et résistantes a
la pénicillinase du staphylocoque (Gutmann et Goldstein, 1985).

La résistance a la méticiline a été testée selon les recommandations du Comité de
I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie en utilisant un disque d’oxacilline.

La résistance a la méticilline chez S. aureus est due a I’expression d’une protéine liant la
pénicilline de faible affinité pour les B-lactamines, la PLP (Dunman et Projan, 2001).

Les souches SARM sont le plus souvent résistantes a d’autres classes d’antibiotiques
(Speller et al., 1989), elles sont considéréees comme des bactéries multirésistantes, et la
résistance a la méticilline est depuis lors utilisée, comme marqueur de multirésistance (Grohs,
2009).

Bien qu’il n’existe pas de définitions de la multirésistance universellement acceptée, certains
auteurs qualifient les microorganismes multirésistants par leur aptitude a résister a une ou
plusieurs classes d’antibiotiques (Siegel et al., 2007), d’autres requiérent pour cette

multirésistance au moins trois molécules d’antibiotiques (Kesah et al., 2003).

48



Résultats et discussion

e Pour les Aminosides
Les SCN et S.aureus présentent un taux élevé de sensibilité aux 1’Amikacine et
Gentamicine, et une résistance observée a 75% pour les S.aureus et sur 50% pour les SCN vis-a-

vis la Kanamycine.

Photographie 12 : Effet des aminosides sur les isolats de SCN

Pourcentage de résistance de S.aureus et
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Figure 21: Pourcentage de résistance de S.aureus et SCN vis-a vis les Aminosides

Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides a large spectre : actifs sur les
staphylocoques, perturbent la synthése des protéines au niveau du ribosome. lls doivent donc

pénétrer a I’intérieur de la cellule bactérienne (Simonet, 1989).

(a9
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e Pour les MLS

Les Staphylocoques a coagulase négative présent une résistance importante vis-a-vis

I’Erythromycine et Clindamycine a 1’exception faite pour la Pristinamycine qui s’est révélée

active sur les SCN isolées, Contrairement aux S, aureus qui se sont sensibles a ces ABT.

Photographie 13.1: Effet des MLS

sur les isolats de S.aureus

Photographie 13.2 : Effet des MLS

sur les isolats de SCN
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Figure 22 : Pourcentage de résistance de S, aureus et SCN vis-a-vis les MLS

Les MLS inhibent la synthése protéique au niveau du ribosome. lls se fixent tous au

niveau de la sous-unité 50S, mais le mécanisme exact de leur action est encore trés mal connu

(Buu-Hoi, 1985).
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e Pour les glycopeptides
Selon le Comité de 1’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (2014).
Le disque de Vancomycine ne permet pas de différencier les souches voncomycine « S » et « | »
de Staphylococcus aureus, ni de différencier les souches vancomycine « S», « I » et « R » de
SCN, car les diametres d’inhibition sont similaires. La détermination de la CMI de VVancomycine
est obligatoire.
Aprés La détermination de la CMI on trouve que la Vancomycine est active sur 100%

des isolats de S.aureus et 50% pour les isolats de SCN

VA

Photographie 14 : Effet de la Vancomycine sur les S.aureus isolés a partir des dispositifs

médicaux

La Vancomycine inhibe la transglycosylation en se liant aux substrats de la
transglycosylase, c'est a dire le peptidoglycane naissant et la chaine lipidique monomeére
précurseur situee sur la muréine dans la surface extérieure de la membrane cytoplasmique. Elle
se lie a ces cibles vitales en reconnaissant les extrémités de D-alanyl-D-alanine dipeptidiques des

muropeptides (Reynolds, 1989).

Une sensibilité de 100 % pour les deux isolats S.aureus et SCN vis-a-vis la Teicoplanine.
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Photographie 15 : Effet de la Teicoplanine sur les SCN isolés a partir des dispositifs médicaux
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Figure 23 : Pourcentage de résistance de S, aureus et SCN vis-a vis les Glycopeptides

Les glycopeptides ce sont la vancomycine et teicoplanine. Elles sont actives sur les
bactéries a Gram positif. Elles sont utilisées essentiellement dans les infections dues aux

staphylocoques méticillinorésistants (Rabaud et May, 2000).

e Pour les Cyclines
Les isolats de SCN présentes une résistance importante a 100% pour la tétracycline par

contre les S.aureus sont sensibles a 100%.

