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Résumé

Introduction : En réanimation néonatale, les nouveau-nés sont exposés a de nombreux
réservoirs potentiels a I’origine de leur colonisation par des bactéries multi-résistantes (BMR).
La colonisation par ces BMR d’origine exogéne ou endogéne constitue une étape préalable a la
survenue d’infections chez ces NN souvent immunodéprimés bénéficiant le plus souvent de
procédures invasives. L’objectif principal de ce travail est 1’étude de la colonisation
nosocomiale par des BMR chez des nouveau-nés (NN) en cours de leur hospitalisation dans le
service de néonatologie et de réanimation néonatale (SNRN).

Matériel et méthodes : 11 s’agit d’une étude prospective réalisée dans le SNRN du CHU
Hassan Il de Fes étalée sur 5 années (de 2013 a 2018). Tous les NN hospitalisés ont fait 1’objet
d’un écouvillonnage rectal et nasal a 'admission et un deuxieme en cours d’hospitalisation. Des
prélevements de surfaces hospitaliéres et de dispositifs médicaux ont été réalisés en paralléle.
L’identification bactérienne et les antibiogrammes ont été réalisés selon les recommandations
internationales. Les génes de résistances codant pour des f-lactamases (blarem, blashv, blacTx-
M-1, blactx-m-2, blactx-m-9, blamox, blaacc, blaoHa, blarox, blaesc, blacit, blaoxa-ss, blakec,
blanom, blaive, blaviv, blaoxa-s1, blaoxa-ss, blaoxa-23, blaoxa-24) ont été recherchés par PCR et
confirmés par séquencage. Les transferts génétiques des plasmides ont été réalisés par la
conjugaison bactérienne. La clonalité des isolats a été étudiée par électrophorése en champs
pulsé et I’analyse statistique a été effectuée a 1’aide du logiciel SPSS V20.

Résultats : A I'admission, 455 NN ont été dépistés. La médiane d’age de ces NN a été
de 1 jour avec un étendu de 147 jours et leur poids moyen a été de 2612+1023 grammes. 22%
NN se sont avérés colonisés par une Entérobactérie sécrétrice de BLSE (E-BLSE), 8,7% par
une Entérobactérie sécrétrice de carbapénemase (EPC), 10,1% par une Entérobactérie sécrétrice
de céphalosporinases (E-CASE) et 9,9% par un A. baumannii multi-résistant (AMR). En cours
d’hospitalisation, 301 NN ont été inclus dans 1’étude d’acquisition. 59,4% des NN ont acquis
une E-BLSE durant leur séjour, 12,5 ; 33,3 et 13,7% ont acquis respectivement une EPC, une
E-CASE et un AMR. Le géne blacTxm-15 a été le plus frequemment détecté (81,2%) chez les E-
BLSE. Tandis que tous EPC ont exprimé exclusivement le géne blaoxa-4s. En outre, les isolats
d’A. baumannii productrices de carbapénémases hébergeaient les genes blaoxa-s1 et blaoxa-2s.
Les expériences de conjugaison ont montré que certains génes codant des B-lactamases sont
transférables entres bactéries et sont portés par un plasmide conjugatif de haut poids
moléculaire (~ 125 kb). L’étude de la relation épidémiologique entre les K. pneumoniae testés
a montré une forte diffusion clonale dans le service étudié.

Plusieurs facteurs de risque ont été significativement associés a la colonisation par des
BMR a I’admission notamment 1’4ge, la naissance ou non a la maternité du CHU ainsi que la
provenance de la maternité (p <0,001). Durant I'hospitalisation, une durée du séjour supérieur
a 3 jours ainsi que la détresse respiratoire ont été identifiées comme facteurs de risque
d'acquisition de ces BMR (OR, 0,202 ; IC a 95%, 0,063 & 0,650 ; P = 0,007 ; 95% IC, 1.055 a
4.881 ; P =0.03).

Conclusion : Le taux de colonisation et de BMR élevé est un bon indicateur de la
transmission croisee dans le SNRN. Une stratégie active de contréle de la dissémination des
BMR devrait étre appliquée.

Mots clé :

Colonisation intestinale, acquisition, nouveau-né, infection associée aux soins, bactéries multi-
résistantes, environnement hospitalier.



Abstract

Introduction: In the neonatal intensive care unit (NICU), neonates are exposed to numerous
potential reservoirs that cause colonization by multidrug-resistant bacteria (MDRB), which are
responsible for healthcare-associated infections. This study was conducted in order to know the
colonization rate of MDRB in neonates during their hospitalization in NICU.

Methods: This prospective study was conducted in the NICU (Hassan Il university hospital of
Fez) from 2013 to 2018. All consecutive admitted newborns were screened for MDRB intestinal
and nasal carriage at admission of the babies and during the hospitalization. Samples of hospital
surfaces and medical devices were also collected. Bacterial identification and antibiograms
were performed according to the international standards. The resistance genes encoding f3-
lactamases (blatem, blaskv, blactx-m-1, blactx-m-2, blactx-m-9, blamox, blaacc, blabHa, blarox,
blaesc, blacit, blaoxa-4s, blakec, blanowm, blaive, blavim, blaoxa-s1, blaoxa-ss, blaoxa-23 and blaoxa-
24) were detected by PCR and confirmed by sequencing. The genetic transfers of the plasmids
were carried out by bacterial conjugation. Clonality of isolates was studied by pulsed field
electrophoresis. Statistical analysis was performed using SPSS V20 software.

Results: On admission, 455 newborns were screened. A median age of these newborns was 1
day with an extended 147 days and their average weight was 2612 + 1023 grams. 22% of
neonates were found colonized by an ESBL producing Enterobacteriaceae (ESBL-E), 8.7% by
a carbapenemases producing Enterobacteriaceae (CPE), 10.1% by a cephalosporinases
producing Enterobacteriaceae (CASE-E) and 9.9% by a multidrug-resistant A. baumannii
(MRA)

During hospitalization, 301 of newborns were included in the acquisition study. 59.4% of
newborns acquired an ESBL-E during their stay, 12.5, 33.3 and 13.7% has acquired respectively
CPE, CASE-E and MRA. The blactxm-15 gene was the most frequently detected (81.2%) among
ESBL-E. While, all CPE has expressed the blaoxa4s gene exclusively. Moreover,
carbapenemases producing A. baumannii isolates harbored blaoxasi1 and blaoxa-23 genes.
Conjugation experiments have shown that certain genes encoding B-lactamases are transferable
between bacteria and were carried by a high molecular weight conjugative plasmid (~ 125 kb).
The study of the epidemiological relationship of some K. pneumoniae isolates showed a high
clonal diffusion in the studied service.

Several risk factors have been significantly associated with MDRB colonization at admission,
including age, birth at maternity of the University Hospital, and direct importation from this
maternity (p <0.001). While, during hospitalization, length of stay > 3 days and respiratory
distress as pathology were identified as risk factors of MDRB acquisition (OR, 2.270, 95%
Cl, 1.055 to 4.881, P = 0.03).

Conclusion: The high rate of colonization, the MDRB and the resistance genes found represent
good indicator of cross-transmission in the NICU. An active strategy to control the spread of
MDRB should be applied.

Keywords:

Intestinal colonization, acquisition, newborn, nosocomial infection, multidrug-resistant
bacteria, hospital environment.
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Introduction Générale

La resistance bactérienne aux antibiotiques constitue aujourd’hui ’'une des plus graves
menaces pesant sur la santé mondiale [1]. Selon un rapport sur 1’antibio-résistance dans le
monde, les maladies infectieuses causées par des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques
(BMR) seront la premiére cause de décés par maladie en 2050. Il serait question de plus de 10
millions de morts par an dans le monde contre 700 000 actuellement. Cette prévalence est
supérieur a celle causee par le cancer [2]. La prévalence des infections associées aux soins
provoquées par ces BMR peut aller jusqu’a 15% chez des patients admis dans les unités de soins
intensifs (USI). Ce chiffre peut atteindre 45% de bactériémies en réanimation néonatale [3].
Selon 1’organisation mondiale de la sante (OMS), les infections associees aux soins sont
responsables de 4% a 56% de toutes les causes de déces en période néonatale chez les nouveau-
nés hospitalisés dans les pays en voie de développement. En Asie du Sud-Est et en Afrique, elle
peut aller jusqu’a 75% [4]. Les bacilles a Gram négatifs ont été rapportés comme étant les causes
les plus courantes de ces infections dans les USI, et particulierement néonatales [1]. En plus, ils

ont été responsables de plusieurs épidemies clonales d’infections associées aux soins [5].

le mécanisme principal de résistance aux béta-lactamines chez les BMR est la production
des enzymes B-lactamases [6]. Ces enzymes sont fréquemment codées par des genes portés par
des plasmides hautement mobiles, offrant la capacité de transfert clonal et horizontal [1]. En
plus, ces plasmides peuvent héberger également des génes codant pour la résistance a d’autres
classes d’antibiotiques tels que les aminosides, le triméthoprime, les sulfonamides et les

tétracyclines [7].

La colonisation par des entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre élargie
(BLSE) est un facteur de risque (FR) d'infections par les BLSE, qui sont associéees a des retards
dans I'efficacité du traitement, a une hospitalisation prolongée, a une augmentation des codts
ainsi gu'a une morbidité et une mortalité accentuées. Certains NN peuvent étre trouvé colonisés
lors de I'admission dans le service, tandis que d'autres vont I’acquérir durant leur séjour suite a
la sélection de bactéries resistantes. Cette sélection est induite par I’utilisation abusive
d’antibiotiques (sélection endogéne) ou par 1’acquisition de ces BMR par transmission croisee
d’un patient a un autre par le biais du personnel soignant ou & partir de 1’environnement
hospitalier. En effet, les surfaces et divers objets inanimés tels que les thermometres médicaux

ont été impliqués dans la transmission de ces BMR [8].



Plusieurs études ont montré que le dépistage de la colonisation des nouveau-nés par des
BMR, a I’admission et en cours d’hospitalisation, a permis de diminuer le risque d’infections

associées aux soins dans les USI.

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer la prévalence d’acquisition des bactéries
multi-résistantes chez les nouveau-nés hospitalisés dans le service de néonatologie et

réanimation néonatale (SNRN) au CHU Hassan Il de Fés, Maroc. Les BMR étudiées sont :

++ Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM)

X4

L)

Entérobactéries multi-résistantes :

L)

Les entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre élargie (E-BLSE)

Les entérobactéries productrices de céphalosporinases (E-CASE)

Les entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC).

X4

Acinetobacter baumannii résistant a I’imipénéme (ABRI)

L)

% Pseudomonas aeruginosa résistante a I’imipénéme (PARI)

L)

D’autres objectifs ont été établis. Ce sont :

+ La détermination de la prévalence du portage de BMR a I’admission des nouveau-nés
L’identification des facteurs de risques liés a la colonisation par ces BMR

L’étude des profils de résistance des différentes bactéries isolées

L’étude moléculaire des déterminants genétiques de la résistance chez les BMR isolées

L’étude de la relation clonale entre ces BMR

- F

L’¢étude des réservoirs exogénes notamment surfaces et dispositifs medicaux, qui peuvent

constituer une source de transmission et de dissémination des BMR dans le service.
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Chapitre | - Infections associées aux soins chez les
nouveau-nés

| - Introduction

La physiopathologie des IAS néonatales en réanimation est trés complexe.
Schématiquement, elle peut s’expliquer par I’association de deux facteurs clés : la diminution
des défenses immunitaires du patient et sa colonisation par des bactéries pathogénes ou
potentiellement pathogenes. Ces IAS néonatales sont considérées comme 1’étape finale
succédant a une série d’événements antérieurs : le portage, la colonisation et la contamination
de la mére, du personnel soignant ou de I’environnement [9]. Elles sont responsables d’une

morbi-mortalité importante chez le NN dans les pays en voie de développement.

Bien que presque stériles a la naissance, les nouveau-nés sont progressivement colonisés
par des micro-organismes provenant de la mére ou de 1’environnement immédiat. Le risque de
translocation est maximal en cas de pullulation digestive, de trouble du transit ou de retard de
I'alimentation. Les nouveau-nés hospitalisés sont souvent soumis a des procédures invasives
telles que le port de voies veineuses, de sondes, la ventilation mécanique ou les interventions
chirurgicales, qui contribuent a la transmission de bactéries souvent multi-résistantes aux

antibiotiques.

Les étiologies bactériennes sont dans la majorité des cas, des entérobactéries multi-
résistantes aux antibiotiques d’acquisition nosocomiale. En effet, le portage de BMR est une
menace réelle puisque le patient asymptomatique est plus susceptible de transmettre ces

bactéries.

Une infection associée aux soins (IAS) : est définie comme une infection acquise dans
un établissement de soins (par un patient admis pour une raison autre que cette infection) qui
n’était ni en incubation ni présente a I’admission du malade. Le délai entre I’admission et le
début de I’infection est de 48—72 heures pour les infections bactériennes ou au-dela si la période
d'incubation est connue plus longue [10]. Pour les infections du site opératoire (ISO), on les
considere habituellement comme associées aux soins. Ces infections survenant dans les 30 jours
suivant I’intervention ou, s’il y a mise en place d’un implant ou d’une prothése dans I’année qui

suit I’intervention.



Chez le NN, on parle souvent de I’infection précoce acquise dans les 7 premiers jours de

vie et de I’infection tardive acquise & partir de la 2°™ semaine de vie.

L’acquisition de BMR est I’identification de la colonisation par ces BMR dans un délai

supérieur a 48h apres 1’admission des patients.

Le portage ou la colonisation est définie par la présence des BMR dans un site
anatomique ou 1’espece est souvent présente, mais pas a 1’état multi-résistant ou, alternativement,
dans un site anatomique ou I’espéce est généralement absente, mais sans signe clinique ou

biologique d’infection.

Les bactéries multi-résistantes : Une BMR est définie comme une bactérie ayant acquis
une résistance a au moins trois molécules de trois familles ou groupes d’antibiotiques différents

auxquels elle est normalement sensible.

La contamination est la mise en évidence de microorganismes absents du site prélevé.

Il - Epidémiologie

A T’échelle mondiale, les infections associées aux soins (IAS) touchent un trés grand

nombre de patients, ce qui augmente considérablement le taux de morbidité et de mortalite.

Plus de 1,4 million de personnes dans le monde souffrent de complications infectieuses
acquises a I’hopital (14). Selon I'OMS, 15% environ de patients hospitalisés contractent une 1AS
[11]. L’incidence dans les pays a revenu élevé est de 3,5 a 12%, tandis qu’elle est plus élevee
dans les pays a revenu moyen et faible ou elle varie entre 5,7 et 19,1%. A 1’hopital universitaire
Ibn Rochd de Casablanca, 6,7% de bactériemies sont associées aux soins avec une incidence
allant de 7,3 a 13,7/1 000 patient-jour d’hospitalisations [12]. En période néonatale, les IAS sont
responsables de 4% a 56% de toutes les causes de déces chez les bébés hospitalisés dans les pays
en voie de developpement. En Asie du Sud-Est et en Afrique, cela peut aller jusqu’a 75% [4].
En Tunisie, I’incidence des infections associées aux soins néonatales a été estimée a 21,9 % (25,3
/1000 patient-jour) en réanimation mixte néonatale et pédiatrique [13]. Dans un service de
néonatologie et réanimation néonatal (SNRN), a I’hopital universitaire Mohamed VI de
Marrakech, la prévalence des IAS rapportée est de 13% avec une densité d'incidence de
21,2/1000 patient-jour. Les types d'infections étaient des bactériémies (89%), des pneumonies
(6,6%), des méningites (3,3%) et des infections urinaires (1,1%) [14].



Ill - Facteurs de risque des IAS

Plusieurs facteurs de risque d’infection par des BMR ont été rapportés chez les nouveau-
nés hospitalisés dans les SNRN. Le mode d’accouchement, le terme, le poids a la naissance, la
durée de séjour, I'utilisation des procédures invasives et I’antibiothérapie administrée sont les

facteurs les plus décrits.

1 - Mode d’accouchement

Le mode d’accouchement joue un réle important dans la cinétique d’implantation du
microbiote intestinale. En effet, dans les accouchements par voie basse, les nouveau-nés sont
rapidement colonisés par les muqueuses de la mére (d’origine vaginale et fécale), alors que les
nourrissons nés par césarienne seront principalement colonisés par des microorganismes

provenant de I’environnent hospitaliers tel que 1'air, 1’eau et le personnel soignant [15].

2 - Terme de naissance

le risque d"1AS chez le NN est important lorsque le NN est prématuré [16]. L’incidence
des infections associées aux soins peut atteindre 90% avant 28 semaines. Le risque d’IAS est
multiplié par 4,5 si ’age gestationnel est inférieur a 30 semaines. Ces chiffres s’expliquent par
I’immaturité des défenses immunitaires, I’absence de transmission d’IgG transplacentaires. Le
méme auteur cité plus haut a rapporté que, chez le grand prématuré, la gravité des pathologies

ainsi que le recours plus fréquent aux procédures invasives augmentent le risque d’lAS.

3 - Poids a la naissance

Le poids du nouveau-né a la naissance est un indicateur important du risque de 1’infection
associée aux soins. Il existe une corrélation étroite entre I’incidence des infections associées aux
soins, 1’age gestationnel et le poids a la naissance. Le risque d'infection est inversement
proportionnel au poids a la naissance. 1l peut étre ainsi multiplié par 5 si le poids est inférieur a
1000 g [17].

4 - Type d’allaitement

Les nouveau-nés nourris avec du lait maternel présentent moins de risque de développer
une bactériémie par rapport a ceux nourris au lait artificiel [18]. L’efficacité du lait maternel
semble étre dose-dépendante. Les nouveau-nés présentant une alimentation exclusive au lait
maternel ont moins d’épisodes infecticux que ceux nourris partiellement avec du lait maternel
[18]. En effet, le microbiote de ces NN présente des taux importants en bifidobactéries [19]. Ces

bactéries bénéfiques jouent un réle barriére et diminuent la migration des pathogénes a travers



la mugueuse, en entrant en compétition avec ces mémes bactéries et leurs récepteurs, et en
augmentant la réponse immunitaire et la sécrétion d’immunoglobuline A au niveau de la

muqueuse.

5- Durée de séjour

L’augmentation de la durée de séjour a I’hdpital entraine une colonisation par des bactéries
pathogénes opportunistes qui se trouvent dans le milieu hospitalier. Plus 1’hospitalisation sera
longue, plus le risque de la survenue d’une bactériémie nosocomiale sera grand. Gayvallet et
coll. (2016) ont rapporté que 10,9 % des bactériémies surviennent aprés deux semaines

d’hospitalisation alors que 50 % surviennent aprés un mois [20].

6 - Procédures invasives

Le nouveau-né hospitalisé présente souvent de lourdes pathologies qui peuvent justifier le
recours a des procédures diagnostiques et thérapeutiques invasives Les dispositifs invasifs, tels
que les cathéters veineux, la ventilation mécanique ou les interventions chirurgicales augmentent
le risque d’IAS. Les cathéters veineux centraux et la durée de leur utilisation ont été souvent
rapportés comme étant des facteurs de risque de bactériémies tardives chez les nouveau-nés dans
le SNRN, notamment chez les nourrissons ayant un trés faible poids a la naissance [17]. La
plupart des infections liées aux cathéters sont causées par des Staphylocoques a coagulase

négative ou d'autres organismes colonisant la peau autour de site d’insertion du cathéter.

D’autre part, Le risque d’IAS est multiplié par 2,4 a 5 en cas d’utilisation de la ventilation
mécanique [21]. L’incidence des pneumopathies infectieuses augmente de 6 a 20% par rapport
aux nouveau-nés non ventilés, avec un risque cumulatif de 1% par jour d’hospitalisation [22].
On note une corrélation étroite entre I’incidence des pneumopathies et la durée de I’intubation.

Le risque est majeur au-dela de 10 jours de ventilation [21].

Lors d’un acte chirurgical pratiqué chez le nouveau-né, le risque d’une infection de site
chirurgical est déterminé dans la méme mesure par la charge bactérienne des tissus impligqués,
par les conditions générales du nouveau-né et par des facteurs liés a I’intervention. Le
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) demeure le microorganisme le plus

impliqué dans ce type d’infection [23]

7 - Antibiothérapie

L’antibiothérapie et sa durée d’utilisation sont des facteurs de risque fréquemment associés

a une bactériémie a bactéries multi-résistantes chez le nouveau-né prématuré [24]. L'utilisation



de céphalosporines de troisieme génération (3G) a été souvent liée a I'émergence de Klebsiella
pneumoniae productrices de BLSE dans les SNRN [25]. En 2014, une étude a rapporté que 35%
des isolats de K. pneumoniae isolées de bactériémies étaient devenues resistantes a ces
céphalosporines 3G. Dans les infections urinaires, cette bactérie a été responsable de 16% de ces
IAS.

8 - Surcharge de travail et manque de personnel

La survenue des IAS au sein d’'un SNRN augmente en cas de surcharge du travail. A cela
s’ajoute I’insuffisance en personnel soignant (9). Cette majoration a été corrélée a la colonisation
par des microorganismes & Gram negatif résistants, probablement liée a la négligence des
mesures de prévention des infections lorsque la charge de travail est élevée (4). Le risque de
contamination est di au non-respect des régles d’hygiéne de base telles que I’hygiéne des mains
(7). Plusieurs études ont en effet montré que seuls 50% du personnel soignant se lave les mains

avant et aprés chaque contact avec les patients (9).

IV - Bactéries responsables des infections associées aux soins néonatales

Le profil bactériologique varie en fonction des pays, des hopitaux et des services, en
relation avec les habitudes techniques et les modes de prescription. Les bactéries responsables

d'infections associées aux soins peuvent &tre commensales ou pathogeénes.

1- Les Staphylocogues

Environ 20% de la population présentent un portage nasal a Staphylococcus aureus et de
nombreux autres sites tel que les aisselles, I’aine ou le tractus gastro-intestinale. Ceci fournit un
réservoir a partir duquel une transmission aussi bien endogéne qu’exogeéne peut se produire [26].
Chez le nouveau-ne, les staphylocoques a coagulase-négatifs (SCN) peuvent étre la cause de 35
a 45% des IAS bactériennes sur cathéter vasculaire. Celles-ci sont de diagnostic difficile, étant

donné que les SCN sont des germes commensaux de la peau contaminant des cultures sanguines.

Les Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) quant a eux, sont impliqués

dans plus de 25% des infections des sites opératoires [23].

2 - Les Entérocoques

Les entérocoques sont des bactéries anaérobies facultatives a Gram + qui sont des habitants
naturels du tractus gastro-intestinale et génito-urinaire chez I’homme. Ils sont représentés
principalement par : Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium. Ils peuvent étre la cause

d’infections séveres telles que I’endocardite et la bactériémie entrainant des taux de mortalité



élevés. Leur résistance aux vancomycines et aux aminosides est un probleme croissant et les

entérocoques multi-résistants sont devenus une cause importante d’infections associées aux

soins [27].

3 - BGN non fermentants

Les principaux agents pathogénes humains de ce groupe sont Pseudomonas aeruginosa,
Stenotrophomonas maltophilia et Acinetobacter baumannii. Ces bactéries sont des opportunistes
qui causent de graves infections chez les NN dans les unités de soins intensifs. Elles ont une
résistance intrinseque a certains antibiotiques ce qui rend les infections par ces bactéries difficiles
a traiter. P. aeruginosa et A. baumannii peuvent coloniser les voies digestives des NN
hospitalisés et aussi peuvent survivre longtemps dans un environnement humide. Ces bactéries

ont été a 1’origine de plusieurs épidémies d’IAS dans le monde [27,28].

4 - Entérobactéries

Les entérobactéries sont des bacilles a Gram - fermentant le glucose. Elles sont présentes
dans le tractus gastro-intestinal humain. Les Enterobacteriaceae sont d'importants agents
pathogénes humains responsables de 50% des cas de bactériémies, de plus de 70% des infections
urinaires et d'infections gastro-intestinales. Elles regroupent plusieurs genres notamment :
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Serratia,

etc.

A - Escherichia coli
Escherichia coli est la cause la plus courante des infections urinaires et de bactériémies
dans les établissements de soins. Escherichia coli peut coloniser 1’appareil génital de la mere ce
qui peut causer des méningites néonatales lors du passage du nouveau-né par 1’appareil génital,
ou suite a I’infection du liquide amniotique consécutive a une rupture prolongée des membranes.
E. coli colonise le tube digestif du nouveau-né des les premieres heures de la naissance mais elle

peut aussi coloniser les voies respiratoires supérieures.

B - Klebsiella sp
Klebsiella sp. est une bactérie immobile possédant une capsule de nature
polysaccharidique. Sa virulence est associée a la présence de cette capsule qui lui confere une

résistance a la phagocytose par les polynucléaires et les macrophages [29].

Klebsiella pneumoniae est une bactérie commensale de 1’intestin et des voies respiratoires.

Cependant, elle peut provoquer des infections urinaires et des surinfections des bronches chez



les bronchitiques chroniques, voire des abcés du poumon. La contamination pulmonaire se fait

surtout par voie aérienne, mais la voie hématogéne n’étant pas exclue. A cause de sa

.....

services de néonatologie et de réanimation néonatale [30].

C - Autres entérobactéries

D’autres bactéries du groupe Enterobacteriaceae cliniquement importants, sont
responsables d’infections associées aux soins notamment les genres . Enterobacter, Serratia,

Proteus, Providencia et Citrobacter.

Enterobacter cloacae et Serratia marcescens sont souvent impliquées dans des épidémies
d’IAS en milieu hospitalier dont I’incidence a considérablement augmenté ces dernieres années.
Ces bactéries ont une grande affinité pour les voies urinaires, mais elles sont capables de coloniser

aussi les systemes respiratoires et digestifs des patients.

V - Role de la colonisation dans la survenue de I'infection a BMR

La colonisation préalable par des BMR d’origine exogéne ou endogeéne constitue une
¢tape préalable a la survenue d’infections chez des patients souvent immunodéprimés et
bénéficiant de procédures invasives [1].

Chez les nouveau-neés hospitalisés, I’exposition a de nombreux réservoirs potentiels est a
I’origine de bactéries responsables d"IAS. Le réservoir le plus important reste celui de ces
patients eux-mémes (leur flore digestive, cutanée, oropharyngée, etc.) on parle d’une origine
endogene. D’autres réservoirs peuvent constituer des réservoirs exogenes jouant un role
important dans 1’acquisition de BMR. Cette colonisation est une étape préalable indispensable
résultant de cette exposition constituée par la flore des professionnels de santé, celle des patients
voisins [31] ou de I’environnement hospitalier (surfaces, eau, air, matériels).

Par exemple, dans le cas des BMR commensales telles que les entérobactéries BLSE ou
les entérobactéries productrices de carbapénemases, une premiére étape d’acquisition et de
colonisation précéde toujours I’infection et cette colonisation est due & une transmission
manuportée ou a une acquisition alimentaire.

D’autre part, plusieurs études ont confirmé le lien entre colonisation préalable et infection
secondaire. En effet, les porteurs permanents de S. aureus au niveau nasal présentent un risque
significativement augmenté d’infection a S. aureus [32]. Dans une étude prospective de cohorte
incluant 14000 patients non chirurgicaux, Wertheim et al. ont montré que le risque de
bactériémies nosocomiales a S. aureus était multiplié par 3 chez les patients porteurs de S. aureus
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au niveau nasal [33]. L’analyse moléculaire comparative de ces souches de S. aureus affirmait
une origine endogéne dans 80 % des cas. Pujol et al. ont mis en évidence chez des patients
présentant une bactériémie nosocomiale a S. aureus, que la porte d’entrée la plus fréquente était
I’infection liée au cathéter, et que la colonisation préalable multipliait par 12 le risque de
bactériémie nosocomiale [9].

Plusieurs ¢études ont souligné le role de 1’antibiothérapie préalable dans I’acquisition des
bactéries multi-résistantes, telles que les EBLSE [18] ou encore les EPC [19]. De méme,
I’antibiothérapie semble avoir un réle majeur dans ’acquisition et le maintien d’espéces
saprophytes comme Pseudomonas aeruginosa dans le microbiote intestinal. [20,21]. Thuong et
al. [22] ainsi que Boyer et al. [23] ont rapporté des taux d’acquisition de P. aeruginosa de 26 et
16% respectivement, I’antibiothérapie de plus de trois jours et la présence au sein de 1’unité d’au
moins un patient colonisé par P. aeruginosa étaient les deux facteurs indépendants associés a
I’acquisition.

Concernant les EBLSE, il semblerait que [I’infection soit un épisode rare
comparativement a la colonisation. Il a été rapporté que 10 & 15 % des patients porteurs d’EBLSE
s’infectent secondairement avec leur souche de colonisation [32]. Toutefois, ce chiffre est
variable en fonction de la durée de 1’étude et des caractéristiques de la population étudiée. Dans
une étude effectuee sur une durée de dix ans, chez des patients transplantés hépatiques, les
auteurs suggeraient une augmentation du risque de bactériémie chez les patients porteurs
d’entérobactéries BLSE [30]. Les auteurs ont mis en évidence une augmentation du risque
d’infection en cas de portage préalable (OR = 18,4 ; IC 95 % : [7,1-47,5] ; p < 0,0001). Ainsi,
Pour les bactéries commensales résistantes du tube digestif ou pour les bactéries saprophytes,
une modification ou altération du microbiote intestinal semble nécessaire pour passer de la

colonisation a I’infection [32].

VI - Prévention des infections associées aux soins

La prévention des infections associées aux soins nécessite un programme controlé qui
doit intégrer parallélement la maitrise de la pression de colonisation et diffusion de BMR qui
comporte a la fois une campagne de promotion de I’hygiéne des mains, une mise en place des
prélevements de dépistage ciblés des porteurs de BMR a 1’admission, un respect systématique

des précautions standard et additionnelles ainsi que I’entretien de 1’environnement hospitalier.
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1 - Dépistage des patients a I'admission

Afin d’identifier les patients porteurs de BMR, un dépistage a 1’admission est
recommandé et poursuivi en cours de séjour (dépistage hebdomadaire).

Le dépistage des patients a I"admission est essentiel dans la surveillance des BMR qui
peut présenter deux aspects : d’une part, la surveillance passive basée uniquement sur les
résultats des prélevements a visée diagnostique. Elle est souvent prescrite par les cliniciens dans
le but de diagnostiquer une infection. D’autre part, la surveillance active basee sur le dépistage
ciblé pour identifier les patients qui sont colonisés mais non infectés. Ce dépistage permet
d’augmenter le nombre de porteurs identifiés, qui seraient restés méconnus, mais néanmoins
constituer un réservoir de dissemination de BMR.

Intérét du dépistage

L’intérét du dépistage réside dans la possibilité d’identification précoce du réservoir de
BMR chez les patients porteurs, ce qui permet de mettre en place rapidement des mesures de
prévention de la transmission croisée. De nombreuses études réalisées dans différents types de
services ont montré qu’en absence de politique de dépistage a 1’admission des patients, une
proportion importante de porteurs de BMR restait non identifiée. Cette population représente un
réservoir de dissémination de BMR. Dans une étude multicentrique comprenant 14 services de
réanimation en France, Lucet et al. En 2005 ont montré que 54,3% des patients identifiés comme

porteurs n’auraient pas été détectés sans le dépistage [34].

2 - Précautions standards

La mise en place de mesures rigoureuses d'hygiéne réunis sous I'appellation "précautions
standards" ont formellement prouvé leur efficacité en diminuant le risque de transmission croisée
et le taux d'infections associées aux soins. L’objectif de ces précautions est double ; assurer la
qualité des soins dispensés aux patients et assurer la sécurité des soignants (figure 1). Ces

précautions « standard » PS sont au nombre de six :
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- Hygiéne des mains.

- Equipements de protection individuelle : (port de gants, masque, lunettes etc...).
- Hygiéne respiratoire.

- Prévention des accidents avec 1’exposition au sang.

- Gestion des excréta.

- Gestion de I’environnement [35].
La gestion de I’environnement est détaillée dans le paragraphe suivant. En effet, Cet

élément a été étudié dans le SNRN du CHU Hassan Il, dans un cadre global de prévention de la
transmission croisée des BMR dans le service.
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Rappels bibliographique

Champ d’application et
stratégie de mise en ceuvre

R1

Les précautions standard sont

un ensemble de mesures visant a
réduire le risque de transmission
croisée des agents infectieux
entre soignant, soigné et
environnement, ou par exposition
aun produit biclogique d'origine
humaine (sang, sécrétions,
excreta...}).
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Mettre en ceuvre les
organisations et allouer
R4 les moyens nécessaires
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précautions standard.
—_— -

Health & co - 2017

Figure 1 : Précautions standards recommandés par la société frangaise d’hygiene
hospitaliere [35]
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3 - Gestion de I’environnement

La transmission des pathogénes dans les hopitaux est complexe ; Cependant, le plus
souvent, les patients acquierent des microorganismes via les mains contaminées des
professionnels de santé, I’utilisation d’équipement contaminé ou la contamination de la chambre
d'un occupant antérieur. Plusieurs lignes directrices relatives a I'hygiene des mains et a
I'utilisation d'équipements de protection individuelle, ainsi qu'au nettoyage et a la désinfection
de I'environnement de soins ont été publiées.

L’environnement hospitalier comprend les dispositifs médicaux, les surfaces, 1’air, I’eau,
les aliments, le linge, et les déchets [35]. Cet environnement peut constituer un réservoir
important de microorganismes d’origine humaine ou environnementale [36]. Sa contamination
varie qualitativement et quantitativement dans le temps, d’un établissement a un autre et au sein
d’un méme établissement, en fonction des services, des patients, des soins et des techniques
pratiquées.

Il a été démontré que I’environnement proche d'un patient porteur de BMR aux
antibiotiques peut se retrouver a son tour contaminé et servir de réservoir secondaire a d’autres

contaminations [37].

A - Les micro-organismes présents dans I’environnement hospitalier

Des bactéries, des virus, des spores et des champignons sont excrétés par des patients (et
parfois par le personnel) infectés et/ou colonisés dans I'environnement hospitalier.
L’environnement immédiat des patients porteurs est en général fortement contaminé par ces
micro-organismes. Des bactéries pathogénes souvent multi-résistantes sont presentes dans
I’environnement hospitalier, y compris Staphylococcus aureus résistant a la meéthicilline
(SARM), les entérobactéries sécrétrices de [-lactamases a spectre élargi (BLSE), les
entérocoques résistants a la vancomycine (ERV), Acinetobacter baumannii multi-résistant,
Pseudomonas aeruginosa multi-résistant, Clostridium difficile et le norovirus. Tous ces
microorganismes ont la capacité de survivre dans I'environnement sec, et peuvent devenir une

source de transmission.

B - Contamination de I’environnement hospitalier par des micro-organismes

Les patients représentent la principale source de contamination. Ainsi, les surfaces proches
des patients fréqguemment touchées par les professionnels de la santé (et les patients adultes)
appelées «high-touch surfaces» présentent une contamination plus élevée que celle des autres
surfaces [38]. Une étude récente a identifié les surfaces fortement touchées sur la base de la
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fréguence de contact observée, et qui sont : les rampes du lit, la surface du matelas et le chariot
d’alimentation [39].

La contamination des surfaces et par la suite la survenue d’une infection dépend non
seulement de la présence des micro-organismes dans le réservoir environnemental, mais aussi
de I’association de nombreux autres facteurs notamment la qualité du bionettoyage, la durée de
vie du micro-organisme sur un support inerte et sa capacité a adhérer a la surface et produire un

biofilm.

* Qualité du bionettoyage

Le « bionettoyage » est défini comme un procédé destiné a réduire la contamination
biologique des surfaces (norme NF X 50-790, Activités de service de nettoyage industriel -
lexique de la propreté). Il est obtenu par la combinaison : d’un nettoyage, d’une évacuation de
la salissure et des produits utilisés et de 1’application d’un désinfectant. Le terme de bionettoyage
est souvent employé en pratique pour désigner les opérations d’entretien des locaux. Il est
d’usage de parler par exemple d’une équipe de bionettoyage (équipe d’agents ayant en charge
I’entretien des locaux). L’entretien des locaux concerne les étapes de nettoyage-désinfection

permettant une maitrise du niveau de contamination microbienne de I’environnement

En absence d’un bionettoyage efficace, les micro-organismes peuvent survivre au niveau
des surfaces d’une maniére prolongée ; Staphylococcus aureus peut survivre sur des surfaces

pendant une semaine [40].

*|_a survie des micro-organismes dans I’environnement

La survie des micro-organismes dans 1’environnement est de durée trés variable. Elle
dépend de différents facteurs comme la nature du germe, la température, le taux d’humidité, le
type de surfaces et leur degré de salissure en particulier leur teneur en matiéres organiques
(biofilm).

Plusieurs travaux ont évalué la durée de survie des micro-organismes dans
I’environnement. Acinetobacter sp. sont particulierement redoutable dans I’environnement car
elles «collent» aux surfaces, et sont facilement transportés par le personnel soignant d’un site a
un autre. Staphylococcus aureus représente une espece présentant une certaine résistance a la
dessiccation et peut survivre plusieurs semaines sur des surfaces séches tout autant que

Pseudomonas aeruginosa [41].
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*Capacité d’un micro-organisme a adhérer a une surface et produire un biofilm

L’adhésion et la multiplication des bactéries sur de nombreux supports (matériels,
équipement, surfaces, sols, eau, ...) représentent le facteur clé de la contamination
microbiologique de I’environnement. Cela contribue a la formation du biofilm qui constitue un
réservoir important de microorganismes. Aprés sa fragmentation, ce biofilm peut étre véhiculé
d’un point a un autre par I’intermédiaire de ’homme, les liquides, plus particulierement I’eau,
I’air sous forme d’aérosols constitués de poussieres et de gouttelettes de liquides [42]. Lorsque
les conditions environnementales sont favorables : la nature du germe, la température, le taux
d’humidité, le type de surface, il y aura la sécrétion des glycoprotéines. Ceci va aboutir a la
formation d’une pellicule au niveau des surfaces pour assurer une bonne adhésion, et conférer
aussi une certaine résistance contre les détergents et les désinfectants grace a la formation de
cette couche qui est de nature glycoprotéique. Le choix des matériaux utilisés dans les surfaces
environnementales semble étre important. Ainsi, différents matériaux ont été testés notamment
le vinyle, I'acier inoxydable, le formica et le tissu, et ont été inoculées avec des BMR notamment
K. pneumoniae, E. coli et Enterobacter sp. afin d'évaluer la capacité de survie des organismes
jusqu'a 72 heures [41]. A part K. pneumoniae sur la surface de Formica, tous les agents
pathogenes ont survécu a moins de 15% en 24 heures et toutes les cultures a 72 heures étaient

négatives [41].

C - Place de I'environnement hospitalier dans la chaine épidémiologique

La chaine épidémiologique de transmission d’agents infectieux est caractérisée par un
réservoir émetteur et un réservoir récepteur reliés par un mode de transmission. Cette
transmission des agents pathogénes entre un patient colonisé / infecté a un autre patient
susceptible se produit le plus souvent a travers les mains des professionnels de la santé, mais les
objets, les surfaces et I'air contaminés peuvent étre directement ou indirectement impliqués dans
la voie de transmission. D’aprés Jonathan et coll., les différentes voies de transmission directe
ou indirecte d’un patient colonis€ / infecté a un autre patient susceptible d’acquérir des agents

pathogenes sont représentées dans la figure 2 [43].
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Contact direct
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Figure 2 : Voies de transmission directe ou indirecte d’un patient colonisé / infecté a un autre patient
[43]

D - Réble de l'environnement dans la survenue des infections associées aux soins

L’environnement hospitalier est impliqué notamment lors d’infections associées aux soins
survenant sur un mode épidémique. La présence du micro-organisme dans le réservoir
environnementale n’est pas a elle seule une condition suffisante pour impliquer ce réservoir dans
la survenue d’une infection. Ainsi, plusieurs facteurs possédant chacun des niveaux de
responsabilité différents sont necessaires :

- Les micro-organismes (type pathogéne ou opportuniste, taille de I’inoculum et virulence).

- Lavoie de transmission (dispositif médical, air, liquide, surfaces).

- La porte d’entrée (procédure invasive ou non).

- L’état immunitaire du patient récepteur.

La résponsabilité de I’environnement comme source de colonisation et/ou infection pourait étre

facilement établie comme il a été montré dans un travail réalisé dans un service de réanimation
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et qui a concerné le suivi pendant 7 mois de patients ventilés et de leurs environnement comme

source de contamination et d’infection par P. aeruginosa [44].

E - Maitrise du risque infectieux liée a I’environnement hospitalier

la surveillance microbiologique de la résistance dans I’environnement hospitalier est un
élément important dans la politique de prévention de I’infection associée aux soins,. Elle permet
de prévenir la transmission des BMR, ainsi que mettre en ceuvre des mesures correctives
lorsqu’un mauvais résultat est rendu.

D’une maniére générale, les établissements de santé doivent mettre en place des protocoles
de nettoyage et de désinfection pour maitriser la contamination environnementale par des
microorganismes multi-résistants. Le nettoyage doit étre fréquent et minutieux pour les surfaces
fréguemment en contact avec les mains des patients et du personnel, tels que les barres de lits et
les poignées de portes, mais également les téléphones et les claviers d’ordinateurs. L utilisation

de produits détergents désinfectants courants est suffisante [45].

Dans les services de néonatologie, les incubateurs notament les couveuses peuvent
constituer un risque potentiel de transmission des microorganismes vers les nouveau-nés, si les
procédures de désinfection de ces incubateurs ne sont pas respectées. Néanmoins, la couveuse
protege les nourrissons contre les infections bactériennes et contre les autres agents de

contamination pour lesquels le milieu chaud et humide est tres favorable.
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Chapitre Il - Antibiotiques et résistance bactérienne

| - Les antibiotiques

Un antibiotique est une molécule naturelle ou semi-synthétique, qui détruit ou bloque la
croissance des bactéries et dont l'activité thérapeutique se manifeste a trés faible dose. Les
antibiotiques sont classés selon la nature chimique, le site d'action spécifique a chacun, le spectre

antibactérien et les modalités d’action.

1 - Classification

La classification des antibiotique est multiple, elle peut se faire selon :
e La nature chimique car il existe souvent une structure de base sur laquelle il y a une hémi-
synthése définissant ainsi une famille d'antibiotique (Ex : B-lactamines).
e Les modes d'action spécifiques a chacun sont soit :
- L’inhibition de la synthése de la paroi bactérienne (B-lactamines, glycopeptides,
fosfomycine).
- L’inhibition de la synthése protéique (aminosides, cyclines, phénicolés, acide
fusidique, macrolides, oxazolidinones, mupirocine, synergistines).
- L’action sur la synthese des acides nucléiques (quinolones, nitroimidazolés,

rifamycines, sulfamides triméthoprime).
- L’action sur les membranes (polymyxines, daptomycine) [46].

e Le spectre antibactérien représente I'ensemble des bactéries sur lesquelles I'antibiotique est

actif et permet de prévoir son potentiel ainsi que ses limites. On distingue :

- Les antibiotiques a spectre large qui sont efficaces sur un grand nombre de types
d'agents pathogénes. Ainsi, l'antibiotique sera actif sur une grande partie de tous les
cocci et tous les bacilles. Ils sont utilisés lorsque la bactérie n'est pas identifiée et que

la pathologie peut étre due a différents types d'agents pathogeénes.

- Les antibiotiques a spectre étroit qui sont efficaces sur un nombre limité d'agents

infectieux leur permettant de cibler une pathologie particuliére.
e Les modalités d'action :

- Un effet bactériostatique provoque une inhibition réversible de la croissance de

I'organisme cible.
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- Un effet bactéricide entraine la mort de celui-ci.

Le tableau 1 représente les classes majeures des antibiotiques. Dans la suite du chapitre,
comme nous avons travaillé dans cette étude sur les B-lactamines, nous avons détaillé cette
famille d’antibiotiques en précisant les différentes classes, les mécanismes d’action et la

résistance des bactéries.
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Tableau 1 : Classes majeures des antibiotiques et leurs modes d’action

Classe Sous-classe Exemples Bactéricide /
d’antibiotique Bactériostatique
B-lactamines Pénicilline Amoxicilline Bactéricide

Monobactame Aztréoname

Carbapénéme Méropéneme, Imipéneme

Carbacépheme Loracarbefe

Céphalosporines 1G Céfalotine

Céphalosporines 2G Céfaclor, Cefuroxime

Céphalosporines 3G Céfotaxime, Céftazidime

Céphalosporines 4G Céfépime

Céphalosporines 5G Céftobiprole
Polypeptides Polymixine-B, Colistine Bactéricide
Lipopeptides Daptomicine Bactéricide
Glycopeptides Téichplanine, Vancomycine, Bactéricide
Fosfomycine Fosfomycine Bactéricide
Aminoglycoside Gentamicine, Amikacine, Bactéricide

Lincosamides

Lincomysine, Clindamycine

Bactériostatique

Macrolides

Erythromicine, Spectinomycine

Bactériostatique

Quinolones

Ciprofloxacine, Acide

Nalidixique

Bactéricide

Sulphonamides

Sulphametizole

Bacteériostatique

Tetracyclines

Tetracycline, Doxycycline

Bactériostatique

Oxazolidinoes

Linezolides

Bactériostatique

Diaminopyrimidin

Trimethoprime, Iclaprime

Bactériostatique

Nitroimidazole

Metronidazole

Bactéricide

Rifamycines

Rifampicine, rifabutine

Bactéricide
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2 - B-lactamines

A T’heure actuelle, les B-lactamines demeurent les molécules les plus utilisées dans le
traitement des infections dues aux entérobactéries. C’est la famille d’antibiotiques la plus
diversifiée et la plus importante, grace a son large spectre d’action, son efficacité, sa faible

toxicité et a son faible co(t.

Les molécules de B-lactamines sont naturelles ou hémi-synthétiques. Elles interviennent
au niveau de la phase finale de la synthese du peptidoglycane, en agissant sur les protéines liant

les pénicillines (PLP) et bloquant ainsi la synthése de la synthése de la paroi bactérienne [47].

3 - Structure des B-lactamines

Les B-lactamines se caractérisent par la présence d’un noyau béta-lactame nitré a quatre
sommets [48]. A partir de ce cycle, quatre sous-familles ont été développées par adjonction de
chaines latérales : les pénicillines (ou pénames), les céphalosporines (ou céphémes), les

monobactames et les carbapénémes (Figure 3).
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Figure 3 : Structures desp-lactamines et du dipeptide D-Ala-D-Ala [48]
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4 - Familles des B-lactamines

Les B-lactamines comprennent différentes familles, dont les principales utilisées en
thérapeutiques humaines sont les suivantes :
A - Pénicillines
Les pénicillines sont dérivées de I'acide 6-pénicillanique, elles regroupent plusieurs sous-

groupes, qui varient selon le spectre d’action des pénicillines [49].

B - Céphalosporines

Elles présentent des dérivées de I’acide-7-aminocéphalosporanique. Elles ont une structure
qui leur permet de mieux résister a I’action diverse des pB-lactamases. Il existe cing générations

de céphalosporines classées selon leur date de mise sur le marché et leur spectre d’activité [49].

e Céphalosporines de 1éme génération (C1G) : sont actives sur les cocci a Gram positif
(streptocoques et staphylocoques méti-S), quelques entérobactéries (E. coli, Proteus
mirabilis, Klebsiella). Elles sont utilisées dans I'angine streptococcique, dans les épisodes
d'exacerbations de bronchite chronique, et d'antibioprophylaxie en chirurgie (forme
injectable)

e Céphalosporines de 2éme génération (C2G) : actives sur les cocci Gram +, quelques
entérobactéries. Elles sont utilisées dans les infections de la sphére ORL récidivante, dans
les épisodes d'exacerbations de bronchite chronique

e Céphalosporines de 3eme génération (C3G) : sont les antibiotiques de choix dans le
traitement des infections séveres a entérobactéries, grace a leur spectre étendu. Cependant,
ces molécules sont hydrolysees par les cephalosporinases hyper-produites ainsi que par les
B-lactamases a spectre étendu (BLSE) ;

e Céphalosporines de 4éme génération (C4G) : sont relativement stables a I’hydrolyse des
céphalosporinases de types AmpC. Elles sont a large spectre et présentent une meilleure
résistance a I’hydrolyse par les céphalosporinases hyper-produites.

e Céphalosporines de 5éme génération (C5G) : sont actifs sur le SARM et Pseudomonas

aeruginosa

C- Carbapénéemes

Les carbapénémes possedent un tres large spectre antibactérien et sont stables envers la

quasi-totalité des B-lactamases. Ils sont trés actifs sur les entérobactéries, y compris les souches
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productrices de BLSE et celles productrices de céphalosporinases a haut niveau. Ce sont des

molécules utilisées en derniers recours sur des BMR ou en traitement probabiliste large [50].

D - Monobactames

Ce sont des S-lactamines monocycliques, tel que ’aztréonam. Ils sont trés actifs sur les

entérobactéries [49].

5 - Mécanisme d’action des B-lactamines

Les B-lactamines sont des acides plus ou moins forts, qui traversent difficilement la
membrane bactérienne. Ce sont des analogues de la terminaison D-alanine-D-alanine des
précurseurs de la synthése du peptidoglycane ou muréine (figure 4). lls inhibent la synthese de
la paroi, en se fixant par une liaison covalente aux protéines liant les pénicillines (PLPs), comme
les transpeptidases, les transglycosidases et les carboxypeptidases. De ce fait, la liaison PLP-f3-
lactamines empéche la synthese du peptidoglycane en inhibant la transglycosylation et la
transpeptidation (effet bactériostatique), et entraine une activation endogene des autolysines

bactériennes (effet bactéricide).

v D-Ala-D-Ala p-lactamine

Figure 4 : analogie structurale
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Il - Résistance bactérienne aux B-lactamines

Une souche bactérienne est dite résistante lorsqu'elle peut croitre en présence d'une
concentration d'antibiotique plus élevée que celle qui inhibe la majorité des souches de la méme

espece. La résistance peut étre naturelle ou acquise :

- Naturelle : caractéristique a une espece bactérienne et elle est partagée par toutes les

souches de cette espece (tableau 2),

- Acquise : Cette résistance résulte d’une modification génétique par mutation [51] ou
d’une acquisition de matériel génétique étranger [52]. Le transfert de ces genes est facilité apres
leur intégration sur des éléments mobiles tels que les plasmides, les transposons, les intégrons

ou encore sur des phages [53,54].

Tableau 2 : Résistances naturelles aux -lactamines chez les entérobactéries (CA-SFM, 2013)
[55].

Espéces AM AMC TIC/PIP  C1G FOX MA
R
R
R

Klebsiella spp

E. hermanii

C. koseri

C. freundii

| | V| | O

E. cloacae

E. aerogenes

H. alvei

X Ol X O O | O X
A O O O O

S. marcescens

P. mirabilis

P. vulgaris, P. penneri

M. morgannii

P. stuartii

X Ol V| O

R
R
R

P. retgerri

| | W| | O

R

R : résistance naturelle ; AM : aminopénicillines; AMC : amoxicilline + acide clavulanique; TIC : ticarcilline; PIP
- pipéracilline ; C1G : céphalosporines de 1°¢ génération; FOX : céfoxitine; MA : céfamandole; CXM : céfuroxime.

Y. enterocoletica R R
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1 - Epidémiologie de la résistance aux B-lactamines

Dans le cadre de la miti-résistance des BMR, le mécanisme de résistance aux p-lactamines
se traduit dans 80 % des cas par la production de B-lactamases a spectre élargi (BLSE). A
I’échelle mondiale, une augmentation des entérobactéries BLSE (E-BLSE) est observée parmi
I’ensemble des souches isolées de prélevements a visée diagnostique réalisés dans les
établissements de santé [56]. Au Maroc, le taux d’isolats d’E-BLSE varie entre 20% et 42,85%
[57-59]. La prévalence des bactéries BLSE est également & la hausse dans les pays développés.
En Europe, cette prévalence d’E-BLSE varie de 2% notés en Suede jusqu’a 80% en Bulgarie et
en Asie [60].

D’autre part, la résistance aux carbapénémes suscite un intérét considérable car les
carbapénémes représentent les "antibiotiques de dernier recours” pour les infections séveres
causées par des BMR, menant souvent aux échecs thérapeutiques [61]. A ce titre, la
dissémination des carbapénémases type New Delhi Metalo-béta-lactamase (NDM) occasionne
de vives inquiétudes en raison de sa dissémination intercontinentale et de son impact clinique
tres important [62]. Les recherches menées en Inde et au Pakistan révélent une augmentation
alarmante et rapide de la prévalence des entérobactéries productrices du NDM. Le taux de

prévalence est de 6,9% dans un hopital en Inde a 18,5%, au Pakistan [63].

Au Maroc, 6% des isolats cliniques producteurs de carbapénémases ont été rapportées. Ces

bactéries se sont avérées également sécrétrices de BLSE [64].

2 - Mécanismes de résistance aux B-lactamines

Chez les BGN, on définit le mécanisme de résistance enzymatique par inactivation des
B-lactamases et le meécanisme non enzymatique qui comprend : les phénomenes

d’imperméabilité, d’efflux, et la faible affinité pour les protéines liant les pénicillines (PLP).