(2]
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Photographie 16.1: Effet de la Tétracycline Photographiel6.2 : Effet de la Tétracycline

sur les SCN sur les S.aureus
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Figure 24 : Pourcentage de résistance de S, aureus et SCN vis-a vis la Tétracycline

Les tétracyclines inhibent la synthese protéique bactérienne. Leur site précis de fixation
au ribosome bactérien est encore discuté. Ce serait le site A du ribosome ou elles contracteraient
des liaisons avec des protéines de la sous-unité 30 S, mais peut étre aussi la sous-unité 50 S en
moindre proportion. La flexilibilité du ribosome est ainsi tres diminuée, ce qui empéche la
fixation de 1’aminoacyl-t-ARN et entraine un blocage de la phase d’élongation de la synthese
protéique (Duval, 1989).

Les tétracyclines sont des antibiotiques a large spectre seulement bactériostatiques

(Duval, 1989).
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e Pour les Quinolones

Les SCN et S.aureus ont une sensibilité totale a I’Ofloxacine.

=R
A

Photographie 17 : Effet de ’Ofloxacine sur les SCN isolées a partir des dispositifs médicaux
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Figure 25 : Pourcentage de résistance de S. aureus et SCN vis-a vis la I’Ofloxacine

Les quinolones inhibent la syntheése de ’acide désoxyribonucléique par blocage d’une
enzyme essentielle : 1’ADN-gyrase (Soussy, 1985).
e Pour les autres antibiotiques
Les SCN ont une sensibilité importante vis-a-vis la Ciprofloxacine, Rifampicine,

Chloramphénicol, Lévofloxacine et une résistance de 100% pour ’acide fusidique et de 80%

pour Cotrimoxasole.

e
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Concernant les S.aureus ont une résistance aux I’acide fusidique, Cotrimoxasole

Ciprofloxacine, Chloramphenicol, Lévofloxacine, et sensibles aux Rifampicine, Lévofloxacine.
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Photographie 18: Effet des disques d’antibiotiques sur les SCN isolées a partir des dispositifs
médicaux
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Figure 26 : Pourcentage de résistance de S, aureus et SCN vis-a vis les autres antibiotiques
testés.
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Figure 27 : Pourcentage de résistance de S, aureus et SCN vis-a vis les19 antibiotiques testés.

La fréquence élevée de résistance aux antibiotiques parmi les isolats responsables
d’infections liées aux cathéters est associée a une forte pression de sélection antibiotique.

L’organisation multicellulaire des bactéries en biofilm leur confére I’avantage d’acquérir
de nouveaux genes. Le biofilm constitue un milieu parfait pour I’échange de plasmide de

résistance (Watnick et Kalter, 2000).




Conclusion et
perspectives



Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Les infections acquises a 1’hdpital sont une réalité préoccupante surtout dans des services
a haut risque tels que le service de chirurgie, qui recrute des patients extrémement vulnérables a
la colonisation et par conséquent a I’infection. Ces infections sont souvent la résultante d’un
certain nombre de facteurs tels que les pratiques de soins, 1’implantation des dispositifs
médicaux comme les cathéters ou les sondes urinaires, la flore liée au patient ou encore
I’environnement. Parmi les micro-organismes les plus incriminés dans ces infections,
Staphylococcus occupe une place privilégiée. Son pouvoir pathogéne, son caractere ubiquiste et
I’absence d’exigences nutritionnelles font de cette bactérie un exemple d’adaptation et de
dissémination surtout lors des ruptures de la barriere cutanée, ou I’immaturité du systéme
immunitaire.

Notre étude effectuée sur une collection de 30 isolats de Staphylocoques parmi 62
prélevements : 22 SCN et 8 S. aureus isolés a partir des dispositifs médicaux au niveau de
I’établissement public hospitalier Ahmed ben Bella de khenchela entre Mars et Mai 2016 a
révélé les principaux points suivants :

- Une diversité des isolats de Staphylococcus isolés a partir des dispositifs médicaux avec
une fréquence d’isolement des SCN 73% contre S. aureus 27%.

- La distribution des SCN et S.aureus est influencée par la nature du biomatériau qu’elles
occupent.

- Les SCN sont plus aptes a adhérer a la surface des dispositifs médicaux leurs conférent
un caractere virulent donc ce groupe doit tenir plus d’attention et suivre les mémes mesures
d’hygienes établies pour S. aureus.

- L’infection sur cathéter, sonde urinaire ou naso-gastrique est liée a la durée de présence
de cet implant dans 1’organisme, plus I’implant est la depuis longtemps, et plus il y a un risque
d’infections. La pose de I’implant doit se faire dans des conditions d’hygiéne strictes, afin
d’éviter au maximum toute contamination bactérienne.

- La gravité des infections associées aux dispositifs médicaux est liée au développement
de la résistance bactérienne a de nombreux antibiotiques.

- Les isolats de Staphylococcus étudiés ont présentés des taux éleves de résistance aux
antibiotiques en plus d'une multirésistance inquiétante.

- Tous les S.aureus isolés étaient des SARM c’est-a-dire 100% résistant aux p-lactamines
en plus d'une résistance inquiétante aux MLS et aux aminosides.

- La Vancomycine a montrée des activités sur la totalité des isolats étudiés, cet

antibiotique demeure la molécule de choix contre les infections a staphylocoques.

o/
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- La surveillance de la résistance des isolats aux antibiotiques doit étre continue et
systématique, basée sur une politique de prescription des antibiotiques de chaque service, la

prévention des infections nosocomiales et des études épidémiologiques prospectives.

Dans ce domaine, plus pratiguement, la coopération permanente entre clinicien et

microbiologiste est nécessaire pour un double objectif : thérapeutique et prophylactique.

Nous ne terminerons pas cette étude sans mentionner les problemes d’hygiéne et qui reste
la premiére source de contamination dans nos hopitaux. L’infection nosocomiale chez le patient
ayant une sonde ou un cathéter veineux est le reflet d’une politique générale d’hygiéne, allant
des soins infirmiers lors de la pose du cathéter jusqu’a la gestion rigoureuse de 1’écologie du
service.

Enfin nous souhaitons que 1’étude sur les infections sur implants soit plus étendue et
qu’elle s’intéresse aux biofilms dont le role exact dans la pathogénie de I’infection sur les

dispositifs médicaux est parfaitement établi.
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Annexe 01 : Composition des milieux de culture

Gélose Milieu de Chapman
La gélose Chapman est un milieu sélectif pour les staphylocoques, sa teneur élevée en
chlorure de sodium limite le développement de certains germes autres que Staphylococcus.
Les Microorganismes fermentant le mannitol donnent des colonies jaunes. Ce caractére
est un critére d’orientation pour 1’identification de Staphylococcus aureus.

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisee

Extrait de viande (bovin ou porcin)........................... 01g pH=7,6

Peptone de caséine et de viande (bovin et porcin).......... 10g Stérilisation a

Chlorure de sodium ..........c.oooviiiiiiiiiiiieee 759 I’autoclave : 30 minutes
Mannitol ... 10g a120°C

A e 159

Rougedephénol ... 0,025¢

Gélose au Sang
C'est une gélose rouge vif contenant des globules rouges (souvent du sang de mouton).
Peu sélective. Les bactéries capables de détruire complétement les globules rouges (ce qu'on
appelle une hémolyse béta) formeront des colonies entourées d'une zone claire facilement visible
sur la gélose rouge; si I'némolyse est incomplete (hémolyse alpha), la zone d'hémolyse sera
moins claire et verdatre. Une hémolyse complete est visible.