A - Mécanismes de résistance non enzymatique

a - Diminution de la perméabilité de I'antibiotique

La perméabilitt membranaire contr6le la concentration de différentes classes
d’antibiotiques comme les 3-lactamines a travers I’expression des porines ou des transporteurs-
pompes [65]. Il a été rapporté chez des isolats résistants aux antibiotiques (Klebsiella,
Enterobacter, Proteus, Pseudomonas ou Serratia) que la disparition des porines a été associée a
la production d’enzymes Dbactériennes détruisant le cycle p-lactame (B-lactamases,

céphalosporinases), qui est un ¢lément clé dans la résistance aux [-lactamines. Chez
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Pseudomonas aeruginosa par exemple, la disparition d’une porine spécifique a été rapportée

dans le cas de résistance a I’imipénéme (figure 5) [66].

Lipopolysaccharide J 0 polysaccharide ]

| Lipid A —, Porin protein

Lipoprotein
/ Phospholipid

x.l; @?Enzymes

J Outer membrane ¢ i

Cell wall . 0
|_Peptidoglycan -
Plasma <'/
membrane | /

/
Periplasm~

Figure 5 : Structure de la paroi cellulaire des bactéries a Gram négatifs [65]

b - Efflux actif de I'antibiotique

Les systemes d’efflux actifs conduisent a une diminution de la concentration intracellulaire
de I’antibiotique (ex : quinolones), et confére généralement des résistances de bas niveau. Une
surexpression de ces systemes d'efflux constitutifs suite & des mutations dans les régions
régulatrices, confere une multi-résistance aux antibiotiques. C’est I’exemple de la mutation des
genes marRAB d'Escherichia coli qui entrainent une résistance aux quinolones. Chez Klebsiella

pneumoniae, le géne acrRP code pour un systeme de pompe a efflux [67].

¢ - Modification de la cible des 8-lactamines

Ce type de résistance se manifeste par la modification des PLP qui sont les cibles des -
lactamines et qui catalysent 1’étape finale de la biosynthése du peptidoglycane. Trois

mécanismes peuvent intervenir :

- diminution de I’affinité des PLP pour les béta-lactamines. Exemple de Streptococcus
pneumoniae ou les béta-lactamines ont du mal a se fixer aux PLP qui restent disponibles pour la

synthese du peptidoglycane ;

- augmentation de la synthéese des PLP existantes avec hyper-expression de PLP possédant

naturellement une faible affinité pour les béta-lactamines (ex. : Enterococcus spp);
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- synthése d’une ou de plusieurs nouvelles PLP insensibles aux béta-lactamines comme
pour Staphylococcus aureus dont la résistance a la méthicilline se développe par acquisition d’un

gene mecA)

B - Mécanismes enzymatiques par production de 8-lactamases

Chez les entérobactéries, le mécanisme prédominant de résistance aux béta-lactamines est
la production d’enzymes appelés g-lactamases [68]. Ces béta-lactamases hydrolysent les béta-
lactamines en ouvrant le cycle béta-lactame au niveau du pont amide, menant a la perte d’un
groupement carboxyle, pour donner un acyl-enzyme qui sera ensuite dégradé en acide inactif,

provoquant ainsi I’inactivation de I’antibiotique en question [49].

La résistance aux p-lactamines se manifeste souvent par la production d’enzymes telles
que les B-lactamases a spectre elargi (BLSE), céphalosporinases (CASE) et carbapénemases
(CARBA).

-Résistance par production de BLSE : les BLSE sont des B-lactamases capables
d'hydrolyser une large gamme de béta-lactames, notamment les pénicillines, les céphalosporines
et les monobactames, mais pas les céphamycines et les carbapénemes. Ils sont généralement

inhibés par les inhibiteurs classiques de la béta-lactamase.

-Résistance par production de CASE : les CASE sont des B-lactamases qui peuvent
conférer une résistance aux pénicillines et & la plupart des céphalosporines (y compris les
céphamycines) mais sont peu ou pas actifs contre les monobactames et les
oxyiminocephalosporines zwitterioniques (tels que le céfépime et le céfpirome) et les

carbapénemes.

-Résistance par production de CARBA : les CARBA sont des -lactamases qui peuvent
hydrolyser les pénicillines, les céphalosporines, les monobactames et les carbapenemes.

a - Classification des B-lactamases

Il existe 2 types de classification des béta-lactamases. La premiére est faite selon les bases
moléculaires (classification d’ Ambler) et la deuxieme est basée sur les phénotypes de résistances

aux B-lactamines (classification de Bush).
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i - Classification d’Ambler
Cette classification a été proposée par Ambler en 1980, elle permet de grouper les pB-
lactamases en quatre classes en fonction de leurs homologies structurales ; les -lactamases de

classe A, B, C et D. Cette classification est la plus utilisée en pratique médicale.

Les B-lactamases de classe A : ce sont des pénicillinases qui constituent le groupe le plus
important. Elles hydrolysent préférentiellement les pénicillines (amoxicilline, ticarcilline,
pipéracilline) et sont sensibles aux inhibiteurs de B-lactamases tel que 1’acide clavulanique, le
tazobactam et le sulbactam). Selon Ambler, les B-lactamases a spectre élargie appartiennent a
cette classe.

Les pB-lactamases de classe B ou métallo-p-lactamases : ce sont principalement des
carbapénémases comme VIM et IMP, elles hydrolysent toutes les [B-lactamines sauf
I’aztréonam. Elles sont résistantes aux IBL classiques mais sont inactivées in vitro par des
agents chélateurs d’ions bivalents comme I’EDTA (acide éthyléne diamine tétra-acétique).
Les B-lactamases de classe C : ce sont des céphalosporinases de type AmpC, qui hydrolysent
préférentiellement les céphalosporines (céfalotine, ceftazidime, céfuroxime).

Les B-lactamases de classe D : ce sont des oxacillinases, qui constituent une famille
extrémement composite en termes de spectre d’hydrolyse. Elles hydrolysent plus rapidement
I’oxacilline et la cloxacilline que la benzylpénicilline. Les oxacillinases classiques sont

inhibées in vitro par le chlorure de sodium.

i - Classification de Bush

La classification de Bush-Jacobi-Medeiros est basee sur le phénotype de résistance aux f3-
lactamines prenant en considération le profil de substrat et celui d’inhibition. Elle reste malgré
tout peu utilisée en pratique medicale. Cette classification est plus ramifiée par la présence de
sous-classes pour les B-lactamases de classe A (2a, 2b, 2be...). Les enzymes de type BLSE font
partie du groupe 2be. Le tableau 3 regroupe les deux classifications structurale et fonctionnelle

des B-lactamases d’aprés Ambler et Bush, ainsi que leurs caracteéristigques.
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Tableau 3 : Classification structurale et fonctionnelle des B lactamases d’aprés Ambler et Bush

Classification Enzyme Activité enzymatique préférentielle Activité

inhibitrice
Ambler Bush PEN CarboxyP Oxa CIG C3G ATM IMP |AcClav EDTA
A 2 Pénicillinase a s " ] ‘. ] ] ] rar ]

spectre restreint

Pénicillinase a large

2b +++ ++ + ++ - - - +++ -
spectre
2be BLSE +++ ++ + ++ ++ ++ - +++ -
TEM résistantes aux
2br o +++ ++ + +/- - - - - -
inhibiteurs
2c Carbénicillinases ++ +++ + + - - - + -
2e Céfuroximases ++ ++ - ++ + - - +++ -
2f Carbapénémases ++ + + + + ++ ++ + -
1 Céphalosporinases ++ + - +++ + - - - -
D 2d Oxacillinases + +++ \% \Y - - \ - -
B 3 Carbapénémases ++ ++ ++ |+ ++ ++ - +4+

L'efficacité enzymatique et l'activité des molécules inhibitrices sont indiquées par les signes + et —

PEN : Pénicillines ; CarboxyP : Carboxypénicillines ; Oxa : Oxacilline, CIG : Céphalosporines1G ; C3G : Céphalosporines
3G ; ATM : Aztréonam ; IMP : Imipéneme ; Ac Clav : Acide clavulanique ; V : variable ; EDTA : acide éthylene diamine
tétra-acétique.

b - B-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Les types de BLSE incluent TEM, SHV, OXA et CTX-M. D'autres BLSE telles que les B-
lactamases PER, VEB, GES, SFO et IBC ont été décrites mais sont moins fréquentes [69—71].

Les BLSE classiques sont celles dérivées du vaste spectre enzymatique TEM et SHV par
I'acquisition de mutations ponctuelles spécifiques qui élargissent leur spectre d'hydrolyse aux
oxyimino-céphalosporines et aztréonam [72]. La plupart des BLSE se trouvent chez des bactéries
a Gram négatif, y compris Klebsiella spp., E. coli, P. aeruginosa, Enterobacter spp. et

Salmonella spp [73].
i - B-lactamases TEM (Temoniera)

La famille TEM des BLSE a été signalée pour la premiere fois en 1965 a partir d'un isolat

d’E. coli. La B-lactamase TEM-1, est capable d'hydrolyser I'ampicilline et les céphalosporines
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précoces telles que la céfalotine. En raison de son emplacement sur un plasmide, TEM-1 a été
diffusée dans le monde entier et peut étre trouvée dans de nombreux membres différents de la
famille des entérobactéries [73]. La B-lactamase TEM-2 est le premier dérivé de TEM-1. Elle
présente une seule substitution d'acide aminé, mais n'est toujours pas considérée comme une
BLSE ayant un profil de substrat identique a TEM-1 (figure 6). TEM-3, isolé pour la premiére
fois de K. pneumoniae en 1987, est la premiére TEM-pB-lactamase a présenter le phénotype des
BLSE. Actuellement, plus de 190 enzymes B-lactamases de type TEM ont été décrites.

Lys
TEM-5
TEM-10
TEM-24
TEM-27
TEM-28
TEM-42 Met
TEM46  TEM-4
Phe TEM-47 TEM-9
TEM-4 TEM-48  TEM-13
TEM-S e m TEM49  TEM-25
TEM-25 TEX 20 TEMs TEMS1  TEM27
i TEM-68™  TEM-42
TEM-48 TEM-43 TEM-24
TEM-4Q Asp Arg TEM-52 T2 TR
TEM-53 Val TEM-57 TEM-21 TEM-63 Gly sic Loy
TEM-63  TEM-42 TEM-66 TEM-55 TEM-72 TEM22 L TEMed™
| | | 1 |
R 4 v l ‘ l ¥ v
| TEM41 Leu Gin AlaLeu Gly Glu His Arg Met Gly Ala Gly Glu Arg Thr Ser
21 39 42 51 92 104 153 164 182 218 237 238 240 244 265268
bt L ] A
; Ser |
= Pro re TEM-5 Sy Ser _ Leu
M2t el TEM-3 -5 L  Ser : Gl
Tens TEMS0 TEM-4 TEM-7 TEM55 tep3 TEM-54 =l 5
TEM7 TEM-6 TEM-8 TEM4
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TEM-8 L i TEMqa TEM-SS
;Em; TEM-14 TEM-12 TEM-15
TEM18 TEM-15 TEM-22 TEM-18
TEM18 TEM-16 TEM-25 TEM-19
TEM-21 TEM-17 TEM-26 gmg?
TEM-22 TEM-18 TEM-48 X
TEM-42 TEM-21 TEM-53 TEM-22
TEM-45 TEM-22 TEM-60 TEM-25
TEM-56 TEM-24 TEM-E3 TEM-42
TEM60 TEM-26 TEM47
TEM-61 TEM-43 His EM-45
TEM-65 TEM-46 TEM-6 TEM-49
" TEM-50* TEM-11 TEM-52
TEM-72 /
TEM-52 TEM-16 TEM-66
TEM-56 TEM-27 TEM-68*
TEM-60 TEM-28 TEM-72
TEM-63 TEM-29
TEM-66 TEM-43
TEM-61

Figure 6 : Schéma des différents BLSE type TEM en fonction de la mutation
plasmidique [73]

ii - B-lactamases SHV (Sulfhydryl Variable)

La B-lactamase de type SHV-1 a été décrite pour la premiére fois en 1972 et confere une
résistance a I’ampicilline, a I’amoxicilline, & la carbénicilline et a la ticarcilline. SHV-1 partage
une similitude de 68% d'acides aminés avec TEM-1 et possede une structure tertiaire similaire.
La majorité des variants du SHV possédant un phénotype de BLSE sont caractérises par la
substitution d'une sérine a la glycine (figure 7) [74]. Les BLSE de type SHV se trouvent
principalement dans les souches de K. pneumoniae, mais ces enzymes ont été trouvées dans
d'autres bactéries a Gram-, y compris E. coli, sous forme de B-lactamases a médiation

plasmidique. Actuellement, plus de 130 variantes de SHV sont connues.
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SHV-2
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Figure 7 : Schéma des différents BLSE type SHV en fonction de la mutation
plasmidique [73]

jii - B-lactamases OXA

Ces B-lactamases appartiennent a la classe moléculaire D et au groupe fonctionnel 2D.
Elles conferent une résistance a la cloxacilline et & la pénicilline. Les génes bla oxa comprennent
les B-lactamases chromosomiques d'Acinetobacter spp, connues sous le nom d’OXA-51 [75].
Certains de ces genes ont migré d'Acinetobacter spp vers P. aeruginosa et, dans une moindre
mesure, chez les membres d’Enterobacteriaceae, notamment E. coli et K. pneumoniae [70]. Le

transfert des génes bla oxa a presque toujours lieu sur des plasmides.
iv - B-lactamases CTX-M

Le nom «CTX-M» est une abréviation de «céfotaximases Munich». Les B-lactamases de
type CTX-M, constituent un groupe d'enzymes codees par un plasmide, capables d’hydrolyser

des céphalosporines a large spectre et qui sont inhibées par le clavulanate et le tazobactam.
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Figure 8 : Arbre phylogénétique de la famille des CTX-M [76]
Les groupes CTX-M sont sous classés par similarités d’acides aminés en cinq groupes
differents : CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9, CTX-M-8 et CTX-M-25 comme le montre la figure
8. Les membres de chaque groupe partagent 94% de similarités de séquence d'acides aminés et

90% de similarités entre les groupes. Plus de 130 variantes différentes de CTX-M ont été décrites

jusqu'a présent.

Emergence de CTX-M

Cette classe de B-lactamases est reconnue mondialement comme un mécanisme important
de résistance aux céphalosporines utilisée contre les agents pathogenes a Gram-. Les CTX-M-
15 et CTX-M-14 sont les enzymes CTX-M les plus importantes que 1’on puisse trouver chez
I’homme, chez 1’animal ainsi que dans I’environnement partout dans le monde [77,78]. CTX-M-
15 a été décrite pour la premiére fois en 1999 a partir d'isolats entériques prélevés dans un hépital

de New Delhi, en Inde [79]. A I'neure actuelle, il a été constaté que CTX-M-15 avait été diffusé

dans le monde entier [80].

c- Céphalosporinases

Chez certaines souches appartenant au groupe 3 des entérobacteries, une hyperproduction

constitutive d’AmpC peut étre observée. Ce phénomene qui est la conséquence de mutations
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affectant des geénes de régulation d’AmpC, contribue a rendre ces souches résistantes a
I’aztréonam, aux céphamycines et aux C3G. Les C4G restent en général actives. Ce phénotype,
appelé « céphalosporinase de haut niveau », se caractérise également par le fait que la résistance
aux C3G peut étre inhibée par la cloxacilline, mais pas par les IBL. Ce phénotype peut également
étre observé chez E. coli et résulte alors de mutations du promoteur ou d’un géne atténuateur
et/ou de duplications du géne de structure. Le phénotype « céphalosporinase de haut niveau »
peut aussi avoir un support plasmidique. Il s’agit alors de plasmides souvent conjugatifs qui
possedent des genes AmpC notamment CMY, FOX, MOX, DHA, ACT, CIT qui diffusent au
sein de nombreuses especes d’entérobactéries (E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, Salmonella
spp., P. mirabilis...) [81].

d - Carbapénémases

Les carbapénémases sont des enzymes capables d'hydrolyser non seulement les
céphalosporines et les oxymino-céphalosporines, mais également les antibiotiques
carbapénemes. Les carbapénémases sont le groupe des B-lactamases les plus préoccupantes chez
les bactéries a Gram -, car les antibiotiques carbapénémes sont les derniers médicaments de
référence pour le traitement de I’infection a BGN. Les carbapénémases peuvent étre trouvées

dans chacune des quatre classes moléculaires de -lactamases.

i - Carbapénéemases de classe A

Les carbapénemases de classe moléculaire A comprennent la carbapénemase de Klebsiella
pneumoniae (KPC) a médiation plasmidique, le spectre étendu de Guyane (GES), 1’enzyme
Serratia marcescens (SME), codée de maniere chromosomique, ainsi que 1’imipéneme-
hydrolysant (IMI) B-lactamases. Les carbapénemases a KPC, en particulier, ont récemment été
associées a des flambées majeures d’infections @ Gram - multi-résistantes dans les hdpitaux.
Leurs transmission est devenu mondiale [82]. Au Maroc, ce type de carbapénémases n’a été pas

détecté.

ii - Carbapénémases de classe B

Ce sont des B-lactamases de classe B d’une activité carbapénemase qui ont été caractérisees
chez les entérobactéries, ces enzymes hydrolysent tous les B-lactamines a I’exception de

I’aztréonam. Elles résistent aux P-lactamines mais sont sensibles a 1’action inhibitrice de

I’EDTA.
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Les Métallo B-lactamases de classe B (MBL) comprennent les enzymes suivantes: actif sur
I'imipénéme (IMP) [83], I’intégron de VVérone codant une métallo-p-lactamase (VIM), Sao Paulo
métallo -B-lactamases (SPM), lI'imipénemase de Séoul (SIM), I'imipénemase allemande (GIM)
et New Delhi MBL (NDM) [84-86] .

Les MBLs ont été largement identifiées dans les entérobactéries spécialement dans les
isolats de K. pneumoniae résistante a 1’imipéneme produisant la MBL IMP-1 au Japon,
Singapore, Brésil et au Maroc et IMP-8 qui a été détecté en Taiwan [87—90]. D’autres métallo-

B-lactamases tel que VIM-1 et VIM-4 ont été rapportées en Grece et en Italie [91,92].

Les entérobacteries productrices de NDM-1 ont été rapportées en Afrique, en Asie, en

Australie, au Canada, en Europe, aux USA et au Royaume-Uni, en Korée et au Maroc [63,89,93].

iii - Carbapénéemases de classe C

La classe moléculaire C est le type CMY-10 rare isolé pour la premiere fois chez
Enterobacter aerogenes en 2003. Cependant, les f-lactamases de CTX-M-15 ont également été
identifiées comme ayant une activité carbapénemase [94]. Une résistance a un carbapénéme par
des entérobactéries productrices de CTX-M a été rapportée avec une combinaison d'autres
mécanismes de résistance, tels que la sélection de mutations conduisant a une absence
d'expression de la porine ou a une altération de I'efflux [95,96]. Ce mécanisme de résistance ne
peut pas conférer une résistance aux carbapénemes a lui seul mais peut entrainer une résistance

aux enzymes CTX-M.

iv- Carbapénemases de classe D

Les carbapénemases D de classe moléculaire sont le type d'enzyme Oxacillinase OXA. Les
entérobactéries produisant les carbapénémases ont été signalées de plus en plus dans le monde
entier [90]. Cependant, des oxacillinases a activité carbapénemase de type OXA-48 sont trés
répandues dans la région méditerranéenne et ont été récemment détectées dans les souches
d’Enterobacter cloacae au Maroc [89,97]. Acinetobacter et P aeruginosa ont été souvent
rapporté résistantes aux carbapénémes par expression de ’enzyme OXA dans plusieurs travaux
[75].
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3 - Plasmide : principal support génétique de la résistance 8-lactamase

La résistance extra-chromosomiques est due a la présence de trois types d'éléments
génétiques mobiles portant des genes de réesistance : les plasmides, les transposons et les cassettes

de résistances inserées sur intégrons.

Les plasmides sont des éléments circulaires mobiles et autonomes du chromosome
bactérien qui peuvent véhiculer la résistance a plusieurs antibiotiques a la fois. Les plasmides
conjugatifs (Tra+) sont des plasmides doués de réplication autonome d’une bactérie a une autre
par conjugaison. Cette propriété contribue ainsi a une importante dissémination de 1’information
génétique. Leur taille est supérieure a 30 kb. Ils sont en petit nombre de copies (1 a 3) par cellule.
Les plasmides transférables représentent le principal support génétique des génes codant pour
des B-lactamases (exp : CTX-M) et permettent le transfert du gene d'une espéce a une autre et
d'un genre a un autre. Ces génes sont souvent retrouvés en association avec d'autres géenes de

résistance aux aminosides, chloramphénicol, sulfamides et tétracyclines.

37



Objectifs



OBJECTIFS DE L’ETUDE

Dans les services de néonatologie et de réanimation néonatale, la survenue d’une infection
associée aux soins causée par une BMR chez les nouveau-nés hospitalisés est souvent précédée
par la colonisation par des BMR. Le dépistage des nouveau-nés a 1’admission et en cours
d’hospitalisation est 1’'une des méthodes utilisées pour prévenir la survenue des IAS. Elle permet
de diminuer le risque d’infections associées aux soins en identifiant les patients colonisés par
des BMR et qui présentent un « réservoir» qui facilite leur dissémination. En plus, la mise en
ceuvre des mesures d’hygiene permettant d’éviter la dissémination des BMR a I’intérieur d’une

méme unité.

Dans ce contexte, et a notre connaissance aucune donnée publiée sur la prévalence du portage
et/ou de colonisation des NN par des BMR dans les services de néonatologie et réanimation

néonatale au Maroc n’est disponible.

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer la prévalence de I’acquisition des bactéries
multi-résistantes chez les nouveau-nés hospitalisés dans le SNRN au CHU Hassan Il de Fes au

Maroc. Les BMR étudiées sont :

++ Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM)

X4

L)

Entérobactéries multi-résistantes :

L)

Les entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre élargie (E-BLSE)

Les entérobactéries productrices de céphalosporinases (E-CASE)

Les entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC).

L X4

Acinetobacter baumannii résistant a I’imipénéme (ABRI)

X/
L X4

Pseudomonas aeruginosa résistante a I’imipénéme (PARI)
D’autres objectifs ont été établis. Ce sont :

La détermination de la prévalence du portage de BMR a I’admission des nouveau-nés
L’identification des facteurs de risques liés a la colonisation par ces BMR

L’étude des profils de résistance des différentes bactéries isolées

L’étude moléculaire des déterminants génétiques de la résistance chez les BMR isolées

L’étude de la relation clonale entre ces BMR

-+ £ F F ¥

L’étude des réservoirs exogénes notamment surfaces et dispositifs médicaux, qui peuvent

constituer une source de transmission et de dissémination des BMR dans le service.
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Présentation du travail

Ce travail consiste en une étude prospective qui s’est étalée sur 5 annees (de 2013 a 2018)
et qui s’est déroulée dans le service de néonatologie et réanimation néonatale (SNRN) au centre
hospitalier universitaire CHU Hassan 11 de Fes. Le dépistage des nouveau-nés a éte réalisé sur

une période de deux années (de 2013 jusqu’a la fin de 2015).

Le service de néonatologie et réanimation néonatale (SNRN) de I'hdpital universitaire
Hassan Il de Fés est une unité médicale et chirurgicale qui dispose d'une capacité d'accueil de 18
lits répartis en deux secteurs (9 lits chacun). Le secteur 1 correspond a la réanimation néonatale
et le secteur 2 a I’unité des prématurés. Ce SNRN est le seul a Fés, une ville d'environ 1,5 million
d'habitants.

Les analyses microbiologiques et moléculaires ont été réalisées au laboratoire de

microbiologie et de biologie moléculaire de la faculté de médecine et de pharmacie de Fes

Cette étude a été approuvé par le Comité d’éthique conjoint de la faculté de Médecine et

de pharmacie et de 1°'Hopital Universitaire Hassan 11 de Fés (Fés, Maroc).

| - Patients

Durant cette période, tous les nouveau-nés ont fait 1’objet d’un ecouvillonnage nasal et
rectal a I’admission au SNRN. Un deuxieme prélévement a été réalisé 5 jours apres

I’admission. Ces prélevements ont été faits selon le schéma suivant (figure 9) :
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[Prélévement du NN}

T

A T’admission (<6h) [e 5°M jour aprés 1’admission

| '

Ecouvillonnage Ecouvillonnage

/

[Identification des bactéries]

[ Antibiogramme ]

[ Recherche des génes de résistances J

Figure 9 : Schéma des prélévements réalisés chez les nouveau-nés hospitalisés dans le SNRN

Il - Environnement

En plus des prélévements réalisés chez les nouveau-nés, nous avons réalisé également des
prélevements a partir de différents points de surface avoisinant le nouveau-né (environnement
ou zone patient) notamment les surfaces des couveuses, les hublots pivotants, I’écran d’affichage
des couveuses, les surfaces des tables chauffantes, les scopes, les matelas, les tables a chevet, les
poignets de portes des salles et le plateau de soins. Les figures 10 et 11 représentent ces différents

points de prélévements.
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Matelas Surface Ecran Hublot pivotant
couveuse couveuse

Figure 10 : Schéma montrant les sites de prélévements sur une couveuse dans le SNRN

Scope Table a chevet Surface table
chauffante

Figure 11 : Schéma montrant les autres sites de surface prélevés SNRN
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Il - Méthodes de Prélevements

1 - Prélévement rectal

Un écouvillon stérile humidifié avec du sérum physiologique stérile est introduit dans le
sphincter anal du NN, puis retiré aprés s’étre assuré de la présence de matiéres fécales. Chaque
écouvillon est ensuite placé dans son étui, rebouché et identifié par le nom du NN, la date, I’heure

et le site du prélevement.

2 - Prélevement nasal

Un écouvillon stérile humidifié par du sérum physiologique stérile est introduit dans

chaque narine profondément suivie de rotations sur les parois narinaires.

3 - Prélevement des surfaces

Toutes les surfaces qui ont fait 1’objet de prélévements ont été frottées sur les zones
définies a I’aide d’un écouvillon stérile imbibé de sérum physiologique stérile. Le frottement se
fait en stries paralleles rapprochées en le faisant tourner légerement sur les mémes zones en stries
perpendiculaires aux premieres (Norme 1SO/DIS 14698-1). Les écouvillons sont remis dans
leurs étuis protecteurs et transférés au laboratoire. Ensuite, un enrichissement a été nécessaire
pour permettre une récuperation maximale des bactéries lls sont ensuite dilués dans le milieu

d’enrichissement BHI (Brain Heart Infusion, oxoid) puis incubés a 37°C pendant 24h.

IV - Collecte des données épidémiologiques des patients

A partir du dossier des nouveau-nés, les données sociodémographiques et cliniques des
patients ont été collectées. Ce sont : le genre, I’4ge, le poids a la naissance, 1’age gestationnel, le
lieu de naissance, la voie d’accouchement, la provenance, la date d’admission, le motif
d’hospitalisation, 1’antibiothérapie administrée, le type d’allaitement, le type de cathétérisation

(central ou périphérique) et la durée d’hospitalisation.