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée

Mélange spéciale de peptones ............cccoeviiiiviniiieinn.. 23.0g pH=7.3

AMIAON. ... 1.0g Stérilisation a
Chlorure de sodium............ccooviiiiiiiiii e, 5.09 I’autoclave a 120°C
AT . 0.79 30 min

Le sang est ajouté stérilement dans le milieu stérile en surfusion.

Gélose Mueller Hinton
La gélose Mueller-Hinton est le milieu de référence pour les tests de sensibilité des
germes aux antibiotiques. Sa formulation est conforme aux recommandations du de I'0.M.S. Elle
peut également étre additionnée de sang pour réaliser I'antibiogramme des germes fragiles, tels

gue Haemophilus influenzae, Neisseria, Enterococcus sp et Streptococcus Pneumoniae.
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Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Infusion de beeuf..........coevvieiiiieiii 30,009
Peptone de Cas€ine..........ccevvevvereerieeriennnenn, 17,509
AMIAON.....oviiiiiiiiie e e 1,509
AGAT i 17,009

Le milieu en flacons ou boites se conserve entre 2 et 8°C

Gélose nutritive
La Gélose Nutritive est un milieu largement utilisé pour la culture des microorganismes
peu exigeants. Elle est recommandée dans de nombreuses méthodes standardisées d’analyses des
aliments, des laitages, de 1’eau et d’autres produits.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Peptone........oooviiiiiiiii 5,009 Ph final a 25°C : 6,8 +/-0,2
Extrait de viande de beeuf...........ccooeeveiiennnn 3,009
AN i 15,009

Bouillon ceeur-cervelle (BHIB)

Composition :

Infusion de cervellede veau.................cooooiiiiiiin, 12.59
Infusion de ceeurde baeuf ..........oooiiiiiiiii 5.0g
Peptone. ... ..ooiiii i, 10.0g
GIUCOSE. ..., 2.0g
Chlorure de sodium............ooiviiiiiiiiiiiiii e, 2.0g
Phosphatase di sodique.............ooviiiiiiniiiiiiiiiiaaan, 59
pH=7.4

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 120°C, 20min.
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Annexe 02 : Réactifs et solution
Sérum physiologique :
Chlorure de Sodium..........c.ooviiiiiiii e, 99
Eau distillée .......ooviiiiii i 1000 mi
Plasma de lapin
Composition :
Plasma de lapin lyophilisé.......................... 1 flacon: 10 ml
Diluant (oxalate de sodium)........................ 1 ampoule: 10 ml
Préparation :
10 ml de solvant additionné stérilement dans le flacon de plasma de lapin lyophilise.

Agiter pour favoriser la dissolution en évitant la formation de mousse.

Réactifs de la coloration de Gram

Violet de gentiane:

Phénol.......ooii 20¢g
Violet de gentiane.............o.oveviiiiiiiiiiiiiiieee e, 10¢g
Bthanol @ 90°.........uuvviiiiieeeiiiii e 10 ml
Eau distillée..........coviiiiiiii 100 mi
Lugol:

Todure de potassium.........cceevviviiiiiiiiii e, 20¢g
lode métalloide.........cooeeviiiniiiii i 109
Eau distillée .......ooviii 300 ml

Fuschine de ziehl:

Fuchine basique...........cooiiiiiiiiiii e 1.0g9
Phénol...... .o, 5.09
Ethanol 8 90°. ... ...t 10 ml

Bau distillée ....nnneeeeee et 100 M
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Annexe 03 : Les tableaux

Tableau valeurs limites des diamétres des zones d’inhibition pour les souches de référence

utilisées pour le contrdle de qualité.

Antibiotiques testés Charge des disques S, aurues ATCC25923
Amikacine 30 ng 20-26
Céfoxitine 30 pug 23-29
Chloramphénicol 30 ng 19-26
Clindamycine 2 ug 24-30
Erythromycine 15 pg 22-30
Fosfomycine 200 pg 25-33
Gentamicine 10 pg 19-27
kanamycine 30 ng 19-26
Levofloxacine 5ug 25-30
Ofloxacine S5ug 24-28
Oxacilline 1 ng 18-24
Pénicilline 10 UL 26-37
Rifampicine 5pg 26-34
Tétracycline 30 ug 24-30
Teicoplanine 30 ug 15-21
Vancomycine 30 ug 17-21
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Tableau des Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour
Staphylocoque spp.

Antibiotique Diameétre Valeurs critiques (mm) Interprétation
d’inhibition
Pénicilline (10Ul) P - <28 --- >29 -
Oxacilline (1pg) OX = <10 11-12 >13 =
Céfoxitine (30pg) Fox - <21 --- >22 -
S.aureus
Céfoxitine (30pg) Fox = <24 --- >25 -
SCN

Amikacine (30pg) AK - <14 15-16 >17 -
Gentamicine (10pg) GN = <12 13-14 =15 -
Kanamycine (30pg) K - <13 14-17 >18 -
Erythromycine (15pg) E = <13 14-22 >23 -
Clindamycine (2pg) CD - <14 15-20 >21 -
Pristinamycine (15pg) PT = <15 16-18 >19 -
Oflaxacine (5pg) OFX - <14 15-17 >18 -
Ciprofloxacine (Spg) CIP = <15 16-20 >21 -
Lévofloxacine (S5pg) LVX - <15 16-20 >21 -
Chloramphénicol (30pg) C = <12 13-17 >18 =
Vancomycine(CMI) VA - >16 4-8 <2 -
S.aureus

Vancomycine(CMI) VA SCN = >32 8-16 <4 -
Teicoplanine (30pg) TEC - <10 11-13 >14 -
Rifampicine (Spg) RA = <16 17-19 >20 -
Cotrimoxazole (1.25/23.75pg) - <10 11-15 >16 -
SXT

Tétracycline (30pg) TE - <14 15-18 >19 -
Acide fusidique (10pg) FA - <24 - >24 -
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Annexes 04 : Matériel et réactifs utilisés
Matériel et appareillages

- Bec bunsen

- Pipettes graduées stériles
- Portoir pour tubes a essai
- Tubes sec

- Pipettes Pasteur stériles
- Bain marie

- Boites de pétri

- Etiquétes

- Marqueur

- Ecouvillons

- Des lames

- Etuve électrique

- Microscope optique

- Pince

- Once de platine

Milieux de culture et additifs

- Gélose Mueller Hinton
- Le sang
- Disques d’antibiotiques

Colorants de Gram

- L’huile de cédre

- Violet de Gentiane
- Lugol

- Alcool

- Fuchsine



Resumeé



Etude de antibiorésistance des isolats des Staphylocoques isolés des dispositifs

médicaux de I’hépital Anmed Ben Bella de la wilaya de Khenchela

Résumé

Dans le milieu hospitalier, 1’utilisation des implants médicaux a connue un essor
important. Pour diverses raisons, ces implants sont pendant des durées variables laissés en place,
ce qui peut servir de support pour I’adhérence des micro-organismes. Les Staphylocoques sont
les bactéries les plus fréquemment isolées des infections nosocomiales liées aux dispositifs

médicaux, en raison de leur capacité¢ d’adhérer a la surface des biomatériaux.

L’étude a été réalisée sur 30 isolats de Staphylocoques isolés des dispositifs médicaux
dans 04 services de 1’hopital Ahmed ben Bella de khenchela. Un total de 30 isolats appartenant
au genre Staphylococcus ont été isolés, identifiés, testés a 19 antibiotiques. Les isolats étudiés
ont présenté des pourcentages élevés de résistance a 80 a 100% au B-lactamine, les Aminosides
et une sensibilité variable pour les autres antibiotiques testés. La Vancomycine demeure la

molécule de choix contre les infections a Staphylocoques.

La lutte contre les infections sur les dispositifs médicaux passe obligatoirement par le
respect des régles d’hygiéne et d’asepsie. La maitrise des techniques de soin est la seule garante

de la qualité de sécurité des soins prodigués aux patients.

Mots clés: Adhésion bactérienne, dispositifs médicaux, antibiorésistance, infection nosocomiale

Staphylocoques.