Les informations épidémiologiques concernant tous les NN sont notées sur une fiche

d’exploitation au sein du service de néonatologie (voir annexe 1).
Criteres d’inclusion

v" Tout nouveau-né hospitalisé dans le service de néonatologie et de réanimation néonatale a subi
les prélevements.
Criteres d’exclusion

v Pour un méme patient, des doublons des mémes microorganismes par site ont été éliminés.
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Les NN hospitalisés pendant le week-end sont exclus de cette collecte.

Analyses microbiologiques

V - Ensemencements

Les prélevements ont été immédiatement acheminés au laboratoire de microbiologie de la
faculté de médecine. Puis ensemencés sur des milieux de culture sélectifs: Eosine Bleu de
Méthyléne (EMB), gélose Chapman et gélose Pseudomonas (Annexe 2). Les milieux

chromogénes n’ont pas été utilisés pour des raisons budgetaires.

1 - Prélevement rectal

Les prélevements rectaux ont été ensemences sur le milieu EMB, sélectif des bacilles a
Gram -, particulierement les entérobactéries. Cependant, ce milieu peut servir également a la

recherche d’A. baumannii et P. aeruginosa. L’incubation a été effectuée a 37°C pendant 24h.

2 - Prélevements nasaux

Les préléevements nasaux sont ensemences sur Gélose Chapman, pour la recherche

des S. aureus, puis incubés a 37°C pendant 48h.

3 - Prélevements d’environnement

Les préléevements de surface enrichis au BHI sont ensemencés sur : milieu EMB, Gélose
Chapman et Gélose Pseudomonas pour la recherche des bacilles a Gram -, Staphylococcus
aureus et Pseudomonas aeruginosa respectivement. L’incubation des boites EMB et Gélose
Pseudomonas a été réalisée a 37 °C pendant 24h. Pour les boites contenant le milieu gélosé

Chapman, I’incubation a été prolongée a 48h.

VI - Isolements et purification

Toutes les colonies qui ont poussées sur les différents milieux de culture ont fait I’objet de
tests d’identification biochimiques. Les colonies qui ont poussées sur le milieu EMB ont fait
I'objet d'une coloration de Gram, un test d'oxydase, une étude de fermentation de glucose, un test
IMVIC (Indole, Methyl Red, VVoges Proskawer, citrate) et une confirmation d’identification par
I’ API20E (voir page 45). Ceux qui ont pousse sur la gélose Pseudomonas ont fait I’objet de test
d’oxydase et une confirmation d’identification par I’API20NE. Tandis que, les colonies qui ont
pousse sur le milieu gélosé Chapman ont fait ’objet d’un test de coagulase et une confirmation

par APl staph. Les images suivantes montrent quelques bactéries isolées durant notre étude
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notamment, E. coli et K. pneumoniae sur le milieu EMB. S. aureus et P. aeuruginosa sur les
milieux gélosés Chapman et Pseudomonas respectivement.

E. coli K. pneumoniae

S. aureus P. aeruginosa

VII - Identification biochimique

1 - Coloration de Gram

C’est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi
bactérienne, et d’utiliser ces propriétés pour les distinguer et les classer. Pour cela, un étalement
aussi mince que possible est effectué a I’aide d’une anse sur une lame. Celle-ci est séchée puis
recouverte totalement avec le violet de Gentiane pendant une minute. La lame est ensuite
immergée dans le lugol pendant une minute puis soumise a un lavage avec de I’eau distillée. Une
décoloration a I’aide de I’alcool acétone est effectuée pendant 20 secondes, ensuite la lame est
rincée a I’eau distillée, recouverte de la solution de fuchsine pendant une minute puis rincée de

nouveau avec de I’eau et séchée a I’air ambiant ou a la chaleur sur une plaque chauffante.
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2 - Test d’oxydase

La recherche du cytochrome c-oxydase permet de mettre en évidence la présence d’une
enzyme : la phénylene diamine oxydase des bactéries a partir de leur culture en milieu gélosé.
Cette enzyme est capable d’oxyder le réactif N diméthyléne diamine incolore qui libére un

composé rose-rouge noircissant a I’air et en présence de I’enzyme phényléne diamine oxydase.

Pour ce test d’oxydase, un inoculum bactérien est écrasé sur un disque d’oxydase a I’aide
d’une pipette Pasteur et le changement de coloration est observé. La présence d’une enzyme
oxydase se traduit par une coloration violette sur le disque comme pour Pseudomonas. Dans

I’absence de cette enzyme, le disque reste incolore comme pour les entérobactéries.

Oxydase
Test d’oxydase (+) réalisé dans cette étude

Phényléne diamine oxydase

Réactif incolore I — Composé violet

3 - Test de catalase

Ce test est a la base de ’identification des bacilles a Gram+. Cette enzyme est produite en
abondance par les bactéries a métabolisme respiratoire qui peuvent détruire les peroxydes. La

catalase est une enzyme qui catalyse la réaction suivante :

Catalase

2H,0, [ — 2H0 + O,

La plupart des micro-organismes aérobies possédent une catalase. Le test de catalase est
I'un des criteres importants pour I'orientation et I'identification de ces bactéries. Sur une lame

propre et seche une goutte d'eau oxygénée est déposée, puis additionné d'un inoculum bactérien.
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L'apparition de bulles indigue un dégagement gazeux d’Oz2 ce qui indique que la bactérie possede

une catalase comme le montre 1’image suivante.

Test de catalase réalisé dans cette étude

4 - Test de coaqulase

Le test de coagulase est a l'origine de l'identification de I'espéce Staphylococcus aureus.
Dans un tube a hémolyse, le Plasma de lapin est additionné au bouillon cceur de cervelle dans
les proportions 1V /1V. Apreés une incubation a 37°C. La formation d'un caillot entre 30 min a

quelques heures signifie la présence d’une coagulase (figure 12).

Staphylococcus
aureus
(Test +)

Staphylococcus
coagulase négatif
(Test -)

Figure 12 : Test coagulase réalisé dans cette étude

5 - Fermentation du glucose-lactose

Ce test de fermentation de glucose a été réalisé en utilisant le milieu Hajna-Kligler. Ce
milieu est utilise pour [l'identification des bactéries appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae. Il permet de révéler la présence de 4 caractéres chez la bactérie étudiée : la
fermentation du glucose, I'utilisation du lactose, la production d’hydrogéne sulfureux (H2S) et la

production de gaz.

Apres la préparation de ce milieu, les tubes ont été inclinés de fagon a avoir ne pente et un
culot d’environ 3 cm. A 1’aide d’une anse stérile et a partir d’une suspension bactérienne,
I’ensemencement du culot a éte réalisé par piqre centrale et celui de la pente a été réalisé par

des stries serrées. Aprés 24h d’incubation a 37°C, on révéle les 4 caracteres (figure 13) :
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<+ Fermentation du glucose

Dans le culot ou il y absence d’O2 (anaérobiose relative), le glucose va étre degradé par
voie fermentative, Ceci se traduit par une acidification du milieu et le rouge de phénol vire du

rouge au jaune.
4 Ultilisation du lactose

Dans le milieu Hajna-Kligler, le lactose est présent, les bactéries pouvant le dégrader vont
acidifier le milieu et par conséquent la pente sera de couleur jaune. Quand aux bactéries ne
peuvent pas utiliser le lactose comme source de carbone, il y aura dans ce cas une utilisation de
peptones présentes dans le milieu ce qui se traduira par une alcalinisation du milieu et une

couleur rouge de la pente.
+ Production d’hydrogéne sulfureux (H2S)

La réduction du thiosulfate en anaérobiose par certaines bactéries se traduit par la
fabrication d’H2S, qui en réagissant avec le citrate ferrique donnera un

précipité noir de FeS qui se développe de long de la piglre de 1’anse et envahit parfois le culot.
4+ Production de gaz

La production de gaz se traduit soit par quelques bulles, soit par une poche gazeuse qui

décolle complétement le milieu gélosé du tube.

piti

Tube A : Tube non ensemencé.

Tube B : Fragmentation de la gélose : gaz +. Pente jaune : Lactose
+. Culot jaune : glucose +.

Tube C: Pente rouge : lactose -. Culot jaune : glucose +.

Tube D : Pente rouge : lactose -. Culot rouge : glucose -.

Tube E : noircissement du tube : H,S+. Pente et culot non visible :
lactose ? glucose ?
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Figure 13 : Lecture de la fermentation du milieu Hajna-Kligler

6 - Test IMVIC (Indole/ Méthyle rouge/ VVoges Proskauer/ Citrate)

A - Recherche d'uréase

Le milieu Urée-indole est un milieu d’identification qui permet de rechercher la production

d’uréase et d’indole chez les bactéries a identifier.

Les bactéries qui possedent une uréase active réagissent selon la réaction suivante :

Urease

COz + 2NH; + H20 > COs (NHy)2

Si I’'uréase est présente, le milieu devient alcalin ce qui se traduit par une coloration 0se

fuchsia.

B - Production d'indole

Les bactéries dégradent le tryptophane en indole en présence d’une tryptophanase, selon

la réaction :

Tryptophanase

Tryptophane ———  Indole + acide pyruvigque + NH3

L’ajout de réactif de Kovacs se traduit par ’apparition d’un anneau rouge en surface, dd a la
réaction entre le noyau indole et une des substances de ce réactif comme le montre la photo

suivante.

Test Indole réalisé dans cette étude
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C - Test de Voges Prauskauer (\VP)

Le test de VP consiste a mettre en évidence par une réaction colorée, le butanediol et

I'acétoine.

L'acétoine produite par fermentation butanediolique est mise en évidence par le test VP
(Voges Prauskauer). La fermentation butanediolique conduit a des quantités moins importantes
d'acides organiques, une proportion non négligeable du pyruvate étant transformée en produit

neutre l'acétoine, en général réduite en butanediol.

La culture de la bactérie a etudier est ensemencée dans le milieu VP puis, incubée 37°C
pendant 24h. Ensuite, deux échantillons de 1 ml chacun sont transvasés dans deux tubes a

hémolyse.

Pour le test de VP, 0.5 ml d'alpha naphtol et le méme volume de KOH sont ajoutés dans

un tube & hémolyse. La coloration en rose rouge signifie que la souche est VP positif.

Test VVogs Prauskauer réalisé dans cette étude

Pour le test rouge de méthyle (RM) : 2 a 3 gouttes de rouge de méthyle sont ajoutés dans
I’autre tube a hémolyse. La coloration en rouge immédiatement obtenue du milieu signifie que

la souche est RM (+).
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Test Rouge de Méthyl réalisé dans cette étude

D - Test du milieu Citrate de Simmons

Le milieu citrate de Simmons est un milieu synthétique ou le citrate est I'unique source de
carbone. L’utilisation aérobie du carbone par les bactéries se traduit par une alcalinisation du

milieu. Ce milieu se présente sous forme de gélose inclinée en tube.

L’ensemencement est réalisé a I’aide d’une anse a partir d’une suspension bactérienne sur

ce milieu citrate incliné. L’incubation s’est faite a 37°C pendant 24h.

Si le milieu vire au bleu cela signifie une alcalinisation du milieu et la souche est dite

citrate de Simmons positive.

7 - Ildentification par Galerie Api 20 E, Api 20NE et Api Staph

L’Api 20 E, 20NE et Api Staph constituent un systéme standardisé qui a pour but
I’identification respective des Enterobacteriaceae, des bacilles & Gram- non fermentants et des
staphylocoques. Chacune de ces galeries comporte 21 tests biochimiques miniaturisés, ainsi
qu’une base de données. Son principe est basé sur une fermentation et une oxydation de 10
sources de carbone et I'utilisation de 10 tests enzymatiques. Chaque galerie comporte 20 micro-
tubes contenant des substrats déshydratés. Les micro-tubes sont inoculés avec une suspension
bactérienne. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs. La lecture des réactions se fait a ’aide du
tableau de lecture et ’identification est obtenue a 1’aide du catalogue analytique (biomérieux) ou

d’un logiciel d’identification. La figure 14 montre I’image de la galerie API 20E.
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Figure 14 : Image montrant la galerie API20E et son tableau de lecture.

A - Préparation de la galerie

La préparation de la galerie débute par inscrire la référence de la souche dans la longuette
latérale de la boite fermeée. Puis créer une atmosphére humide en répartissant 5ml d’eau distillée
dans les alvéoles du fond de la galerie et la placer dans la boite d’incubation. L’inoculum
bactérien est réalisé par la préparation d’une suspension bactérienne bien homogéne par
ensemencement d’une colonie provenant d’une culture jeune de 18 a 24h dans un tube stérile
contenant 5ml du sérum physiologique stérile. La galerie est ensemencée avec la suspension

bactérienne préparée, puis incubée dans 1’étuve a 36° C +/— 2° C, pendant 18 a 24h.

B - Lecture de la galerie et Interprétation

La détermination du profil numérique s’effectue sur une fiche de résultats dont les tests
sont classés par triplets et une valeur de 1, 2 ou 4 est indiquée pour chacun. Les trois résultats du
triplet sont additionnés (il existe seulement huit possibilités pour la somme d’un triplet : 0, 1, 2,
3,4,5,6, 7). Les sommes de chaque triplet lus de gauche a droite forment un code d’au moins 7
chiffres qui correspond au profil biochimique du microorganisme étudié. La comparaison de ce
code a ceux référencés dans la base de données gérée par biomérieux permet en général
d’identifier ce microorganisme. Si le code numérique obtenu ne figure pas dans cette base de
données, il peut s’agir d’un profil ou d’un microorganisme non référencé, d’un probléme
technique ou d’une mutation lors du développement bactérien. Ci-dessous, 1’image de deux

galeries révelées dans notre laboratoire.
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VIII - Antibiogramme

L’antibiogramme est un test qui vise & déterminer la sensibilité d'une bactérie a divers
antibiotiques. Il a été réalisé par la méthode de diffusion sur milieu gélosé selon les

recommandations du Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie

(2013).

1 - Milieu de culture

Le milieu Muller Hinton (MH) a été utilisé avec une épaisseur de 4 mm répartie

uniformément dans des boites de pétri. Sa composition est détaillée dans I’annexe 3

2 - Préparation de I'inoculum bactérien

L’inoculum bactérien est préparé a partir d’une culture bactérienne de 18-24 h sur un
milieu gélosé non sélectif et la suspension bactérienne est préparée dans du NaCl a 0,9 %
équivalente au standard Mc Farland 0,5 (~ 108 UFC/ml). Ce standard a été mesuré par ’appareil

Mc Farland montré dans 1’image suivante :

B

Mc Farland

3 - Ensemencement par écouvillonnage

La suspension bactérienne est diluée au 1/10°™ (~ 107 UFC/ml). Elle est ensuite

ensemencée par la technique d’écouvillonnage sur toute la surface du milieu MH. Trois passages
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a orientation décalée de 60° pour la boite et 1’écouvillon ont été réalisés (figure 15) et

I’incubation est faite a 37°C pendant 24 heures.

ﬁ*/ﬁ'\‘_’ Sl OV

Inoculum = Tremper et |
05McFarland  éliminer excés @ @ Q.

- 1/3 de tour 60° (1/3 de tour)
de suspension

Figure 15 : Technique d’ensemencement

4 - Application des disques

Les disques imbibés d’antibiotiques ont été déposés a I’aide d’une pince flambée, tout en
appuyant légérement dessus pour qu’ils collent bien a la surface de la gélose, en prenant soin de
les déposer a une distance minimale de 15 mm du bord de la boite. Aussi, deux disques doivent

étre ¢loignés au maximum de 30 mm de sorte que les zones d’inhibition ne chevauchent pas.

5 - Incubation

Les boites ont été ensuite mises a 1I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures au bout desquels

les résultats sont notés.

6 - Choix des antibiotiques

Les antibiotiques testés lors de la réalisation de I’antibiogramme différent selon les espéces

bactériennes testés (recommandations CA-SFM 2013) [55].

A - Staphylococcus aureus

Selon la liste standard du comité de 1’antibiogramme, 12 antibiotiques ont été testés sur les
Staphylococcus aureus (tableau 4). L abréviation du nom de I’antibiotique, la charge du disque

et la famille a laquelle appartient cet antibiotique y figurent également.
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Tableau 4 : Antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme des Staphylocoque aureus

Antibiotique Abréviation Charge Famille
(ng)
Pénicilline G P 1 unité B-lactamine
Céfoxitine FOX 30 Céphalosporine 2G
Gentamicine GM 10 Aminoglycoside
Rifampicine RD 5 Rifamycine
§ Levofloxacine LEV 5 Fluoroquinolones
§ Lincomycine MY - Lincosamide
§ Pristinamycine PT - Streptogramine
g Co-trimoxazole SXT 1.25/23.75 Sulfamide
5 Fosfomycine FOS 50 Fosfomycine
Acide fusidique FA 10 Fusidanine
Teicoplanine TEC - Glycopeptide
Vancomycine VA - Glycopeptide
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B - Entérobactéries

Pour les isolats d’entérobactéries, 14 antibiotiques ont été testé (tableau 5).

Tableau 5 : Antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme des entérobactéries.

Antibiotique Abréviation  Charge Famille
(ng)
Ampicilline AMP 30 B-lactame
Amoxicilline/acide AMC 10 B-lactame/inhibiteur
clavulanique
Céfoxitine FOX 30 Céphalosporine 2G
Céfalotine KF 30 Céphalosporine 1G
Céftazidime CAZ 30 Céphalosporine 3G
§ Céfotaxime CTX 30 Céphalosporine 3G
é Ertapénéme ETP 10 Carbapéneme
g Gentamicine GM 10 Aminoglycoside
f’ Amikacine AK 30 Aminoglycoside
Acide nalidixique NA 30 Quinolone
Ciprofloxacine CIP 5 Fluoroquinolone
Norfloxacine NOR 10 Fluoroquinolone
Co-trimoxazole SXT 1.25/23.75 Sulfamide/triméthoprime
Fosfomycine FOS 50 Fosfomycine
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C - Pseudomonas aeruginosa

Pour les isolats de P. aeruginosa, 11 antibiotiques ont été testés (tableau 6).

Tableau 6 : Antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme de P. aeruginosa

Antibiotique Abréviation Charge Famille
(ng)
Pipéracilline PIP 30 Ureidopenicillines
Ticarcilline TIC 75 Carboxypenicillines
Ticarcilline/acide TIC/CLV 75-10  Pénicillines/inhibiteur
clavulanique
Pipéraciline/tazobactam PIP/TPZ 30-6  Pénicillines/inhibiteur
§ Céftazidime CAZ 30 Céphalosporine 3g
§ Aztréonam ATM 30 Monobactame
V
< Imipénéme IMP 10 Carbapéneme
Gentamicine GM 10 Aminoglycoside
Amikacine AK 30 Aminoglycoside
Tobramycine TOB 10 Aminoglycoside
Ciprofloxacine CIP 5 Fluoroquinolone
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D - Acinetobacter baumannii

Pour les isolats d’A. baumannii, 10 antibiotiques ont été testés (tableau 7).

Tableau 7 : Antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme d’A. baumannii

Antibiotique Abréviation  Charge Famille
(ng)
pipéracilline PIP 30 Uréidopénicillines
Ticarcilline TIC 75 Carboxypénicillines
Pipéraciline/Tazobactam PTZ 75/10 Pénicillines/inhibiteur
Céftazidime CAZ 30 Céphalosporine 3G
~
§ Imipeneme IMP 10 Carbapéneme
.§ Gentamicine GM 10 Aminoglycoside
‘% Amikacine AK 30 Aminoglycoside
Tobramycine TOB 10 Aminoglycoside
Ciprofloxacine CIp 5 Fluoroquinolone
Cotrimoxazole SXT 1.25/23.75 Sulfamide+Triméthoprime

7 - Détection phénotypique de la résistance enzymatique

A - Détection des BLSE par le test de synergie chez les entérobactéries

Chez une entérobactérie donnée, le test de synergie permet la recherche de BLSE. Selon
les recommandations du CA-SFM de 2013, le principe de ce test consiste a rechercher une image
de synergie dite en "bouchon de champagne" entre un disque d'antibiotique contenant un

inhibiteur de B-lactamases et des disques de céphalosporines 3G (figure 16).
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Figure 16 : Image de synergie dite en bouchon de champagne.

Lors du dépot des disques d’antibiotiques, le disque d’amoxicilline/acide clavulanique
(AMC) est placé en face des deux céphalosporines 3G : Céfotaxime (CTX) et Céftazidime
(CAZ). La production des enzymes BLSE se traduit par I'apparition d'une image de synergie ou

bouchon de champagne entre les disques d'AMC et les C3G.

B - Détection de la production de carbapénémases chez les bactéries a Gram néqatif

a - Test de Hodge « modifié »

Le test de Hodge « modifié » consiste a inoculer un milieu gélosé de Muller Hinton avec
une suspension d’E.coli ATCC 25922 diluée au 1/10 d’une suspension 0,5 McFarland. Un disque
de carbapénémes (10ug) est déposé au centre de la gélose. A partir des suspensions bactériennes
suspectées productrices de carbapénémases, on réalise des stries de 20 a 25 mm en partant du
disque de carbapéneme vers I’extrémité de la gélose. La lecture se fait apres incubation a 352°C
pendant 24h en aérobiose. Il s’agit d’examiner I’intersection entre la zone d’inhibition de la
souche de référence utilisée et la strie de celle suspectée d’étre productrice de carbapénémases.
La croissance d’E. coli ATCC 25922 a proximité du disque de carbapénémes autour de la strie
de la souche suspecte donne une image de dépression dans la gélose signalant une activité
carbapénemases. A I’inverse, si la croissance d’E. coli ATCC 25922 continue d’étre inhibée
méme en présence de la souche suspecte (bordure de la zone d’inhibition perpendiculaire a la

strie réalisée) le résultat du test est négatif.

b - Test de métallo-beta lactamases (MBL)

La méthode de détection phénotypique MBL repose sur la méthode de disque combiné :
Dans une seule boite gélosé, un disque d’Imipénéme (IMP) seul (10 pg), et un autre disque
d’IMP contenant 10 pl d'EDTA anhydre 0,1 M (292 g) a été placé a 25 mm de ’autre. apres
incubation a 37°C pendant 24h, une augmentation du diameétre d’inhibition d’au moins 4 mm
autour du disque IPM-EDTA par rapport a celle du disque IPM seul témoigne d’une activité

métallo B- lactamases [98].

Analyse moléculaire

Dans cette partie du travail, vingt génes de résistance ont été recherchés. Ces génes codent
pour les B-lactamases a spectre élargie (blatem, blastv, blactx-m-1, blactx-m-2, blacrx-m-9), les
céphalosporinases (blamox, blaacc, blapha, blarox, blaesc et blacit) et les carbapénemases

(blaoxa-ss, blakpc, blanowm, blaive, blaviv, blaoxa-s1, blaoxa-ss, blaoxa-23, blaoxa-24).

60



IX - Extraction de I’ADN total

La méthode du choc thermique a été adoptée pour extraire de I’ADN bactérien. Dans des
tubes eppendorfs, cing colonies de culture jeune ont été prélevees et mélangées avec 500ul d’eau
distillée stérile. Ces tubes ont été homogénéisés a I’aide d’un vortex. Ensuite, ils ont été mis dans
un bain marie a 100 °C pendant 10 minutes puis placés immédiatement dans de la glace durant
2 min. A la fin, une centrifugation de 14000 tr/min pendant 10 minutes a été réalisée afin de
récupérer I’ADN présent dans le surnagent. Un aliquot de chaque ADN a été conservée a -20°C

pour servir ultérieurement pour la réaction d’amplification par polymerase chain reaction (PCR).
X - Réaction d’amplification par PCR

1- Principe
La PCR ou «Polymerase chain reaction» est une technique moléculaire d’amplification
exponentielle d'une séquence d'’ADN cible in vitro. Cette réaction repose sur le principe
d'hybridation d'une séquence d’ADN simple brin avec sa séquence complémentaire et la capacité

de I'ADN polymérase a synthétiser le brin complémentaire en incorporant des acides nucléiques

a une amorce (figure 17).

l"‘t‘l “I“M‘ Y

Dénaturation

‘ Hybridation

Elongation ‘

Figure 17 : les étapes d’une réaction d’amplification PCR.

Une réaction de PCR classique comprend une étape de dénaturation initiale de I’ADN

double brin pendant 5 min a 95°C. Cette étape est suivie de 30 cycles d’amplification de I’ADN
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d’intérét pendant 1 min a 95°C (dénaturation), 1 min a 50-60°C (appariement des amorces avec
une température variable selon le Tm des amorces) et 1 min a 72°C (élongation avec un temps
variable selon la taille du fragment a amplifier). Une étape finale de 10 min a 72°C permet de

terminer la synthese des brins inachevés.

2 - Amorces utilisées

Afin de déterminer les génotypes des différentes BMR, des amorces spécifiques pour les
genes codants des BLSE, des CASE et des CARBA ont été utilisées. Le tableau 8 montre les
différentes amorces utilisées dans ce travail, ainsi que les tailles des séquences nucléotidiques et

les références.
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Tableau 8 :

Amorces utilisées pour la determination des genes codant les résistances BLSE,

TSA : taille de la séquence a amplifier ; pb : paire de base
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CASE et CARBA
Geéne Amorces Séquence d’amorce (5°- 3%) TSA (Ph) Références
0S-5 CGCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC 795 [99]
blaskv 0S-6 TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA
A-216 ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 1079 [99]
blatem A-217 GACAGTTACCAATGCTTAATCA
w | blacxmi  CTXML-F  GGTTAAAAAATCACTGCGTC 863 [99]
= CTXM1-R TTGGTGACGATTTTAGCCGC
blactxm2 CTXM2-F  ATGATGACTCAGAGCATTCG 865 [99]
CTXM2-R TGGGTTACGATTTTCGCCGC
blactxms CTXM9-F  ATGGTGACAAAGAGAGTGCA 869 [99]
CTXM9-R CCCTTCGGCGATGATTCTC
blanowm NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621 [100]
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC
blakec KPC-FM  CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 798 [100]
KPC-RM  CTTGTCATCCTTGTTAGGCG
blaoxa4s  OXA-48-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC 438 [100]
OXA-48-R CATCAAGTTCAACCCAACCG
blaime IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 232 [100]
IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC
< blavim VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA 390 [100]
= VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG
° blaoxazs  OXA-23-F  GAT CGG ATT GGA GAACCAGA 501 [101]
OXA-23-R  ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT
blaoxazs  OXA-24-F  GGT TAG TTG GCC CCC TTAAA 246 [101]
OXA-24-R  AGT TGA GCG AAA AGG GGA TT
blaoxasi  OXA-51-F  TAATGC TTT GAT CGG CCT TG 353 [101]
OXA-51-R  TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG
blaoxass  OXA-58-F  AAG TATTGG GGC TTG TGC TG 599 [101]
OXA-58-R  CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC



TSA : taille de la séquence a amplifier ; Pb : paire de base

3 - Mélange réactionnel (Mix PCR)

Tout isolat bactérien producteur de I’un des trois types d’enzymes : BLSE, EPC et CASE
a fait I’objet d’une PCR. Les réactions standards de PCR ont été effectuées selon la méthode

décrite précédemment [100]. Le mélange réactionnel classique a été réalisé dans un volume de

50 mL qui contient :

e Lasolution tampon de réaction (50 mM KCI ; 10 mM Tris-HCI pH 8,5 ; 2,5 mM MgCI2).

e 100 uM de chaque désoxyribonucléotide triphosphate (ANTP).

e 0.4 mM de chaque amorce.

e 2 U dela Tag DNA polymérase (Promega, Madison, WI).
e 2L d’ADN.

4 - Programme d’amplification

Le mélange réactionnel est sujet a une amplification dans un thermocycleur : Applied

biosystems veriti 96-well thermal cycler montré dans la figure ci-dessous. Toutes les réactions

ont été réalisées a I’aide d’un témoin positif et un témoin négatif.
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Gene Amorces Séquence d’amorce (5°- 3°) TSA (Pb) Références
blarox FOXM-F AACATGGGGTATCAGGGAGATG 190 [102]
FOXM-R CAAAGCGCGTAACCGGATTGG
blaacc ACCM-F AAC AGC CTC AGC AGCCGGTTA 346 [102]
ACCM-R TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC
blaggc EBCM-F TCG GTAAAG CCGATGTTG CGG 302 [102]
i EBCM-R CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
g blamox MOXM-F  GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT 520 [102]
MOXM-R  CACATTGACATAGGTGTGGTGC
blacit CITM-F TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA 462 [102]
CITM-R TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC
blapHa DHAM-F AACTTT CACAGGTGTGCTGGG T 405 [102]
DHAM-R CCGTACGCATACTGGCTTTGC


https://www.google.com/search?newwindow=1&sxsrf=ACYBGNQJpuwzxorRr8E0RfSZ2SjcV2r-aA:1571005324822&q=d%C3%A9soxyribonucl%C3%A9otide+triphosphate&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiG1M3yoprlAhV0AWMBHRRkAc4QkeECCCwoAA

Figure 18 : Thermocycleur Applied biosystems veriti®

Le programme d’amplification consiste en 30 cycles dont les conditions sont resumees dans

le tableau 9.
Tableau 9 : Conditions d’amplification des genes bla par PCR
Etapes Condition de température/durée
d’amplification
bla shv, cTx-Mm, oxA- bla tem bla oxa-23 oxa-24,  bla acc, Fox, mox,
48, NDM, IMP, VIM, KPC OXA-51, OXA-58 EBC, CIT, DHA
Dénaturation 95 °C/5 min 94 °C/5 min 94 °C/5 min 94 °C/3 min
initiale
Dénaturation 95 °C/1 min 94 °C/1 min 94 °C/25 s 94 °C/30 s
cyclique
Hybridation 60 °C/1 min 52 °C/1 min 52 °Cl40 s 64 °C/30 s
Elongation 72 °C/1 min 72 °C/1 min 72 °C/50s 72 °C/1 min
cyclique
Elongation finale 72 °C/7 min 72 °C/7 min 72 °C/6 min 72 °C/7 min

Xl - Electrophorése sur gel d’agarose

La révélation des séquences d’ADN amplifiées a été réalisée par la technique de
I'électrophorése sur gel d'agarose. Cette technique est basée sur la séparation des acides

nucléiques chargés négativement sous I'effet d'un champ électrique et selon leur poids
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moléculaire [103]. La distance de migration est inversement proportionnelle au poids

moléculaire des molécules a séparer.

1 - Préparation du gel

La concentration en agarose utilisé est de 1% dans le tampon TBE 0,5X. Ce gel d'agarose
est solubilisé dans un four & micro-ondes pendant 2 min. une fois refroidi, 1,5 ul de Bromure
d’éthidium pour 100 ml de TBE a été rajouté. Ensuite, 1’agarose a été versé dans un moule pourvu

d'un peigne creusant des puits pour y déposer les produits de la PCR.

Apres solidification du gel, le peigne est retire, ainsi que les rubans adhésifs qui fermaient
les extrémités du moule. Le gel est ensuite placé dans la cuve d'électrophorése, qui sera remplie

de tampon TBE 0,5X jusqu'a ce que le gel soit completement immerge.

2 - Electrophoreéese

Apres la préparation du gel, une électrophorése horizontale est réalisée. Dans chaque puit
du gel, un mélange de 12 pul contenant 10 pl de produit de PCR auquel ont été rajoutés 2 ul de
bleu de bromothymol est introduit dans chaque puits. Le générateur a été réglé a une tension de
100Volts, un courant de 80 mA et une puissance de 55Watt et le temps de migration est ajustée

a 1 heure.

Aprés une heure de migration, les bandes d’ADN ont éte visualisées sous la lumiére UV.

Xll - Réaction de séquengage

Le séquencage a été realise selon la méthode de Sanger modifiee [104]. Tous les produits
amplifiés obtenus ont été séquencés au Centre Universitaire Régional d’Interface a Feés
(C.U.R.1.) afin de valider leurs identités. Les deux brins des amplicons purifiés ont été séquencés
avec un analyseur génétique 31301 (Applied Biosystems, Foster City, CA) avec les mémes
amorces que celles utilisées pour I'amplification par PCR. Le sequenceur utilise est montré dans

I’image ci-dessous.
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Matériel & méthodes

Analyseur génétique 31301 (Applied Biosystems, Foster City, CA)

Les séquences de nucléotides et de protéines déduites ont été analysées a I'aide d'un logiciel
disponible sur Internet sur le site Web du Centre national d'information sur la biotechnologie
(NCBI).

Xlll - Détermination du support génétique de la résistance aux antibiotiques

1 - Conjugaison bactérienne

La conjugaison bactérienne est le transfert d'un plasmide conjugatif ou d'un transposant,
codant pour la résistance a un ou plusieurs antibiotiques, entre une bactérie donatrice et une
bactérie réceptrice. La sélection des transconjugants s'effectue en présence de deux
antibiotiques : I'un correspond a l'une des résistances transférées de la souche donatrice et I'autre

a la résistance non transférable de la souche réceptrice.

La conjugaison est réalisée en utilisant comme souche réceptrice la souche d’E.coli K12J5
résistante a l'azide de sodium selon le protocole décrit par Honoré et coll, 2006. Les
transconjugants sont sélectionneés sur gélose LB (Luria Bertani) additionné de I'azide de sodium

a 200 mg/L et la céfotaxime a 1 mg/L.
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Protocole expérimental

A partir d’une culture de 24h de la SD et la SR réalisée sur milieu LB, 10 mL bouillon BHI
sont inoculés avec une colonie de la SD ainsi que pour la SR. Ces bouillons sont ensuite incubés
a 37°C pendant 2 a 3h jusqu’a avoir un inoculum correspondant a 0.5 McF. Un mélange del mL
de la SR et 1 mL de la SD et 1 mL de BHI a éte préparé dans un tube de 15 mL stérile, puis
incubé a 37°C pendant 3 a 4h. A la fin, 100 pL de ce mélange ont été déposés et étalés sur une
boite gélosée contenant le milieu MH additionnées aux agents de sélection (céftazidime et azide
de sodium) puis incubés 18 a 24h a 37°C. L’analyse des transconjugants a été effectuée par le
test de synergie et la PCR.

2 - Extraction plasmidigue

La technique d’extraction plasmidique est basée sur la lyse bactérienne, par un traitement
par du dodécylsulfate de sodium (SDS) alcalin combiné a la chaleur, suivi d'une élimination des
contaminants majeurs comme les protéines, I’ADN chromosomique, ’ARN de haut poids

moléculaire et les débris cellulaires en utilisant des solvants organiques.

L'extraction de I'ADN plasmidique des souches BLSE et de leurs transconjugants a été

réalisée selon le protocole de Kado et Liu [105].

Les profils plasmidiques sont analysés par électrophorése sur gel d'agarose a 0.75 % et la

taille des plasmides est estimée par comparaison avec des plasmides de taille connue :
V517 (54 kb, 7.2 kb, 5.6 kb, 5.1 kb, 3.9 kb, 3 kb, 2.7 kb, 2.1 kb) et Pip173 (125 kb).

Protocole experimental

A partir d’une souche de 24h isolée sur gélose LB additionnée a 1ug/L de I’antibiotique
approprié, plusieurs colonies ont été raclées et suspendues dans 50uL de tampon de pré-lyse (50
mM Tris, ImM EDTA, pH=7,9). L’homogénéisation a été effectuée par aspiration et
refoulement sans former de bulles. Ensuite, 100uL la solution de lyse (50 mM Tris-base, 3%
SDS, 2N NaOH pH =12,6) a été rajoutée. Les tubes eppendorfs ont été mélangés par
retournement et ont été ensuite incubés pendant 30 a 40 mn dans un bain marie, réglé a 56°C.
Puis, 100uL du mélange phénol/chloroforme (1V/1V) ont été ajoutés et mélangés par
retournement. La centrifugation de ce mélange a été réalisée a 12000 g pendant 20 mn a la
température ambiante. Le surnagent a été transféré dans un nouveau tube eppendorf. A la fin, la

révélation a eté réalisée sur gel d’agarose de 0,7 % a 90V pendant 3h. Le dépot de 30uL du
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produit final sur ce gel a été suivi par une coloration de 15min dans une solution de bromure

d’éthidium avant sa visualisation sous les rayons UV.

3 - Electrophorese en champ pulsé (PFGE)

L’électrophorése en champ pulsé (PFGE pour Pulsed-Field Gel Electrophoresis) permet
de mettre en évidence le polymorphisme génétique de différentes souches bactériennes d’une
méme espéce. Cette technique consiste a analyser sur gel d’agarose les segments d’ADN de
grande taille, obtenus apres digestion enzymatique de I’ADN total des souches bactériennes
[106].

Protocole
Culture

A partir d’une culture bactérienne de 24h a 37°C, quelques colonies de I’isolat a tester ont
été mis en suspension dans 2ml de CBS (Tris HCI (100mM), pH=8 ; EDTA (10mM), pH=8). La
densité optique de chaque souche a été mesurée et réglée a une DO=1 a u,e longueur d’onde de
590. Ensuite 200pl de la suspension bactérienne ont été mélangés avec 200ul d’agarose Low
melting point (2% dissoute dans CBS + 1% SDS). Cette mixture a été rapidement répartie dans
des moules et les blocs ont éte laissés se solidifier a une température de 4°C pendant 15 min. les
blocs ont été mis deux a deux dans 1ml de solution de lyse CLS-1 (Tris-HCI (50mM), pH=8 ;
EDTA (50mM), pH=9 ; Protéinase K (1,5mg/ml) ; Lysosyme (2,5mg/mL)) puis incubés au bain-
marie a 37°C pendant 1h. Ces deux blocs ont été transférés sur un nouveau tube, contenant 1ml
de CLS-2 {EDTA (0,5M) ; Sarcosyl (1%) ; Protéinase K (400ug/ml)}. L’ensemble des tubes
sont incubés a 55°C pendant 2h.

Lavages

Les blocs ont été lavés 3 fois avec 4ml d’H20 préchauffée a 50°C pour chaque lavage, puis
ont été incubés au bain-marie a 50°C pendant 15 min sous agitation lente. Ensuite, transférés
dans 4ml de TE buffer (Tris HCI (10mM), pH=8 ; EDTA (0,1mM), pH=8) préchauffés a 50°C
et incubés au bain-marie a 50°C pendant 15min. cette étape a été répétée 2 fois.

Digestion

Un quart de chaque bloc a été coupé avec un scalpel. 1l a été ensuite plongé dans 100ul de

la solution tampon de restriction (1X) et laissé diffuser 15 min a 37°C au bain-marie.
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La solution tampon a été remplacée par 100pl de tampon contenant 50 Unités d’enzyme
Xbal puis, incubée a 37°C au bain-marie pendant 2h. Les bouchons digérés ont été ensuite mis
dans 200ul de TBE (0,5X) pendant 10 min.

Les blocs ont été insérés dans les puits de gel agarose de 1%. Ces puits ont été ensuite
remplis par 1’agarose LMP (2% dissout dans TBE 0,5X).

Le gel a été placé dans la cuve d’électrophorése contenant 3L de TBE 0,5X et

I’électrophorése a été effectuée selon les conditions suivants :

Initial switch time: 5 secondes
Final switch time: 30 secondes
Temps de migration : 20-24h
Volts/cm : 6V/cm?

Included angle : 120°

* Température : 14°C

£+ F +

Alafin, le gel est sorti puis déposé dans un bac a coloration contenant 300ml d’eau stérile ajoutée

de 5pg/ml de bromure d’éthidium pendant 30 min a 1’abri de la lumiére.

Analyse statistique

Les facteurs de risque potentiels associés a la colonisation par les bactéries a Gram — multi-
résistantes (BGN-MR) ont été étudies. Les caractéristiques sociodémographiques et cliniques
des patients ont été recueillies de maniére prospective a 1'aide d’une fiche d’étude et I’analyse
statistique de ces éléments a été réalisée a I’aide du logiciel SPSS version 20 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, Etats-Unis). Elle consiste d’abord a faire une description de la population étudiée.
Les données qualitatives sont exprimées en pourcentage et les données quantitatives par la
moyenne et I’écart type. Ensuite, une analyse univariée a été réalisée pour établir I’association
entre le portage de BMR et plusieurs variables explicatives qui sont le sexe, 1’age, le poids a la
naissance, la prématurité, le lieu de naissance, la provenance, la voie d’accouchement, la date

d'hospitalisation et le diagnostic apres admission au NICU.

En cours d’hospitalisation, 1’association entre la colonisation par des BMR et les
différentes variables étudiées a concerné également 1’antibiothérapie, l'allaitement, le
cathétérisme veineux central ou périphérique et la duree du séjour a I'ndpital. Le test du chi carré
et le test exact de Fisher ont été utilisés dans cette comparaison. Lorsque p est inférieur a 0,05,

le test est jugé significatif.
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Une analyse multivariée par régression descendante a éeté réalisée pour identifier des
facteurs de risque potentiels associés a la colonisation intestinale par des BGN-MR a 1’aide d’une
analyse de régression logistique binaire. Toutes les variables avec p <0,2 dans I’analyse univariée
ont été incluses pour une analyse multivariée. L’Odds Ratio a été présenté avec un intervalle de
confiance de 95%. (OR, IC 95%). Les mémes variables ont été étudiées en analyse univariée. Ce
sont le sexe, I’age, le poids a la naissance, la prématurité, le lieu de naissance, la provenance, la
voie d’accouchement, la date d'hospitalisation, le diagnostic aprés admission au NICU,
I’antibiothérapie, l'allaitement, le cathétérisme veineux central ou périphérique et la durée du

séjour a I'ndpital.
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Résultats



Les résultats que nous allons présenter concernent :

« Les caractéristiques épidémiologiques de la population étudiée.

» Les résultats de dépistage des BMR (SARM, E-BLSE, E-CASE, EPC, ABRI et
PARI) au niveau nasal et intestinal, ainsi que les profils de résistance aux
antibiotiques de ces bactéries de portage.

» Lesrésultats de I’étude de 1’acquisition nosocomiale des BMR par les nouveau-nés
au cours de leur hospitalisation.

» Les déterminants moléculaires de la résistance aux antibiotiques de toutes les
bactéries isolées.

« Les facteurs de risques associés a la colonisation ainsi qu’a 1’acquisition des BMR.

* Lesrésultats des prélévements de I’environnement du service.

| - Caractéristiques sociodémographiques

Au total, 455 nouveau-nés ont été inclus dans cette étude, 301 patients NN ont fait 1’objet
du dépistage a I’admission et au cours de leur hospitalisation dans le service de Néonatologie et
de réanimation néonatale. Cette proportion représente les NN inclus dans 1’étude d’acquisition.
Par contre, 154 NN ont été ont été exclus de cette étude car ils ont quitté le service avant le
deuxiéme dépistage programmé. Ce sont les patients decédes, transférés a un autre service ou
patients sortis dans un délai inférieur a 5 jours d’hospitalisation).

La médiane d’age de ces NN a été de 1 jour avec un étendu de 147 jours et leur poids
moyen a été de 2612+1023 grammes. La moitié des NN étaient des prématurés. 51,8%
provenaient de la maternité du CHU. Une proportion de 57% de NN a été admise pour une
détresse respiratoire. Les données sociodémographiques des patients hospitalisés sont présentées

dans le tableau 10.
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Tableau 10 : Caractéristiques sociodémographiques de la population étudiée

Caractéristiques Effectif Pourcentage
(%)
(N=455)
Sexe Masculin 267 58.7
Féminin 188 41.3
Age (j) 0-2 308 67.6
>2 147 32.3
Prématurité Oui 223 49
Non 232 ol
Poids & la naissance <2500 226 49.6
(9)

>2500 229 50,3
Maternité CHU 236 51.8
Provenance Autres établissements 124 27.3
Domicile 95 20,8
Maternité CHU 265 58.2

Lieu de naissance Autres établissements 164 36
Domicile 26 5.7

Détresse respiratoire 259 56.9

Ictére 38 8.4

Motifs Pathologie chirurgicale 31 6.8

d’hospitalisation

Souffrance néonatale 34 7.5

Infection néonatale 35 7.7

Détresse neurologique 44 9.7

Malformation congénitale 11 2.4

Autres 49 11.8
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Il - Dépistage de la colonisation par des BMR a I’'admission

Le dépistage des BMR a concerné le portage intestinal aux entérobactéries multi-résistants
et non entérobacteries : P. aeruginosa et A. baumannii multi-résistants, ainsi que le portage nasal

a Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline.

1 - Dépistage du portage intestinal des entérobactéries multi-résistantes

A - Prévalence du portage intestinal d’EMR

Durant la période d’étude, 455 NN ont fait I’objet d’un prélévement rectal lors de leur
admission dans le service, 261 NN ont été colonisés par au moins une seule espéce bactérienne
appartenant au groupe des BGN (57,3%), et 194 NN ont présenté un prélévement négatif aux
BGN a I’admission.

Le tableau 11 représente la fréquence du portage intestinal a I’admission des
entérobactéries (BLSE, EPC et CASE) chez les NN.

Tableau 11 : Prévalence du portage intestinal des E-BLSE, des EPC et des E-CASE chez les
nouveau-nés a I’admission

Fréquence du portage Nombre des non porteurs

Entérobactéries MR a I’admission* [%] d’EMR /Nombre total des
patients
E-BLSE 22,4 102/455
K. pneumoniae 77,4 79/102
E. coli 32,3 33/102
Autres 8,8 9/102
EPC 8,7 40/455
K. pneumoniae 42,5 17/40
E. coli 45 18/40
Autres 12,5 5/40
E-CASE 10,1 46/455
K. pneumoniae 21,7 10/46
E. coli 71,7 33/46
Autres 19,5 9/46

* un patient peut étre colonisé par une E-BLSE, E-CASE et/ou EPC.
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Parmi tous ces nouveau-nés évalués a 1’admission, 33% ¢étaient colonisés par des
entérobactéries multi-résistantes MR dans leurs intestins (150/455).

Concernant les types de résistance, la production de BLSE a été enregistrée chez 22,4%
des patients nouveau-nés (102/455), 77,4% de ces NN sont colonisés par K. pneumoniae et
32,3% portaient des E. coli producteurs de BLSE.

La résistance de type carbapénémase a été notée chez 8,7% des nouveau-nés avec une
prédominance d’E. coli (45%) suivie de K. pneumoniae avec 42,5%.

D’autre part, 46 patients été colonisés par des entérobactéries céphalosporinases, avec
une prévalence de portage de 10%. E. coli était prédominante, présente chez 71,7% de ces NN,
suivie de K. pneumoniae céphalosporinases (21,7%).

B - Fréquence des entérobactéries identifiées

Dans cette étude, un total de 755 bacille a Gram- (BGN) ont été isolés et identifiés par les
prélevements a I’admission et des prélévements a la sortie. Parmi ces bacilles, 370, identifiés a
I’admission, sont répartis entre entérobactéries, Pseudomonas et Acinetobacter.

Les entérobactéries étaient majoritaires avec 313 isolats. E. coli était dominante avec
48.2% suivi de K. pneumoniae avec 39.6%.

La figure 18 présente la répartition de toutes les entérobactéries isolées en portage

intestinal a I’admission chez la population étudiée.

Autres |l 8%
E. cloacae [ 3%

K. pneumoniae | { 20%

E coli |l 29%

Figure 19 : diagramme des fréquences relatives des entérobactéries en portage intestinal chez
les nouveau-nés a I’admission

C - Profil de résistance aux antibiotiques des différents isolats d’entérobactéries

a - Fréquence de la résistance
Les profils de résistance des entérobactéries vis-a-vis des différents antibiotiques testés

chez les NN a I’admission ont montré un taux de résistance élevé pour I’ampicilline (75,3 %),
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suivi par celui de I’amoxicilline associée a I’acide clavulanique (53,9%). La résistance a

céftazidime/céfotaxime était aussi élevée avec 47,6%. Cependant, le taux de résistance a

I’ Amikacine était de 0,9%.

Les difféerents profils de résistance trouves en fonction des especes bactériennes sont

présentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Fréquence de la résistance des différentes entérobactéries isolées

Entérobactéries identifiées Nombre des isolats résistants a I’admission
(Nombre (%))

AMP AMC FOX CTX/ GN AK NA NOR/ SXT ETP

CAZ CIP

E. coli (N=152 ; 48%) 88 65 36 56 51 2 53 46 38 18
K. pneumonia (N=124; 39.6%) * 80 3 79 72 0 39 39 49 17
E. cloacae (N=11; 3.5%) * * * 9 7 0 7 5 6 4
K. oxytoca (N=10; 3.1%) 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1
C. freundii (N=5 ; 1.5%) * * * 3 2 1 2 2 1 0
P. mirabilis (N=5 ; 1.5%) 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0
M. morganii (N=2 ; 0.6%) * * * 0 0 0 0 0 0 0
C. braakii (N=1 ; 0.3%) * * * 0 0 0 0 0 0 0
P. vulgaris (N=1 ; 0.3%) * 1 1 0 0 0 0 0 0 0
P. stuartii (N=1 ; 0.3%) * * * 0 0 0 0 0 0 0
S. marcescens (N=1 ; 0.3%) * * * 0 0 0 0 0 0 0
Total Des entérobactéries 236 169 62 149 133 3 102 93 95 40
(N=313 ; 100%) (753) (53,9) (19,8) (476) (424) (09 (325 (2970 (303) (12,7

*résistance naturelle

AMP : ampicilline ; AMC : amoxicilline/acide clavulanique ; FOX : céfoxitine ;

CTX : cefotaxime ; CAZ : céftazidime ; GN : gentamicine ; AK : amikacine ;

NA : acide nalidixique ; NOR : norfloxacine ; CIP : ciprofloxacine, SXT : cotrimoxazol ;

ETP : ertapénéme.

b - Types de résistance chez les entérobactéries

Trois types de résistance ont été étudiés : la production de BLSE, de CASE et de CARBA.

- L’antibiogramme des bactéries isolées des NN & 1’admission a montré la présence des E-

BLSE avec 34% (108/313) et une prédominance de I’espéce K. pneumoniae (77 isolats) suivi
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d’E. coli avec 25 isolats. D’autres especes w<d’E-BLSE ont été identifiées : 3 isolats d’E.
cloacae, 2 de C. freundii et 1 de K. oxytoca.

- Lesentérobactéries productrices de cephalosporinases (E-CASE) présentaient également
un taux de résistance assez élevée : 14.6% (46/313) dont 71% étaient des isolats d’E. coli
(n=33), suivi d’E. cloacae avec 7 isolats ; les six souches restantes sont répartis entre C.
freundii (n=3), K. pneumoniae (n=2) et P. mirabilis (n=1).

- Lesentérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) présentaient a I’admission un
taux de 12,7% (40/313). La fréquence de production de ces enzymes a été presque la méme
chez K.pneumoniae et E. coli avec 40% et 42.5% respectivement. Avec en plus de 4 souches

d’E. cloacae et une souche de K. oxytoca.

¢ - Co-résistances chez les entérobactéries multi-résistantes
Les types de résistances étudiés (BLSE, CASE et CARBA) sont souvent associés a
d’autres résistances, particulierement, la résistance a la gentamicine, I’acide nalidixique, la
ciprofloxacine et le cotrimoxazol.
i- E-BLSE
La figure 19 montre que la co-résistance la plus associée a une BLSE a été la résistance a
la gentamicine avec un taux de 86%. Autour de 50% a I’acide nalidixique et la Ciprofloxacine

et au cotrimoxazol avec 44%.

Cotrimoxazol | 44,90%
Ciprofloxacine | 53,20%
Acide nalidixique | 57,70%
Gentamicine | 86,20%
E-BLSE

Figure 20 : Taux des résistances associées chez les isolats d’E-BLSE

ii - E-CASE
La co-résistance chez les E-CASE a été souvent associee a la gentamicine, a 1’acide
nalidixique et a la ciprofloxacine avec des pourcentages respectifs de 83%, 79% et 75%.

Cependant, 30% de ces E-CASE ont été résistants au cotrimoxazol (figure 20).
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Cotrimoxazol ﬁ 30,60%
Ciprofioxacine |G 75,50%
Acide nalidixique | 7 s0%

Gentamicine | 83,50%
E-CASE

Figure 21 : Taux des résistances associées chez les isolats E-CASE

iii - EPC
Concernant les EPC, les co-résistances enregistrées ont été proche a celles obtenues avec

les E-CASE comme le montre la figure 21.

Cotrimoxazol | 42,50%
Ciprofioxacine |GG 72,50%
Acide nalidixique | 75,00%

Gentamicine | 52,20%
EPC

Figure 22 : Taux des résistances associées chez les EPC

2 - Dépistage intestinal des non entérobactéries

A - Prévalence du portage intestinal

Les mémes NN dépistés a I’admission (n=455) pour la recherche des entérobactéries ont
fait également I’objet d’un dépistage a la recherche d’A. baumannii MR et P. aeruginosa MR.
Les résultats du dépistage ont montrés que 45 patients ont été porteurs d’A. baumannii a
I’admission. Ce qui correspond a 9,8% des nouveau-nés colonisés par ce germe (45/455). Parmi
ces 45 patients, 30 ont été porteurs d’A. baumannii multi-résistant (6,5%), dont 6 nouveau-nés
colonisés par des isolats d’A. baumannii résistants a I’ imipéneme.

D’autre part, 21 isolats de Pseudomonas aeruginosa, ont été identifiés et ont été tous

sensibles a tous les antibiotiques testés (pépiracilline, ticarcilline, ticarcilline/acide clavulanique,
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pepiraciline/tazobactam, céftazidime, aztréonam, imipénéme, gentamicine, amikacine, tobramycine,

ciprofloxacine).

B - Profil de résistance aux antibiotiques des isolats d’A. baumannii

L’espéce A. baumannii est connue par sa multi-résistance a plusieurs antibiotiques. la
figure 22 montre que dans notre étude, plus de 64% des isolats ont été résistante a la céftazidime,
ciprofloxacine, gentamicine, tobramycine, ticarcilline, ticarcilline/acide clavulanique et
pépiracilline.

La résistance a la pépiracilline/tazobactam et 1’imipenéme a été moins élevée avec une

fréquence de 17,7% et 13,7% respectivement. La résistance a I’amikacine n’a été que de 2,2%.

Cotrimoxazol |Juwud 6,60%
Imipénéme |jund 13,30%
Ciprofloxacine | 64,40%
Tobramicine | ] 66,60%
Amikacine || 2,20%
Gentamicine | 66,607
Céftazidime | 64,60%
Pépiracilline/Tazobactam | 17,70%
Pépiracilline | 17,70%
Ticarcilline/A. clav | 64,40%
Ticarcilline | 64,40%

Figure 23 : Fréquence de résistance des isolats d’A. baumannii a I’admission en fonction des
différentes antibiotiques testés

3 - Dépistage du portage nasal du SARM

L’étude du portage nasal de Staphylocoques aureus chez les mémes NN étudiés était tres
faible. Entre les prélévements d’admission et ceux réalisés au cours de 1’hospitalisation

suelement 8 isolats de S. aureus sensible a la méthicilline (SASM) ont été identifiés.

Ill - Acquisition de BMR au cours de I’hospitalisation

Les patients inclus dans cette étude d’acquisition ont bénéficié de deux prélévements : un
a I’admission et un deuxiéme apres 5 jours d’hospitalisation. Ces patients qui ont été inclus ne

sont pas porteurs de BMR a I’admission.
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L’étude de I’acquisition de BMR a concerné 1’acquisition nasal de S. aureus résistants a la
méthicilline, ainsi que 1’acquisition intestinale d’entérobactéries multi-résistantes et non

entérobactéries : P. aeruginosa et A. baumannii multi-résistants.

1 - Acquisition d’EMR en cours d’hospitalisation

A - Sélection des patients

L’étude de la colonisation des nouveau-neés a concerné 455 patients lors de leurs
admissions dans le service de néonatologie et réanimation néonatale, 150 NN ont été trouvés
déja colonisés par des EMR a I’admission, ils ont été de ce fait écarté de 1’étude de I’acquisition.
Parmi les 305 NN restants, 98 ont été exclus car ils ont quitté le service sans préléevements de
sortie (réparties entre patients décédés, patients transférés a un autre service ou patients sortis
dans un délai inférieur aux 5 jours d’hospitalisation prédéfinis dans 1’étude).

Ainsi, les 207 NN restants ont bénéficié d’un prélévement a 1’admission et d’un deuxiéme
en cours d’hospitalisation. Ces NN constituent la population incluse dans 1’étude d’acquisition
des EMR.

La figure 23 représente un récapitulatif des prélévements réalisés sur les NN a ’admission

et en cours de I’hospitalisation.
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Nouveau-nés dépistés a I’admission

(n=455)
Colonisation par EMR Pas de colonisation par EMR
(n=150) (n=305)
Non inclus NN inclus dans I’Etude d’acquisition
Exclus de I’étude Inclus dans 1’étude
(n=98) (n=207)
Acquisition
Acquisition d’EMR Pas d’acquisition ’EMR
(n=138) (n=69)
E-BLSE EPC E-CASE
(n=123) (n=26) (n=69)

Figure 24 : Organigramme des patients inclus dans I’étude d’EMR

B - Prévalence d’acquisition nosocomiale des entérobactéries multi-résistantes (EMR)

La population incluse dans I’étude d’acquisition nosocomiale d’EMR est composé de 207

nouveau-nés dont 138 ont acquis au moins une entérobactérie multi-résistante (66,6%). Cent

vingt-trois des NN sont devenues colonises par des E-BLSE (59,4%). Ces enterobactéries BLSE

ont été représentées principalement par K. pneumoniae BLSE avec 94,3%

La résistance de type carbapénemase a été enregistrée chez 26 nouveau-nés. Ainsi, 12,5%

des NN ont acquis une EPC au cours de leur hospitalisation, avec une prédominance d’E. coli

(61.5%) suivie de K. pneumoniae avec 46,1%.

D’autre part, 69 NN ont été trouvés colonisés par des E-CASE en cours d’hospitalisation,

ce qui correspond & une prévalence d’acquisition de 33%. Chez ces NN, E. coli était

prédominante avec 84,7%, suivie de K. pneumoniae avec 56,5%.

Le tableau 13 présente la fréquence d’acquisition intestinale des entérobactéries

productrices de BLSE, CASE et CARBA chez les NN.
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Tableau 13 : Prévalence d’acquisition intestinale des E-BLSE, EPC et E-CASE chez les
nouveau-nés en cours d’hospitalisation (n=207)

Entérobactéries MR Fréquence d’acquisition Nombre de NN ayant acquis
d’EMR en cours d’EMR en cours d’hospitalisation
d’hospitalisation * [%] /Nombre total des NN

E-BLSE 59.4 123/207
K. pneumoniae 943 116/123
E. coli 26 32/123
Autres 8.1 10/123
EPC 12.5 26/207
K. pneumoniae 46.1 12/26
E. coli 61.5 16/26
Autres 7.6 2/26
E-CASE 333 69/207
K. pneumoniae 56.5 26/69
E. coli 84.7 39/69
Autres 8.6 4/69

* un méme patient peut étre colonisé par une E-BLSE, E-CASE et/ou EPC.

C - Répartition des entérobactéries identifiées

Parmi les 755 BGN isolés durant notre étude, 385 ont été identifiées a partir des
préléevements réalisés en cours d’hospitalisation. Ces bactéries sont répartie entre entérobactéries
Pseudomonas et Acinetobacter.

Les entérobactéries étaient majoritaires avec 328 isolats. K. pneumoniae a été identifié
chez 195 nouveau-nes avec 59,4% suivie d’E. coli avec 33,2%.

D’autres entérobactéries ont été identifiées a des taux inférieur a 2%. La figure 24 montre
la répartition d’especes d’entérobactéries isolées chez les nouveau-nés en cours

d’hospitalisation.
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Autres |l 5%
E. cloacae | 2%

K. pneumoniae | { 60%

E.coli | 33%

Figure 25 : Répartition des entérobacteéries isolées chez les nouveau-nés en cours
d’hospitalisation

D - Profil de résistance aux antibiotiques des différents isolats d’entérobactéries

a - Fréquence de la résistance

L’étude des profils de résistance des entérobactéries isolées en cours d’hospitalisation a
montré que la quasi-totalité des isolats sont résistantes a 1’ampicilline (97%) et a I’amoxicilline
associée a I’acide clavulanique (92%). La résistance a la céftazidime/céfotaxime a été de 89,9%
et de 82,9% a la gentamicine. Plus que la moitié des isolats sont résistants a 1’acide nalidixique
et a la ciprofloxacine. Tandis que, 3% des isolats seulement ont été résistants a 1’amikacine.

Le tableau 14 montre les différents profils de résistance trouvée en fonction des espéces

bactériennes.
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Tableau 14 : Fréquence de la résistance des différentes entérobactéries isolées en cours

d’hospitalisation

Entérobactéries identifiées
(Nombre. %)

Nombre d’isolats résistants identifiés (%)

K. pneumoniae (N=195; 59.4%)
E. coli (N=109; 33,2%)

E. cloacae (N=6; 1.8%)

K. oxytoca (N=6; 1.8%)

C. freundii (N=5; 1.5%)

P. mirabilis (N=4; 1.2%)

M. morganii (N=2; 0.6%)

E. aerogenes (N=1; 0.3%)
Total des Enterobacteries
(N=328; 100%)

AMP

100

*

*

319
(97.2)

CTX/ GN AK  NA NOR/
AMC FOx CAZ Cip SXT
184 10 184 169 0 95 90 99
96 63 93 89 9 79 77 28
* * 6 3 1 3 3 3
5 1 5 5 0 2 2 3
* * 4 3 0 1 1 0
3 0 2 2 0 2 0 0
* * 1 1 0 0 0 0
* * 0 0 0 0 0 0
302 88 295 272 10 182 173 133

(92)  (26.8) (89.9) (829) (3) (554) (52.7) (405)

ETP
18

26

0
0

49
(14.9)

*résistance naturelle

AMP : ampicilline ; AMC : amoxicilline/acide clavulanique ; FOX : céfoxitine ;
CTX : céfotaxime ; CAZ : céftazidime ; GN : gentamicine ; AK : amikacine ;

NA : acide nalidixique ; NOR : norfloxacine ; CIP : ciprofloxacine, SXT : cotrimoxazol ;

ETP : ertapénéme.

b - Types de résistances chez les entérobactéries

Trois types de résistance ont été étudiés chez les entérobactéries : la production de BLSE,

de CASE et de CARBA.

L’antibiogramme des bactéries isolées a montré que les entérobactéries BLSE étaient le

type de résistance le plus dominant avec 222 isolats (67%). Parmi E-BLSE, 177 sont des isolats

de K. pneumoniae suivi de 30 isolats d’E. coli. D’autres especes d’entérobactéries sont également

sécrétrices de S-lactamases a spectre étendu. Ce sont : E. cloacae (5), K. oxytoca (5), C. freundii

(3) et P. mirabilis (2).

Les E-CASE ont représenté 26% des EMR (86/328) avec prédominance d’E. coli (64
isolats). Par ailleurs, 15% des EPC (49/328) avec 53% d’E. coli (26 /49) et 36,7% de K.

pneumoniae (18/49).
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c - Co- résistances chez les entérobactéries multi-résistantes

Chez les isolats d’EMR isolés en cours d’hospitalisation, la production des enzymes BLSE,
CASE et CARBA est souvent associés a I’expression d’autres résistances particuliérement, la
résistance a la gentamicine, I’acide nalidixique, la ciprofloxacine et le cotrimoxazol.

i- E-BLSE

La figure 25 montre que la co-résistance a la gentamicine représente le type de résistance
le plus associé a une BLSE avec 89%. La moitié des E-BLSE sont co-résistantes a ’acide
nalidixique, a la ciprofloxacine et a la cotrimoxazol avec des pourcentages respectifs de 50, 46
et 53%.

Cotrimoxazol ﬁ 53,60%
Ciprofloxacine | 46,80%
Acide nalidixique | NN 50,40%
Gentamicine | 29,60%
E-BLSE

Figure 26 : Taux de résistances associées chez les isolats d’E-BLSE

ii - E-CASE
La résistance des E-CASE a été souvent associée a la résistance a la gentamicine, a I’acide
nalidixique et a la ciprofloxacine avec des pourcentages respectifs de 90, 88 et 87%. Tandis que,

12% des isolats ont été co-résistante a la cotrimoxazol (figure 26).

Cotrimoxazol | 12,70%
Ciprofloxacine | 87,20%
Acide nalidixique ﬁ 88,30%
Gentamicine o0, 60%
E-CASE

Figure 27 : Taux de résistances associées chez les isolats d’E-CASE
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iii - EPC
Les entérobactéries productrices de carbapénemases présentés sur la figure 27 ont un taux
de résistance associée de 96% a la gentamicine, de 83,6% a I’acide nalidixique et de 83,6% a la

ciprofloxacine et un taux beaucoup moins élevé a la cotrimoxazol (28,5%).

Cotrimoxazol ﬁ 28,50%
Ciprofloxacine | 33,60%
Acide nalicixique | ::.s0%

Gentamicine | 95,90%
EPC

Figure 28 : Taux de résistances associées chez les isolats d’EPC

2 - Acquisition des non Entérobactéries multi-résistants (A. baumannii)

A - Sélection des patients

L’étude de la colonisation des nouveau-nés par A. baumannii et P. aeruginosa a concerné
les mémes patients admis au SNRN durant notre étude (n=455). A I’admission, 45 NN ont été
écarté de I’étude d’acquisition car ils étaient déja colonisés par A. baumannii. Parmi les 410 NN
non colonisés restants, 133 NN ont été exclus car ils ont quitté le service pour avoir été transférés
dans un autre service, ou pour cause de déces, ou bien pour une sortie précoce dans un délai
inférieur a 5 jours d’hospitalisation.

Ainsi, les 277 NN qui ont bénéficié d’un prélévement d’entrée et d’un deuxiéme
prélévement réalisé le 5°™ jour d’hospitalisation ont constitué la population incluse dans I’étude
d’acquisition d’A. baumannii.

La figure 28 montre un récapitulatif des prélévements réalisés chez les NN a 1’admission

et en cours de I’hospitalisation.
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Nouveau-nés dépistés a I’admission
(n=455)

/\

Colonisation par A. baumannii Pas de colonisation par A. baumannii
(n=45) (n=410)

NN inclus dans I’étude d’acquisition

/\

NN exclus de I’étude NN inclus dans I’étude
(n=133) (n=277)
Acquisition
Acquisition d’A. baumannii Pas d’acquisition d’A. baumannii
(n=39) (n=238)

Figure 29 : Organigramme des patients de 1’étude d’acquisition d’A. baumannii

B - Prévalence de I'acquisition d’A. baumannii en cours d’hospitalisation

L’étude de I’acquisition d’A. baumannii a montré que 39 NN I’ont acquis durant leur séjour
a I’hopital, ce qui correspond a une prévalence de 14% (39/277) dont 13 NN avaient un A.
baumannii multi-résistant dans leurs intestins (13.7%) et 3 avaient un A. baumannii producteurs
de carbapénemases (1%).

C - Profil de résistance aux antibiotiques des différents isolats d’A. baumannii isolés en cours
d’hospitalisation

L’étude du profil de résistance des A. baumannii isolés au cours de 1’hospitalisation des
NN représenté dans la figure 29 montre que la plupart des souches présentent une résistance a :
la céftazidime avec un pourcentage de 97.4%, gentamicine avec 94.8%, tobramycine avec
94.8%, ticarcilline avec 92.3%, ticarcilline/acide clavulanique avec 92.3% et ciprofloxacine avec
89.7%. La résistance a la pépiracilline/tazobactam a été de 35%. Tandis que 7% seulement ont

été résistantes a I’imipénéme (figure 29).
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Cotrimoxazol s 12,80%
Imipénéme H 7,60%
Ciprofloxacine | 9,70%
Tobramicine | 94,30%
Amikacine 17,90%
Gentamicine | O-,50%
Céftazidime |  7.40%
Pépiracilline/Tazobactam |G 35,80%
pépiracilline | 35,80%
Ticarcilline/A. clav [N o2,30%
Ticarcilline | 92,30%

Figure 30 : Fréquence de résistance des isolats d’A. baumannii a I’admission en fonction des
différents antibiotiques testés

IV - Profil phénotypique et génotypique des BMR isolées

Tous les isolats trouveés résistants aux Céphalosporines 3G et/ou a I’imipéneme ont fait
I’objet d’une recherche de genes de résistance. Les tests phénotypiques de confirmation de la
production des trois enzymes (BLSE, CASE ou CARBA). Pour cela, les tests de synergie, le test

de Hodge et le test des MBL ont été réalisés.

1 - Entérobactéries BLSE

A - Description phénotypique des isolats

Parmi les 641 isolats d’entérobactéries collectées durant cette étude, 330 étaient BLSE
(51,4%) dont I’espece majoritaire était Klebsiella pneumoniae avec une fréquence de 76,9%
(254/330), alors que 16,6% des isolats étaient des Escherichia coli (55/330). Ces souches ont été
confirmées productrices BLSE par le test de synergie comme le montre 1I’image en bouchon de
champagne sur la figure 30.
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Résultats

CTX
CAZ
ETP
FOX
AML
KF

Figure 31 : Photo d’un test de synergie + d’un isolat de K. pneumoniae productrice de
BLSE réalise dans notre laboratoire

AML : Amoxicilline ; CAZ : Céftazidime ; CTX : Céfotaxime ;

FOX : céfoxitine ; ETP : ertapénéme et KF : Céfalotine

B - Profil génotypigue des entérobactéries BLSE

Pour établir le profil génotypique de cette résistance, les genes recherchés qui codent
fréquemment pour la résistance BLSE étaient : blasnv, blatem et blactx-m 1, blactx-m 2 et blactxme.

Comme le montre la figure 31, le géne blacrx-m-1était le plus dominant avec un pourcentage
de 81,2% (268/330), suivi de blasnv avec un pourcentage de 69,6% (230/330).

81,20%

69,60%

44,20%

20,30%

5,70%
J—

blasnv blatem Dblactx-m-1  blactx-m2 blactx-mo

Figure 32 : Pourcentage de répartition des génes codant une BLSE chez les entérobactéries
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C - Répartition des génes détectés en fonction des différentes espéces d’entérobactéries BLSE

Sur les 330 isolats BLSE, le gene blacrx-m-1 était présent chez 268 isolats répartis comme

suit : 208 isolats de K. pneumoniae, 46 E. coli, 3 E. cloacae, 3 K. oxytoca et 8 C. freundii. Par

ailleurs, le géne blactx-m2 n’a été détecté que chez I’espece K. pneumoniae seulement (19

souches).

Le tableau 15 présente la répartition des différents genes détectés en fonction des espéces

bactériennes. Les genes bla détectés ont été variables selon les especes.

Tableau 15 : Répartition des geénes codant pour une BLSE en fonction d’espéces

d’entérobactéries. N : nombre d’isolats

genes blasqv blarem  blactxm1  Dblactx-m2  blactx-m-9

K. pneumoniae | % 74,7 59,5 77,6 100 71.6
N 172 87 208 19 48

E. coli % 10,4 20,5 17,1 0 28.3
N 24 30 46 0 19
E. cloacae % 5,6 7,5 1.1 0 0
N 13 11 3 0 0
K. oxytoca % 2,1 3,4 11 0 0
N 5 5 3 0 0
C. freundiii % 4,7 54 2.9 0 0
N 11 8 8 0 0
P. mirabilis % 2,1 3,4 0 0 0
N 5 5 0 0 0

Total % 69.6 44.2 81.2 5.75 20.3
N 230 146 268 19 67

D - Séquencage

L'analyse de la séquence nucléotidique de blactx-m-1 @ montré que toutes les souches

portaient le sous-groupe blacrtx-m-15. Pour les produits d’amplification du géne blarem, le sous-

groupe trouve dans les isolats etait blatem1 (87,5%) et blarem-104 (12,5%). Le produit

d'amplification du blasnv présentait différents types d'enzymes, notamment blasnv-1 (33,3%),
blasHv-49 (33,3%), blasHv-44 (16,7%) et blasHv-133 (16%).
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E - Conjugaison bactérienne

Des isolats de K. pneumoniae producteurs de BLSE ont été sélectionnés pour des tests de
transfert de résistance. Le transfert d'un phénotype de BLSE sur E. coli K12J5 récepteur résistant
a l'azide de sodium par conjugaison a été réussi pour tous les isolats testés. Tous les
transconjugants étaient résistants aux p-lactames, a la gentamicine, a la tobramycine, a la
kanamycine, au cotrimoxazol, a la tétracycline, a I'acide nalidixique, a la norfloxacine et a la
ciprofloxacine.

Apreés la réaction PCR, les résultats ont montrés que toutes les souches ont coproduit les
enzymes CTX-M-1 et TEM, et un isolat a coproduit CTX-M-1, TEM et SHV.

Aprés extraction de I'ADN total, les résultats de la PCR ont confirmé la transférabilité du
géne blactx-m-15 et de blatem, mais pas du géne blasiv. En outre, un co-transfert d'autres
déterminants codant la résistance au cotrimoxazol, ciprofloxacine, tétracycline, acide nalidixique
et gentamicine ont été mis en évidence.

L’¢électrophorése réalisée sur les isolats testés a montré que ces génes étaient situés sur un

plasmide de haut poids moléculaire d’environ 125 kb.

F - Etude de la relation clonale par PFGE

L’¢lectrophorése en champs pulsé a permis de vérifier la parenté de 13 isolats de K.
pneumoniae comme étant I’entérobactérie BLSE la plus fréquente. L’étude de la relation clonale
entre les différents isolats de K. pneumoniae a été réalisée. Ces derniers, collectés sur une période
de 54 jours ont été obtenus chez des nouveau-nés ayant passé plus de 3 jours dans le SNRN.

La figure 32 résume les profils et les génotypes PFGE des souches de K. pneumoniae
productrices de BLSE. Trois profils PFGE différents ont été observés (A, B et C). Le clone A
comprenait six isolats identiques productrices de CTX-M-15 a partir de six nouveau-nés. Deux
souches ont été isolées chez deux NN partageant la méme chambre et la méme période
d'hospitalisation dans I’unité de réanimation. Trois autres isolats provenaient de bébés partageant
la méme unité d'hospitalisation, alors qu'un autre isolat provenait d'un bébé hospitalisé dans la
deuxieme unité (I’unité des prématurés). De méme, pour le groupe C, six isolats avaient les
mémes génotypes. Cing isolats du clone C ont été isolés chez des nouveau-nés partageant la
méme unité d'hospitalisation (unité des prématures) et un isolat provenait d'un bébé hospitalisé
dans I’unité de réanimation néonatale. Le groupe B représente un isolat identifié¢ chez un patient

provenant d'un autre établissement.
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Date of

Date of

Dendrogram PFGE-Xbal Code patient Sexe/age strain PFGE-profile p-lactamase
admission isolation

I LIl ]| ®esiee 27022003 w5 04032013 A CTX-M-15/TEM
I LT L] ®esse2 26022003 w7 o04/03/2013 A CTX-M-15/TEM-1
I LD L] xessez 1932013 E7 0 250372013 A CTX-M-15/SHV-44
I [ ] | | | ®psse2 060032013 M6 11/03/2013 A CTX-M/TEM-1/SHV
I LT |1 )] mpste2 19032013 M26 25032013 A CTX-M/TEM/SHV
I LT L] ®este2 25022013 w3 280272013 A CTX-M-15/TEM-1
| 1 | | | | | ||  Epssel 21032013 F/27 22/03/2013 B CTX-M-15 /SHV-133
[ RiRIEEEEN Kp54e2  23/03/2013  F/48  11/03/2013 C CTX-M-15/TEM-1
[ RiNIEEEEN Kp84e2  19/03/2013  M/7  25/03/2013 C CTX-M-15/SHV-49
[ BRI Kpll7e2 11/04/2013  F/12  22/04/2013 C CTX-M-15/SHV
[ LT KpS2e2  20/03/2013 M/6  25/03/2013 c CTX-M-15/SHV-1
[ RNl Kp87e2  22/03/2013  F/5  26/03/2013 C CTX-M-15/SHV-1

- :” RN 1] | Kpl05e2 08/04/2013  M/9  16/04/2013 C CTX-M-15/SHV-49

g g g &

I

Similarity (%)

Figure 33 : Relations phylogénétiques entre les isolats de K. pneumoniae produisant la BLSE

par électrophoréese sur gel en champ pulsé (PFGE)

2 - Entérobactéries productrices de céphalosporinases

A - Profil phénotypigue

Pour la détection de la production de CASE et a défaut du test a la cloxacilline préconisé,

nous nous somme basé sur les résultats de I’antibiogramme concernant la résistance a la

céfoxitine associée a la résistance aux céphalosporines 3G ainsi que I’absence d’image de

synergie typique aux isolats BLSE.

B - Répartition des isolats en fonction des espéces bactériennes

Parmi toutes les entérobactéries identifiées, 132 isolats ont été trouvé producteurs de

CASE. D’apreés la figure 33, les isolats d’E. coli étaient majoritaires avec 97 souches suivi de K.

pneumoniae avec 15 isolats.
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Figure 34 : Répartition des entérobactéries productrices de CASE isolées chez les NN

C - Profil génotypique

Durant notre travail, la recherche de six génes : blamox, blaacc, blabha, blarox, blaesc et
blacit codant pour une CASE a été effectué. Le résultat était négatif pour tous les isolats sauf

pour deux isolats de C. freundii qui hébergent toutes les deux le géne blacir.

3 - Entérobactéries carbapénéemases

A - Profil phénotypique

Les résultats de I’antibiogramme ont montré que 89 isolats sont résistants au
carbapénemes ; Imipenéme et/ou Ertapéneme. Le test de Hodge a permis de sélectionner 42
isolats positifs ce qui correspond a 47%. K. pneumoniae vient en premiére position avec 35
isolats suivi d’E. coli avec 44 souches.

La figure 34 montre un résultat positif du test de Hodge pour deux entérobactéries testées.
En effet, L'inactivation d'un carbapénéme par des souches productrices de carbapénemases (les
deux isolats d'essai) permettant a une souche indicatrice susceptible d'étre induite par le
carbapénéme (E. coli ATCC 25922) d'étendre la croissance vers un disque contenant du
carbapéneme le long de I'inoculum de la souche d'essai. Un résultat de test positif donne une

image semblable a une feuille de trefle.
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Figure 35 : Test de Hodge réalisé sur deux isolats d’entérobactéries
T+ : un témoin positif (producteur de carbapénémases)
T- : un témoin négatif (E. coli ATCC 25922)

B - Profil génotypigue des entérobactéries carbapénemases

Tous les isolats positifs obtenus avec le test de Hodge ont fait I’objet d’une recherche de
production de carbapénémases par PCR. Les resultats de recherche des genes blakpc, blanowm,
blaive, blavim et blaoxa-as ont montré que les isolats K. pneumoniae, K. oxytoca et E. coli portaient
exclusivement le géne blaoxa-4s. Cependant, les isolats d’E. cloacae et C. freundii n’hébergeaient
aucun de ces genes étudiés. L’analyse des séquences a permis de confirmer la présence de la

séquence nucléotidique blaoxa-ss.

C - Association de la production de CARBA avec celle de BLSE et CASE

L’étude des isolats producteurs de CARBA a montré que parmi les 42 isolats positifs
obtenus avec le test de Hodge, 33 isolats sont également producteurs de BLSE ce qui représente
78.5% et 15 isolats sont producteurs de CASE (35.7%). Trois isolats d’E. cloacae et un seul
isolat de C. freundii étaient sécréteurs des trois enzymes de résistance ; les CARBA, les CASE
et les BLSE.

Le tableau 16 comporte les détails des associations de ces enzymes en fonction des

différentes entérobactéries carbapénemases.
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Résultats

Tableau 16 : Association des entérobactéries résistantes a I’imipéneme avec la production de
BLSE et CASE

Nombre d’isolats

Entérobactéries Résistants a Testde Hodge CARBAet CARBAet CARBA, BLSE
I’imipénéme  positif BLSE CASE et CASE
K. pneumoniae 38 26 25 1 0
E. coli 47 9 3 8 0
E. cloacae 7 5 3 5 3
C. freundii 1 1 1 1 1
K. oxytoca 3 1 1 0 0
Total 96 42 33 15 4

4 - A. baumannii carbapénemases

A - Description phénotypigue des isolats

Parmi les 84 isolats d’A. baumannii collectées, 68/84 sont multi-résistants (80.6%). La
résistance a lI'imipénéme a été observée chez 16% des isolats (9/68). Alors que 21.3% (16/68)
sont intermédiaires et 60% (45/68) sont sensibles. Le test de Hodge était positif pour tous les
isolats résistants a lI'imipénéme. De méme, des tests avec IMP et IMP / EDTA ont indiqué la
présence d'une Metallo-p-lactamases dans ces isolats (figure 35).

Figure 36 : Test des MBL réalisé sur une souche d’A. baumannii résistante a I’imipénéme.
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B - Profil génotypigue

Parmi tous les isolats résistants a I'imipéneme, les génes de résistance blaoxa-23, blaoxa-24,
blaoxa-s1, blaoxa-ss, blakpc, blanowm, blaive et blaviv ont été recherches.

Les résultats de la PCR ont montré que tous les isolats étaient positifs pour le gene blaoxa-
51 (n = 84), ce qui confirme l'identification de I'espéce A. baumannii. De plus, 8 des 9 isolats
carbapénémases étaient positifs pour le gene codant blaoxa-23. Cependant, aucune souche
n’hébergeait les génes blaoxa-24 et blaoxa-ss dans son génome. De méme, les PCR pour la
recherche de blaxec, blanowm, blaive et blavim étaient négatives.

Le séquengage a confirmé qu’il s’agit bien des séquences nucléotidique qui correspond

aux génes blaoxa-s1 et blaoxa-2s.

V - Analyse des facteurs de risque

1 - Analyse des facteurs de risque a I’admission

A - Association entre les paramétres cliniques des patients et portage des EMR

L’analyse univariée réalisée entre les caractéristiques des patients et le portage intestinal
des entérobactéries a I’admission a montré que 57,3% des NN admis &gés de moins de 48h sont
porteurs d’EMR (p=0,001), 54,7% des nouveau-nés non allaités étaient colonisés a I’admission

(p=0,042) (tableau 17). La totalit¢ des résultats d’analyses statistiques est représentée dans

I’annexe 3.
Tableau 17 : variables associés au portage d’EMR a I’admission
Catégorie Nombre (%) EMR- EMR +  Valeurp
n=455 [N (%0)] [N (%0)]
Age (jours) 0-2 308 (67,6) 222 (72,8) 86 (57,3) 0.001
>2 147 (32,3) 83(27,2) 64 (42,7) ’
_ Maternité du CHU Fés 265 (58,2) 190 (41,8) 75 (50)
Lieu de Autres établissements 164 (36) 97 (31,8)  67(447) 0,026
naissance —
Domicile 26 (5,7) 18 (5,9) 8(5,3)
Maternité du CHU Fés 235 (51,6) 178 (58,4) 57 (38)
P -
rovenance Autres établissements 124 (27,3) 77 (25,2) 47 (31,3) 0,000
Domicile 96 (21,1) 50 (16,4) 46 (30,7)
Oui 179 (39,3) 111 (36,4) 68 (45,3)
Allaitement 0,042
Non 276 (60,7) 194 (63,6) 82 (54,7)

EMR + : portage d’EMR ; EMR- : pas de portage d’EMR

97



L’analyse multivariée a montré que les nouveau-nés provenant de la maternité du CHU de
FES (IC a 95%, 1.859 a 5.129 ; P = 0,000) avaient un risque 3 fois plus élevé d’étre porteurs
d’EMR que ceux provenant de leurs maisons. En plus, les nouveau-nés qui présentent une
détresse neurologique ont 2 fois plus de risque d’étre porteurs d’EMR (IC 4 95%, 1.038 2 4.694 ;
P = 0,040) que ceux qui ne souffrent pas de cette détresse. Le tableau 18 représente tous les

facteurs de risques du portage d’EMR définis dans cette étude.

Tableau 18 : Facteurs de risque liés au portage d’EMR a 1’admission

Variable L’analyse multivariée du portage d’EMR a I’admission
OR (IC 95%) Valeur p

Détresse Neurologique 2.207 (1.038-4.694) 0.040

Provenance de la maternité du CHU FES 3.088 (1.859-5.129) 0.000

Provenance d’autres établissements 2.010 (1.251-3.230) 0.004

B - Association entre les paramétres cliniques des patients et portage d’A. baumannii a
I’admission

L’association entre les caractéristiques des patients et le portage d'A. Baumannii a
I'admission a montré que le sexe masculin (P = 0,028) et le lieu de naissance (P = 0,043) ont été
les deux parameétres trouvé significatifs (tableau 19). En effet, 24 porteurs d’A. baumannii MR
sont nés a la maternité du CHU (80%). Parmi lesquels, 18 nouveau-nes ont été transférés
directement de la maternité a la réanimation néonatale.

D’autre part, la majorité des porteurs d’A. baumannii MR étaient de sexe masculin
(76,7%). La totalité des résultats d’analyses statistiques est montré dans I’annexe 4.

Tableau 19 : Variables trouvés associés au portage d’A. baumannii a I’admission

Catégorie Nombre (%) AB MR- AB MR+  Valeur
n=455 [N (%)] [N (%)] p
Genre Masculin 267(58,7) 244 (57,4) 23 (76,7) 0,028
Féminin 188(41,3) 181 (42,6) 7(23,3)
Maternité du CHU Fés  265(58,2) 241 (56,7) 24 (80) 0,043
Lieu de Autres établissements  164(36) 159 (37,4) 5 (16,7)
naissance —
Domicile 26(5,7) 25 (5,9) 1(3,3)
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L’analyse multivariée a permis de définir trois facteurs de risques significativement
associés au portage d’A. baumannii a I'admission (tableau 20), qui sont :
Le sexe (OR, 0,382 ; IC a 95%, 0,158 a4 0,921 ; P = 0,03)
Un &ge <48h a I'admission au SNRN (OR, 2,803 ; IC a 95%, de 1,191 2 6,596 ; P = 0,01)
La naissance a la maternité du CHU (OR, 0,196 ; IC 95%, 0,071 & 0,540 ; p = 0,002).

Tableau 20 : Facteurs de risque liés au portage d’A. baumannii a 1’admission

Variable Analyse multivariée

OR (IC 95%) Valeur p
Genre masculin 0.382 (0,158-0.921) 0,032
Age entre 0-2 jours 2,803 (1,191-6,596) 0,018
Naissance a la maternité du CHU Fes 0.196 (0,071-0,540) 0,002

2 - Analyse des facteurs de risque en cours d’hospitalisation

A - Association entre les paramétres cliniques des patients et I’acquisition des entérobactéries
multi-résistantes

L’analyse univariée entre les parameétres des nouveau-nés et 1’acquisition intestinale
d’EMR en cours d’hospitalisation a montré qu’il existe une association significative entre un age
inférieur a 48h (p=0.001) et I’acquisition d’EMR en cours du séjour (table 21). Les résultats
globaux de I’analyse statistique univari¢e sont présentes dans I’annexe 5.

Tableau 21 : Variables trouvés associés a I’acquisition d’EMR en cours d’hospitalisation

Catégorie Nombre (%) EMR- EMR + Valeur p
n=207 [N (%)] [N (%)]
Age (jours) 0-2 151 (72,9) 39 (70,9) 112 (73,7) 0,001
>2 56 (27,5) 16 (29,1) 40 (26,3)

B - Association entre les paramétres cliniques des patients et I’acquisition d’A. baumannii
multi-résistant

L'analyse statistique a montré qu'il existait une différence significative entre les nouveau-
nés qui sont devenus colonisés et ceux non colonisés par A. baumannii MR en ce qui concerne
I'dge (p = 0,01), la prématurité (p = 0,05), la détresse respiratoire (p = 0,03) et la provenance (p
= 0,01) (tableau 23). Les résultats totaux sont montrés dans I’annexe 6.
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Tableau 22 : Variables trouvées associées a 1’acquisition d’A. baumannii en cours d’hospitalisation

Catégorie Nombre (%) AB MR- AB MR + Valeur p
n=277 [N (%)] [N (%)]

Age (jours) 0-2 187 (67,5) 155(64,9) 32(84,2) 0,018
>2 90 (32,4) 84(35,1) 6(15,8)

Prématurité Oui 142(51,3) 117(49) 25(65,8) 0,054
Non 135(48,7) 122(51) 13(34,2)

Pathologie Détresse respiratoire 160(57,8) 132(55,2) 28(73,7) 0,032

Provenance Maternité du CHU Fés  137(49,5) 112(46,9) 25(65,8)
Autres établissements  83(30) 71(29,7) 12(31,6) 0,010
Domicile 57(20,6) 56(23,4) 1(2,5)

L’analyse multivariée a montré que les nouveau-nés qui présentent une détresse
respiratoire ont 2 fois plus de risque d’étre porteurs d’A. baumannii (IC a 95%, 1,055 a 4,881 ;
P = 0,03) que ceux qui ne souffre pas de cette détresse. Par conséquent, cette pathologie a été
considéré comme le seul facteur de risque défini et significativement associé a l'acquisition d’A.

baumannii MR en cours d’hospitalisation.
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VI - Etude de la contamination de I’environnement proche des nouveau-nés
hospitalisés

Dans cette partie, nous présentons les résultats de la contamination de I’environnement
proche des nouveau-nés hospitalisés : les surfaces de couveuses, les surfaces de tables
chauffantes, les matelas, les hublots pivotants, les scopes, les écrans de couveuses, les plateaux

des soins, les tables de chevet et les poignées de portes.

1 - Taux de contamination des différents points de surface

Un total de 151 prélévements d’environnement ont été effectués a différents points de
surface au cours de la période d’étude dont 93 étaient positifs pour au moins un Bacille a Gram-
. Tandis que, 58 prélévements étaient négatifs.

Le niveau de contamination microbienne des points de surface différait selon les sites
prélevés. Le taux de contamination a été de 100% pour les poignées de portes, 66% pour les
plateaux de soins, 50%. Alors que, les tables de chevet étaient le site le moins contaminé avec

une fréquence de 21% (figure 36).

Poignée de porte | 100%
Plateau de soins | (6%
Tables chauffantes | 50%
Tables a tiroir [N 21%
Matelas D 45 %
Hublots | 33%
Ecrans couveuses | 50%
Scopes |GGG 5%
Surfaces couveuses |l 30%

Figure 37 : Pourcentage de contamination bactérienne sur les différents points de surface

2 - Répartition globale des BGN isolées

Dans ce travail, nous avons identifié 123 BGN sur un total de 93 prélevements positifs.
L’analyse des especes d’entérobactéries identifiées a montre une dominance de k. pneumoniae

avec 35.7% comportant 44 souches. Les isolats d’E.coli occupent la deuxieme position avec 36
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souches ce qui représente un pourcentage de 29.2%. Les isolats de P. mirabilis, R. terrigena et
E. cloacae ont été moins fréquentes avec respectivement 8, 4 et 1 isolat. D’autre part, les BGN
non fermentant etaient également identifiées ; 27 isolats de P. aeruginosa et 3 isolats d’A.

baumannii (figure 37).

Autres Dl 13%

P. aeruginosa  |—— 7%

E. coli | { 29%

K. preumonice T 1:'

Figure 38 : Répartition globale des BGN isolées de 1’environnement

3 - Répartition des espéeces BGN isolées en fonction des sites de prélevements

Les BGN isolées ont été trouvées sur la majorité des sites de prélevements définis durant
cette étude. K. pneumoniae et E. coli ont été les bactéries les plus frequemment isolés et ont été
identifiées sur presque la totalité des sites. P. aeruginosa a été également identifié sur tous les

sites sauf sur les tables chauffantes et les poignées de portes (tableau 24).

102



Tableau 23 : Répartition des espéces d’entérobactéries, de P. aeruginosa et d’A. baumannii en
fonction des sites de prélevements

Points de K.pneumoniae  E.coli P.mirabilis  R.terrigena  E.cloaceae P.aeruginosa  A.baumannii
prélevements

Surfaces couveuses 8 11 0 0 0 3 1
Scopes 9 5 3 0 1 7 0
Ecrans couveuses 4 2 0 1 0 2 0
Hublots 7 9 0 3 0 6 1
Matelas 6 5 1 0 0 5 0
Tables a chevet 4 2 3 0 0 2 1
Tables chauffantes 1 1 1 0 0 0 0
Plateau de soins 2 1 0 0 0 2 0
Poignée de porte 3 0 0 0 0 0 0
Total 44 35 8 4 1 27 3

4 - Profil de résistance des isolats d’environnement identifiés

A - Entérobactéries

Sur I’ensemble des BGN identifiées, la présence de 93 entérobactéries a été constatée, dont
65 isolats (69.8%) sont sécrétrices de BLSE et 9 souches (9.6%) sont productrices de CASE. Les

profils de résistances des isolats d’entérobactéries sont montrés dans la figure 38.
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Figure 39 : Profil de résistance des entérobactéries isolées a partir de 1I’environnement
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B - P. geruginosa et A. baumannii

Toutes les souches de P. aeruginosa qui ont été isolées a partir des différents sites, ont
présenté une sensibilité totale vis-a-vis des différents antibiotiques testés a savoir la tobramicine,
la colistine, la pipéracilline, ’imipénéme, 1’aztréonam, la ticarcilline, la ciprofloxacine, la
céftazidime, le tazobactam et I’aztréonam. Cependant, les trois isolats d’Acinetobacter
baumannii étaient multi-résistants principalement a la céftazidime, la gentamicine et a la

ciprofloxacine.

C - Staphylococcus aureus

Le S. aureus était présent dans trois prélévements d’environnement notamment sur le
poignée de porte, le hublot pivotant de la couveuse et le scope. Ces trois souches ont été sensibles

a tous les antibiotiques testés sauf a la pénicilline G.

5 - Résultats des analyses moléculaires des BMR isolés a partir des surfaces
de I’environnement du SNRN

A - Entérobactéries BLSE

Sur les 93 entérobactéries identifiées au niveau des surfaces, 65 sont sécrétrices de BLSE
(69.8%). Le géne blactxwm1 est le plus dominant ; 54 souches hébergent le gene blactxwm1 soit
83%, suivi de blasnv avec 46 entérobactéries soit 70.7%. Alors que 5 souches seulement

hébergeaient le géne blacrxmo. La figure 39 montre la fréquence des genes bla codant une BLSE.
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Figure 40 : Fréquence des genes bla codant une BLSE chez les E-BLSE isolées a partir de
I’environnement
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Pour ce qui est des souches isolées a partir des surfaces, aucune n’a été résistante a
I’imipéneme.
Les isolats producteurs de CASE étaient moins fréquents avec un pourcentage de 9%.

B - A. baumannii carbapénémases

On note I’identification de 3 isolats seulement d’A. baumannii dans 1’environnement

proche du patient. Ces isolats étaient tous sensibles a I’imipénéme.
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Discussion



Discussion

L’infection néonatale constitue 1’étape finale succédant a une série d’événements
antérieurs : portage, colonisation, contamination de la mére, du personnel soignant et de
I’environnement. En effet, il a été rapporté que la colonisation postnatale par les BMR peut étre
suivie d’infection en particulier chez les patients immunodéprimés [107]. En 2014, Liu et coll.
ont estimé que 6,9 millions est le nombre de cas d'infections néonatales aux BMR sévéres ont
été rapportés dans les pays a revenu faible ou intermédiaire [108]. Un élément particulierement
important en termes de santé est le fait que ces infections aux BMR surviennent souvent par
épidémies, touchant un nombre important de patients.

Les réservoirs des BMR sont multiples, notamment I’environnement hospitalier et le
portage endogeéne des nouveau-né. En effet, plusieurs études ont montré que le portage d'E-BLSE
est susceptible de jouer un réle important dans l'infection des nouveau-nés au cours de leur
premiére semaine de vie [109,110]. Les mains du personnel ou le manuportage constitue le
principal mode de transmission et d’acquisition de ces BMR dans les services de soins [111]. De
plus, les procédures invasives notamment 1’utilisation des cathéters veineux, la ventilation
mécanique ou les interventions chirurgicales effectuées dans les USI augmentent le risque

d’acquisition bactérienne en cours d’hospitalisation.

Nous avons étudié le portage de BMR chez des nouveau-nés en cours d’hospitalisation. A
notre connaissance, cette étude est la premiére dans son genre au Maroc. Ainsi, nous présentons
une analyse systématique de la colonisation et/ou d’acquisition par des BMR multi-résistantes
notamment les S. aureus, les entérobactéries, A. baumannii et P. aeruginosa chez les nouveau-
nés hospitalisés dans le service de néonatologie et de réanimation néonatale du CHU Hassan Il
a Fes.

Dans cette partie, nous discuterons les résultats de la colonisation et/ou d’acquisition nasale
et intestinale par les BMR (Staphylococcus sp., entérobactéries, A. baumannii et P. aeruginosa).
Ensuite, 1’analyse des profils de résistance phénotypiques et génotypiques de ces BMR de
portage ou d’acquisition nosocomiale, suivie de 1’étude des facteurs de risques associes a la
colonisation ainsi qu’a I’acquisition des BMR. Enfin, la discussion des résultats obtenus apres

les prélévements de I’environnement du service seront présentés a la fin de ce chapitre.
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| - Colonisation intestinale des nouveau-nés a I'admission et en cours
d’hospitalisation

1 - Entérobactéries

L’¢tude de la colonisation par des entérobactéries MR chez les NN hospitalisés a montré
que 33% des patients admis dans le service de réanimation sont colonisés et 59,4% des non
colonisés ont acquis une EMR durant leur séjour dans le service. Une exposition antérieure dans
des établissements de santé pourrait expliquer en partie le taux de portage de 33% a I’admission
enregistré dans notre étude. En effet, I’analyse des facteurs de risque associés a la colonisation a
mis en évidence une association importante (p<0,001) entre colonisation a BMR et patients
provenant d’un autre établissement comme cela a été signalé dans la partie résultat.

Les données sur le portage communautaire & E-ESBL varient en fonction des pays : les
taux de colonisation a I'admission reportés varient entre 10 et 21% a Madagascar [112,113], ils
sont de 33% a Guinée-Bissau [114], de 34% au Gabon [115] et de 55% au Cameroun [116]. En
Allemagne le taux de colonisation est de 6% seulement [117] et aux Etats-Unis d’Amérique, il
est de 1,6% [56]. Au Maroc, une étude antérieure réalisée a 1’hopital cheikh Zaid en 2009 a
montré que 29% des patients admis aux services de réanimation pédiatrique et polyvalente ont
été porteurs de BMR [118].

Au total, 225 isolats d’EBLSE ont été identifiés réparties entre 102 isolés a I’admission et
123 EBLSE en cours d’hospitalisation des NN. Le tableau 24 présente le résumé de I’ensemble
des BMR isolées a I’admission et en cours d’hospitalisation. Le taux élevé d'acquisition de BMR
s’explique par le fait que I’application des précautions standards n’est pas optimale dans les
services hospitaliers, ce qui contribue ainsi a la dissémination de bactéries résistantes dans les

services de réanimation.

Tableau 24 : Récapitulatif des bactéries multi-résistantes isolées en portage chez les NN a
I’admission et en cours d’hospitalisation

E-BLSE | E-CASE EPC P. aeruginosa | A. baumannii | SARM
MR MR
ADMISSION 102 46 40 0 30 0
EN COURS 123 69 26 0 39 0
D’HOSPITALISATION
TOTAL 225 115 66 0 69 0
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Dans notre étude, le mécanisme de résistance prédominant a été la production de BLSE.
Ainsi, 66% des NN sont devenus colonisés par des E-BLSE durant leurs séjours a I’hdpital. Un
certain nombre d’études ont évalué la prévalence de la colonisation par des E-BLSE parmi les
patients hospitalisées dans les USI [119]. Notre prévalence est supérieure a celle d'une étude
réalisée en Italie [120]. Selon Detsis et ses collaborateurs en 2017, le risque d'infection
subséquente par les E-BLSE chez les patients colonisés est environ 50 fois plus élevé que chez
les patients non colonisés, ainsi, la colonisation du tube digestif avec des E-BLSE peut expliquer
I'infection par ces derniéres [121]. En outre, ces nouveau-nés colonisés ou infectés peuvent servir

de réservoirs a d'autres nouveau-nés ainsi qu'a I’apparition potentielle des épidémies [122,123].

Parmi les entérobacteéries, K. pneumoniae productrice de BLSE a été largement impliquée
dans de nombreuses épidémies nosocomiales notamment les épidémies néonatales a travers le
monde [124]. Cette bactérie a été a I'origine de 16 a 28% des cas de bactériémies dans différentes
régions du monde [125]. Dans notre étude, 94% des cas d’acquisition d’E-BLSE sont des
acquisitions de K. pneumoniae productrice de BLSE ce qui concorde avec 1’étude italienne
menée par Bagattini et coll. [120].

Par ailleurs, la dissémination d’entérobactéries productrices de carbapénemases (EPC)
représente le defi le plus récent en matiere de résistance aux p-lactamines dans le monde entier
[126]. Nous avons constaté dans notre étude, que déja a 1’admission, 8,7% des patients dépistés
étaient colonisés par une EPC, et 12,5% au cours de leur séjour. Une étude marocaine réalisée a
I’hopital Cheikh Zaid en 2009 a rapporté un taux de colonisation similaire de 12,8% chez des
patients adultes hospitalisés [118].

2 - A. baumannii

La colonisation par A. baumannii multi-résistant dans les hopitaux est une préoccupation
majeure mondiale, principalement en raison des options thérapeutiques limitées pour le
traitement des infections a A. baumannii résistant. Infectious Diseases Society of America
(IDSA) a classé A. baumannii parmi les six microorganismes dangereux prioritaires [127]. A.
baumannii est un pathogéne opportuniste qui peut se trouver en portage intestinal des patients
dans le monde entier. Cependant, c’est un microorganisme puissant qui héberge plusieurs
résistances intrinseques a plusieurs antibiotiques. Lorsqu’il est responsable d’une infection
associee aux soins, celle-ci s’avere tres sévere et la majorité d’antibiotiques utiles ne sont plus
efficaces.

Une étude réalisée en France en 2015 a rapporté un taux d’acquisition d’A. baumannii MR
de 11% chez des nouveau-nés durant leur séjour [128]. Dans notre étude, 14% des patients ont
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acquis A .baumannii dont 97% des isolats étaient multi-résistants avec 1% résistants a
I’imipénéme. Le méme taux d’ A. baumannii CARBA a été rapporté en France par Armand-
Lefevre en 2013 et en Turquie par Yesilbag en 2014 [129,130] tandis qu’en Australie, seulement
4,5% a été enregistré [131].

D’autre part, dans notre étude, le portage a I’admission a montré qu’environ 10% de
nouveau-nés de trés bas age se sont trouvés colonisé a I’admission par A. baumannii avec un
taux de multi-résistance de plus de 66%. Dans un service de réanimation Turque, des échantillons
prélevés a I’admission au niveau de la bouche, la gorge, la peau et le rectum, ont révélé que 6,3%
sont colonisés par A. baumannii [128]. Cependant, une étude effectuée en Taiwan a indiqué un
taux de prévalence de 0,2% seulement chez des adultes admis aux USI [132].

3 - Pseudomonas aeruginosa

Le principal réservoir de P. aeruginosa chez les nouveau-nés est la voie respiratoire [133].
Dans notre étude, la colonisation intestinale par P. aeruginosa multi-résistants a été faible chez
les nouveau-nés dépistés. Dans une autre étude, le dépistage intestinal a permis d’identifier 3/31

cas de colonisation par P. aeruginosa chez des NN ventilés [133].

Chez des adultes hospitalisés dans des USI [134], le dépistage a partir des narines, du
pharynx, du rectum et/ou des sécrétions respiratoires a montre que 8% des patients admis étaient

colonisés par P. aeruginosa et 13% ont acquis ce pathogene au cours de leur séjour.

4 - Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline

Selon Hubner et al. [135], la peau du nouveau-né est tres vite colonisée apreés leur naissance
par les Staphylocoques a coagulase négative (SCN) notamment S. epidermidis qui joue un réle
de barriére vis-a-vis de bactéries résistantes. A cet ge ou le systéme immunitaire n’est pas
encore bien développé, les SCN résistant a la méthicilline peuvent étre responsables d’infections
associées aux soins [136].

Par ailleurs, I’association entre la colonisation nasale a S. aureus et I’infection secondaire
a eté rapportée dans de nombreuses études. Wertheim et al. ont souligne que le risque de
bactériémies nosocomiales par S. aureus peut étre multiplié par 3 chez les patients non
chirurgicaux porteurs de S. aureus au niveau nasal [33]. De méme, chez les patients
hémodialysés chroniques ou les patients transplantés hépatiques, les infections a S. aureus

postopératoires étaient significativement importantes en cas de colonisation préalable.
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Dans nos résultats relatifs a la colonisation par S. aureus, nous avons noté 8 isolats de S.
aureus, tous sensibles a la méthicilline et une absence des SARM chez les NN a 1’admission et

en cours d’hospitalisation.

Il - Profils de résistances phénotypiques et génotypiques des bactéries isolées

1 - Entérobactéries

Les entérobactéries qui colonisent fréquemment 1’intestin du nouveau-né hospitalisé sont
K. pneumoniae et E. coli [114]. Ces deux bactéries sont naturellement sensibles a de nombreux
antibiotiques mais elles peuvent acquérir une résistance a de nombreuses molécules, en
particulier aux béta-lactamines qui sont souvent les antibiotiques les plus utilisés dans les SNRN.
Ces résistances acquises sont la conséquence de la pression de sélection due a I’utilisation
abusive de ces antibiotiques et de leur déterminisme génétique qui fait qu’elles ont un grand
pouvoir de dissémination [137].

Nous avons enregistré une fréquence élevée de résistance aux céphalosporines 3G ou a la
gentamicine chez les isolats identifiés dans notre étude. Ainsi, 90% des entérobactéries
résistantes sont productrices de BLSE et/ou CASE. Aussi, pour la gentamicine, 95% des
bactéries productrices de carbapénemase (EPC) sont également résistantes a la gentamicine. En
outre, plus de 80% de ces EPC ont des co-résistances avec les quinolones et les fluoroquinolones.
Plusieurs auteurs ont rapporté le méme large spectre de résistance chez des souches
d’entérobactéries isolées chez les nouveau-nés hospitalisés [138-140].

L’un des plus importants mécanismes a ’origine de la transmission et la dissémination de
cette résistance aux BLSE et aux CARBA sont les plasmides conjugatifs [141]. Ces plasmides
sont souvent aussi porteurs de nombreux genes codant pour la résistance a d'autres classes
d’antibiotiques tels que les aminosides, les quinolones, le cotrimoxazol, les tétracyclines et les
sulfamides [142]. L’étude de conjugaison et I’analyse plasmidique que nous avons réalisee ont
confirmé que les genes codant pour la résistance BLSE ont été transférés d’une bactérie donatrice
résistante vers une autre bactérie réceptrice sensible. En plus, nos résultats ont démontré que ces
mémes génes sont portés par un plasmide de haut poids moléculaire. La transmission rapide de
ces génes a été associee a divers éléments génétiques mobiles notamment les séquences
d'insertion [143]. Ces derniéres sont préférentiellement liés a des génes spécifiques comme la
ISEcpl elle-méme liée a la plupart des genes blacrx-m, et la ISCR1 liée a blactx-m-2 ou blactx-m-9
[144].
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Ces derniéres décennies, le génotype prédominant chez les entérobactéries productrices de
B-lactamases est passé de TEM et / ou de SHV a CTX-M (genes codant pour une BLSE) [145].
En effet, nous avons identifié le gene blarem dans 44,2% des isolats étudiés, alors que le géne
blasnv avec les sous-groupes SHV-1, SHV-49, SHV-44 et SHV-133 était plus fréquent. Il était
de 69,6%. Ceci pourrait étre 1ié aux grands nombre d’isolats de K. pneumoniae analysés qui
hébergent naturellement ce géne dans leur chromosome.

Les prévalences de ces enzymes varient largement dans le monde. En Arabie Saoudite, des
taux de 97,3% pour SHV et 84,1% pour TEM ont été rapportés par Al-Agamy et coll. [146]. En
revanche, en France, Birgy et al. ont rapportés chez E. coli une prévalence de 6,3 et 9,4%
respectivement pour TEM et SHV [147].

Dans notre étude et concernant la B-lactamase de type CTX-M, le groupe blacrx-m-1 était
le plus détecté (81,2%), suivi du groupe blactx-m-9 (20, 3%) et de blacrx-m-2 groupe (5,7%). Nos
résultats sont en concordance avec une étude réalisée en 2010 au Maroc a I’institut Pasteur [58].
En Asie du Sud, les groupes CTX-M-1 et CTX-M-9 ont été identifiés, mais I’enzyme CTX-M2
n’a pas été détectée [146]. Une étude menée en France a révélé que 4,7% des E. coli producteurs
de BLSE étaient codés par CTX-M-2 [147]. Cependant, I’enzyme CTX-M-2 est la plus répandu
dans la plupart des pays d’Amérique du Sud [148].

Le sous-groupe blacrx-m-15 est considéré comme le type de BLSE le plus répandu dans le
monde [76,141,149]. Dans la population marocaine, 92% des E. coli communautaires
producteurs de BLSE produisent le sous-groupe CTX-M-15 [150], tandis que dans les hépitaux,
CTX-M-15 et CTX-M-28 étaient les enzymes identifiées chez les patients [58]. Dans la présente
étude, nous avons identifié uniquement le CTX-M-15 parmi tous les isolats hébergeant le géne
CTX-M-1.

D’autre part, ’enzyme OXA-48 est une B-lactamase du groupe D, ayant la plus grande
propriété catalytique vis-a-vis de I’imipénéme. Elle hydrolyse également les pénicillines et
épargne les céphalosporines a large spectre. Cette enzyme codée par le géne blaoxa-4s, a été
identifiée initialement a partir d’une souche de K. pneumoniae isolée en Turquie [151]. Ce gene
est localisé sur un plasmide et a été également identifié chez E. coli et Citrobacter freundii,
mais pas chez A. baumannii [152,153]. Depuis, les entérobactéries productrices de 1I’enzyme
OXA-48 connaissent une distribution mondiale. Elles ont été rapportées en Europe et en
Afrique et dans la région méditerranéenne [154]. Dans notre étude, parmi les genes
carbapénemases recherchés (blaoxa-ss, blakec, blanowm, blaive, blavim), le géne blaoxa-4s a été le
seul détecté chez ces bactéries. Ce phénotype de résistance est le plus répandu en Afrique du
Nord.
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Les béta-lactamases AmpC plasmidiques ont été observées dans le monde entier, mais ils
sont moins courants que les BLSE. Chez E. coli, ces enzymes semblent moins souvent étre une
cause de résistance a la céfoxitine qu’une production accrue d’AmpC chromosomique. Les
résultats que nous avons obtenus montrent 1’absence des genes plasmidiques codant les CASEs
chez tous les isolats d’E. coli CASE testés. Ceci pourrait s’expliquer par la présence d’une
hyperproduction d’une CASE chromosomique. En effet, ces CASEs chromosomiques
constitutives d’AmpC s’expriment généralement a trés bas niveau chez E. coli et ne contribuent
pas de fagon significative a la résistance aux P-lactamines chez cette espéce. Cependant, des
mutants promoteurs forts peuvent exister et entrainer une hyperproduction de la
céphalosporinase (46). Dans ce cas, les bactéries deviennent résistantes a 1’amoxicilline et a la
céfalotine. L’activité des C2G et C3G peut étre alors diminuée tandis que celle de I’imipéneme

reste normale.

2 - A. baumannii

A. baumannii pose actuellement un grand probleme de multi-résistance aux antibiotiques,
notamment aux f-lactamines. Au sein de cette famille, la résistance aux carbapénemes est
d’incidence croissante alors que ces molécules étaient considérées il y a encore peu de temps
comme le traitement de choix des infections & A. baumannii. Dans le service de SNRN,
I’imipénéme reste le traitement de base en cas de suspicion d’infection par ce microorganisme.
Sur les 84 isolats analysés dans notre étude, 13% ont présente une résistance a I’imipéneme.
Aussi, un tres haut niveau de résistance aux antibiotiques couramment utilisés dans le SNRN a
été enregistré chez ces isolats. Ceci est en accord avec plusieurs études menées a 1’échelle
mondiale [155-157].

Les résultats du génotypage de ces isolats d’A. baumannii CARBA ont confirmé d’abord
I'espéce A. baumannii par la présence du géne intrinseque blaoxa-s1 retrouvé chez 100% des
isolats, et qui constitue un critere pour différencier A. baumannii des autres espéces du complexe
A. calcoaceticus-baumannii [158]. Cependant, et pour exprimer la résistance aux carbapénémes,
ce gene chromosomique doit étre régulé en amont par la séquence d’insertion ISAbal [159].

D’autre part, le principal gene responsable de la production de carbapénemases dans notre
série a été le géne blaoxa-23 avec un taux de 89%. Il s'agit du gene le plus répandu dans la région
méditerranéenne [160]. Une étude marocaine effectuée & Rabat en 2017 a détecté blaoxa-2s,
blaoxa-s1 chez tous les isolats analysés [161]. En revanche, nous n’avons trouvé aucun gene

codant les métallo-p-lactamase (blaive, blavim et blanom). En effet, la prévalence de ces genes
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est généralement faible parmi les souches cliniques ou en portage d’A. baumannii isolées dans
les unités de soins intensifs [129,162-164].

Le gene blaxec a été identifié dans le monde entier parmi les isolats d'Enterobacteriaceae
et de Pseudomonas aeruginosa [126,165]. Ce géne n’a pas été détecté dans notre étude. A ce

jour, A. baumannii producteur de KPC, n'a été signalé qu'a Porto Rico en 2010 [166].

Ill - Facteurs de risques

L’identification des facteurs de risques favorisant la colonisation des NN hospitalisés par
des BMR permet de mettre en place des stratégies préventives de transmission des BMR dans
les structures de soins. Dans les SNRN, les facteurs les plus rapportés sont : le poids a la
naissance, I'age gestationnel, la durée d’hospitalisation, I’utilisation de dispositifs invasifs et le

traitement antérieur par des antibiotiques [124,167].

Nous avons retrouveé dans la présente étude que la détresse neurologique et la provenance
d’un autre service hospitalier sont des facteurs de risque associés au portage d’'une EMR a
I’admission. En effet, 51,6% des nouveau-nés provenant de la maternité du CHU de Feés sont
porteurs d’EMR. Ces patients constituent alors un réservoir important de BMR et contribueront,
souvent via les mains du personnel soignant, a la transmission de ces bactéries a d’autres
nouveau-nés hospitalisés. Dans le méme contexte, Khiev et Veber (2010) ont signalé qu’un
transfert des patients intra- ou extra-établissement augmente le risque de colonisation par des
BMR [168].

En tenant compte de la colonisation par A. baumannii, I’analyse statistique réalisée a
dévoilé d’autres facteurs différents de ceux relevés en analysant tous les EMR notamment : le
genre, la naissance a la maternité et la détresse respiratoire. En effet, 80% des NN colonisés
étaient nés a la maternité. Ce service connait une tres forte affluence des femmes parturientes
provenant de la région de Fés ainsi que d’autres régions. Cette situation fait que les pratiques
d’hygiénes manquent terriblement lors de 1’accouchement et durant les soins post-nataux, ce qui
favoriserait par conséquent cette colonisation au cours de la premiere semaine de la vie du NN
[169].

Au cours de I’hospitalisation, la détresse respiratoire était le seul facteur de risque associé
a la colonisation par A. baumanii MR (OR, 2,270 ; IC a 95%, 1,055a 4,881 ; P = 0,03). Cisneros-
Herreros et al. [170] ont rapporté que le syndrome de détresse respiratoire aigué était un facteur
de risque de pneumonie nosocomiale provoqué par A. baumannii en réanimation. Plus de 80%

des patients infectés étaient associés a une ventilation mécanique selon Richards et coll. [171].
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D’autres auteurs ont souligné que le contact du patient avec le ventilateur représente un facteur
de risque clé de la transmission d’A. baumannii MR [49].

La prématurité, I'age precoce et la provenance des NN ont également été rapportés comme
des paramétres augmentant considérablement le risque d'acquisition et/ou d'infection par A.
baumannii MR dans les SNRN [172,173]. Dans I’analyse univariée, ces facteurs étaient
significativement associés a I'acquisition d’A. baumannii MR. De méme, le tres faible poids a la
naissance de ces NN dans les SNRN augmente le risque de colonisation par les isolats d’A.
baumannii nosocomiaux [157]. Cette variable avait tendance a étre associée a nos patients, mais

les valeurs n’étaient pas statistiquement significatives.

IV - Contamination de I’environnement proche du nouveau-né par des BMR

La contamination environnementale des surfaces hospitalieres par les BMR varie
grandement en fonction de I'endémicité des microorganismes, de la transmissibilité des bactéries
et du mécanisme de résistance, des protocoles de désinfection et des techniques
d'échantillonnage. Plusieurs études ont rapporté la contamination frequente des surfaces dans les
chambres des patients porteurs de BMR [8,174]. Les mains et les gants du personnel de santé
sont susceptibles de transmettre des agents pathogenes aprés le contact avec des surfaces
contaminées a I’hopital. La contamination des poignées de portes a été 2,5 fois plus importante
dans la chambre des patients porteurs que ceux des non porteurs [175]. En revanche, la présence
des microorganismes sur les portes des patients non porteurs souligne 1’étendue de leur
dissémination dans I’environnement hospitalier. Cette dissémination a été confirmée par une
autre étude menée par Price et coll. en 2017 qui a noté ainsi une large diffusion des SARM dans
I'environnement hospitalier en situation endémique, et a suggérée I'hypothése d'une acquisition

a partir d'un foyer environnemental de 3 patients [176].

Dans notre étude, les entérobactéries ont été les plus isolées dans les sites de prélevements
étudiés, suivis de P. aeruginosa et d’A. baumannii. En effet, les especes isolées, les profils de
résistance des bactéries ainsi que les déterminants moléculaires de cette résistance suivent la
méme tendance aussi bien dans les prélévements de 1’environnement que dans les prélevements
de portage sur les patients ce qui suggere que ces bactéries connaissent une dynamique de
transmission croisée entre le patient et I’environnement. Ces résultats devraient étre confirmés

par des études phylogénétiques a fin d’établir la clonalité entre les isolats.

Les taux de résistance des entérobactéries identifiees dans notre étude ont été supeérieurs a

70% vis-a-vis de la céfotaxime et de la céftazidime dont 69,8% des isolats étaient des EBLSE.
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Le géne CTX-M1 a été également le plus dominant dans cette résistance identifiée chez 65
entérobactéries BLSE provenant de 94 prélévements de surface. A. baumanii a été également
présente sur les surfaces analysées avec des résistances liees a la ceftazidime et a la
ciprofloxacine. En revanche, les souches de P. aeruginosa isolées au niveau des différents points

de prélévements étaient toutes sensibles aux antibiotiques testés.

Concernant nos résultats, seulement 3 souches de S. aureus résistantes aux pénicillines G
ont été identifiés sur les surfaces prélevées. Ce résultat concorde avec celui enregistré sur les
isolats de S. aureus prélevés chez les NN, ou les S. aureus identifiées ne dépassaient pas 8
souches. Aucun SARM n’a été détecté. Une étude similaire a enregistré une diffusion clonale
des souches S. aureus isolées a partir des patients hospitalisés, des équipements médicaux et de
I’environnement hospitalier. Cette étude a notée également des taux de resistance éleves

notamment aux pénicillines qui sont supérieurs a 98% [176].

Dans notre étude, le taux de résistance aux fluoroquinolones chez les entérobactéries
isolées des surfaces hospitalieres a été aussi élevé (77%). Ce taux de résistance a été également
élevé en portage intestinal des NN. La résistance aux fluoroquinolones chez les bactéries de
I’environnement hospitalier a été également rapporté dans plusieurs pays du monde dont la chine,

le Hong Kong, les Philippines et Singapour [177].

Selon Han et ses coll. (2015), I’entretien de I’environnement hospitalier peut &tre considéré
comme un des moyens de prévention de la transmission des infections associées aux soins dans
les établissements de santé [45]. Malgré cela, plusieurs études ont montré que les protocoles de
nettoyage et de désinfection adoptés dans les établissements de santé étaient souvent inadéquats
[45]. Les résultats de notre étude serviront d’outil pédagogique a I’intention du personnel
hospitalier pour le sensibiliser au processus de nettoyage en milieu hospitalier et pour faire en
sorte que les procédures de nettoyage de 1’environnement soient rigoureusement suivies. En
effet, tous les hopitaux devraient fournir un protocole écrit de nettoyage et développer des
programmes visant a optimiser 1’efficacité du nettoyage des surfaces fortement touchées dans le
cadre du nettoyage et du bionettoyage des salles au moment du depart ou du transfert des patients

notamment colonisés [178].

V - Prévention de la transmission croisée des BMR

La transmission croisée des BMR entre les nouveau-nés a travers I’environnement et le

personnel soignant reste la voie de colonisation des NN la plus probable. La prévention de la
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colonisation par des BMR chez le nouveau-né est certes difficile. Le dépistage a 1’admission
permet une détection précoce des patients colonisés et contribue au controle de la dissémination
de ces souches par 1’application de plusieurs mesures de contréle appropriees [179,180].

Le SNRN du CHU Hassan Il de Fés fournit des services a plus de 1200 patients par an, et
draine une population trés importante de la région de Fés et d’ailleurs. Cette situation amplifie
le risque de transmission et de dissémination des souches épidémiques. La mise en place d’une
capacité supplémentaire du SNRN dans la région et un nombre suffisant de personnel en
respectant le ratio patient/soignant recommande, contribuerait a réduire la charge et la demande
locale, ce qui permettrait une prise en charge correcte des patients.

Les résultats du dépistage de la colonisation des NN ont incités a I’application de plusieurs
mesures au fur et a mesure de I’avancement des résultats notamment:

« L’isolement géographique et technique des patients porteurs quand c’est possible ou au
moins le cohorting.

« La communication simultanée des résultats de I’antibiogramme a 1I’équipe médicale pour
adapter la meilleure antibiothérapie en fonction de 1’évolution de chaque patient.

 Plusieurs séances de formations ont été programmees principalement sur les techniques de

I’hygiéne des mains étant la principale stratégie de prévention de 1’infection. Ces

formations ont concernées le personnel soignant permanent, ainsi que pour les internes et

résidents pour chaque nouvelle promotion.

* Les résultats d’acquisition bactérienne enregistrés ont ¢té utilisés a visée pédagogique
pour montrer les taux élevés de I’acquisition bactérienne enregistrés et ainsi sensibiliser
les personnes concernées au respect des précautions standard et a 1’observance de
I’hygiene des mains.

« Larédaction des protocoles de désinfection des dispositifs médicaux et des protocoles de

bionettoyage a été réalisée et validé par le chef de service.

Ces mesures ont contribué a I’amélioration de la prise en charge des patients, a sensibiliser le personnel
soignant au respect des précautions standard et de 1I’observance de I’hygiéne des mains, ce qui a value
au service d’obtenir le 1° prix du label de qualité: Respect ! hand hygiene, en 2018. C’est un
programme qui se base sur la stratégie multimodale de ’OMS pour la promotion de I’hygiéne des

mains dans services de soins.
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Discussion
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Conclusion générale

Ce travail contribuera non seulement a I’enrichissement des données épidémiologiques
nationales et internationales relatives a la prévalence d’acquisition de BMR chez des NN
hospitalisés, mais également a la I’identification des génotypes codant pour ces résistances. Mais
aussi a I’identification de certains facteurs de risques d’acquisition de BMR. La colonisation des
nouveau-nés par des BMR est un sérieux probléme dans les structures de soin car elle constitue
une étape préalable a diverses infections pulmonaires, osseuses, ainsi que de bactériémies
notamment dans les unités de soins intensifs. Le dépistage du portage intestinal réalisé a
I’admission durant notre étude a mis en évidence une prévalence élevée de 33% des
entérobactéries multi-résistantes notamment celles des entérobactéries productrices de BLSE
avec une prédominance des souches de K. pneumoniae et d’E. coli. En cours d’hospitalisation,
environ 60% des NN ont acquis des EMR notamment des E-BLSE ce qui témoigne de la
transmission croisée d’un réservoir a un autre.

D’autre part, la colonisation des NN par des A. baumannii multi-résistants a été de 13,7%.
Cette bactérie redoutable, est d’autant plus préoccupante qu’elle persiste dans 1’environnement
et se développe préférentiellement chez des malades immunodéprimés et vulnérables. La
résistance a plus de deux classes d'antibiotiques était fréquente dans cette étude, avec environ
une résistance de 90% a la gentamicine et de 50% a la ciprofloxacine reflétant ainsi leur large
utilisation dans les traitements.

Ces enzymes BLSE ont été codées principalement par le gene blactxm-15 avec un taux de
81,2%. De méme, les génes blaoxa-4s et blaoxa-23 codant pour la carbapénémase ont été souvent
rapporté dans les pays du Maghreb et ceux riverains de la méditerranée. Heureusement, nous
n’avons pas identifié des métallo-beta lactamases qui occasionnent de vives inquiétudes en
raison de leur dissémination intercontinentale et de leur impact clinique trés important.

Au-dela du risque individuel du patient colonisé, la transmission de BMR a d'autres
patients et leur dissémination dans la communauté constituent également une préoccupation
majeure. L'amélioration des capacités de diagnostic, le dépistage systématique a I’admission et
le suivi de la propagation dans la communauté sont souhaitables. Réduire la surpopulation a
I'nbpital et augmenter le nombre d'employés sont probablement des contre-mesures efficaces de
la transmission. Au-dela d'une réévaluation critique de la prescription d'antibiotiques, des

mesures d'hygiéne des mains pour les soignants devraient étre également appliquées.
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Empécher la diffusion interindividuelle de BMR doit étre consideré par tous les
professionnels de santé comme un enjeu de qualité des soins. Une stratégie active de maitrise de
la dissémination des BMR devrait étre appliquée et pour étre efficace, elle doit s’inscrire dans la
durée et la continuité, et s’appuyer sur la mobilisation de I’ensemble des professionnels de santé.
Plusieurs recommandations peuvent étre ainsi avanceées :

1- L’instauration du dépistage systématique des NN a I’admission et en cours de
leur séjour (dépistage hebdomadaire), afin d’identifier les patients porteurs de BMR et
d’établir les mesures de prévention de la transmission croisée notamment 1’isolement
géographique ou au moins technique.

2- La mise en place des mesures d'hygiéne réunies sous l'appellation "précautions
standards™ afin de diminuer également le risque de transmission croisee et le taux d'infections
associées aux soins.

3- La surveillance épidémiologique de la résistance dans 1’environnement
hospitalier comme étant un élément important dans une politique de prévention de I’infection
associée aux soins et de transmission des BMR.

4- La mise en place des protocoles de nettoyage et de désinfection adéquate pour
maitriser la contamination environnementale par des microorganismes multi-résistants.

5- Mettre en place une politique d’antibiothérapie rationnelle basée sur ces données
de dépistage (traitement probabiliste) et sur la documentation bactériologique de toute

infection.
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Perspectives

Ce travail offre plusieurs perspectives d’axes de recherche:

e L’évaluation de la relation clonale entre les isolats identifiées chez les patients
hospitalisées et ceux isolés a partir des surfaces contaminés afin de confirmer une éventuelle
transmission croisee.

e La recherche d’autres génes de résistances codant pour d’autres familles
d’antibiotiques tels que les aminosides et les quinolones vu le taux de résistance élevé trouvé
chez ces isolats identifiés.

e [’¢étude de la relation entre colonisation et infection par ces méme BMR isolées
en portage, afin de mieux cerner les facteurs de risque causant le passage de la colonisation a
I’infection.

e Développement de la coopération interuniversitaire et hopital/faculté des
sciences.

e (Création des services d’hygiéne hospitaliére (en bonne et due forme) pour gérer
la problématique des BMR au sein des établissements de soins.

e Constitution des CNR et de poles d’excellence en matiere de BMR.
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Annexes
| - Annexe 1

Fiche d’exploitation

DA G o) (<) 153714 41 7PN
B\ e I SO
IP Patient. ... ..oeie ittt Adresse.......ooovviviiiiiiiiiiiin

Identité

Date d’hospitalisation: _ _/__/ Date de sortie: __/__/

Sexe: Masculin O Féminin O

Date et heure de NAISSANCE. .........ovivrinie e, Lieu de naissance.......................

Date et heure A’ admiSSION. ... ... ettt ettt et e et et et e e a e a s
Provenance: servicell.....................ooeel. Hopital..................oeeecliniqued .o,
Motif d’ hosPitaliSAtioN : ....ccciiieiice e e e e

Age gestationnel. ........iiiii i Poids ..o

Infection périnatale.......................c.ceee. GEITINE €11 CAUSE. .. veeeeenenen e e eneien et eten et et etenenenaeaeaans

Antibiothérapie maternelle : non[l OUIL] type....oovviieiiiiiiiien, durée......oooiiniiiiiiin,
Voie d’accouchement: voie basse [l césarienne

Hospitalisation : couveuse Ll table chauffante [

vvC [ VP AUEELT .o

Alimentation : seinJ sonde [ biberons diet]

Infection nosocomiale:  ouill Non[]
Transfert:  sortie normale[] service...............ccoeevvevninnn.n.. [l hopital............. ]

Prélévements microbiologigues

Consentement parentale : oui [ Non(l
Bébé : heure de prélévement..............

Entrée: Nasal [] Rectal

Sortie:  Nasal U Rectal [

Résultats des prélévements

Germes identifiés :
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Il - Annexe 2

4+ EMB: éosine bleu de méthyléne:

Formule en g/L d’eau distilée:

Peptone de viande ou de gélatine 10
Lactose 10
Eosine 0,4
Bleu de méthyléne 0,065
Hudrogénophosphate de potassium 2
Agar 15
pH=6,8
+ Chapman:

Sa composition, en grammes par litres d’eau disillée, est la suivante:
Peptones 11g
Extrait de viande 19
Chlorure de sodium 759
Mannitol 10g
Rouge de phénol 0,025¢g
Agar 159
Eau distillé 1000 mL

4+ BHI (Brain Heart Infusion) ou Bouillon cceur cervelle:
Formule en g/L d’eau distilée
Infusion de cerville de veau 200g
Infusion de coeur de beeuf 250g
Peptone 10g
Chlorure de sodium 59
Phosphate disodique 2,5¢
Glucose 29
pH final 7,4
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+ Gélose Pseudomonas:
Sa composition, en grammes par litres d’eau disillée, est la suivante

Peptone 20
Sulfate de potassium 10
chlorure de potassium 3
Phosphate dipotassique 0,3
Cétrimide 0,2
Acide nalidixique 0,015
Agar 13
pH final 7,1

+ Kligler-Hajna:

Formule en g/L d’eau distilée

Peptone 159
Extrait de viande 39
Extrait de levure 30
Peptone 590
Glucose 149
Lactose 10 ¢
Rouge de phénol 25 mg
Chlorure de sodium 509
Sulfate ferreux 0,2¢g
Thiosulfate de sodium 0,3¢
Agar-agar 119
pH 7,5
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4+ Urée-indole:

Tryptophane 30
Urée 209
Monophydrogénophosphate de 19
potassium

Dihydrogénophosphate de potassium 19
Chlorure de sodium 59
Ethanol 10 ml
Rouge de phénol 25 mg
Eau distillée 1L

#+ Gélose Muller Hinton gélosé:
Formule en g/L d’eau distilée

infusion de viande de beeuf 300 ml
peptone de caséine 17,59
amidon de mais 1,59
Agar 179
pH final 7,4
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1l - Annexe 3

Tableau 25 : association entre toutes les caractéristiques des patients et la colonisation par des

EMR a I’admission
Catégorie Nombre (%) EMR- EMR + Valeur p
n=455 [N (%)] [N (%)]
Genre Masculin 267 (58,7) 180 (59) 87(58) 0,457
Féminin 188 (41,3) 125 (41) 63 (42)
Age (jours) 0-2 222(72,8)  86(57,3) 0,001
>2 83(27,2) 64 (42,7)
Prématurité Oui 224 (49,2) 156 (51,1) 68 (45,3) 0,145
Non 231 (50,8) 149 (48,9) 82 (54,7)
< 2500 158 (51,8) 68 (453) 0,115
Z;ids alanaissance 5509 147 (482)  82(54.7)
Détresse respiratoire 259 (56,9) 182 (59,7) 77 (51,3) 0,056
Ictére 38 (8,4) 21 (6,9) 17 (11,3) 0,078
Pathologies chirurgicales 31 (6,8) 17 (5,6) 14 (9,3) 0,099
Souffrances néonatale 34 (7,5) 24.(7,9) 10 (6,7) 0,401
Pathologie* _
Infections néonatales 35 (7,7) 20 (6,6) 15 (10) 0,134
Détresse neurologiques 44 (9,7) 34 (11,1) 10 (6,7) 0,086
Malformations 11 (2,4) 9(3) 2(1,3) 0,239
congeénitales
Autres 49 (10,8) 29 (9,5) 20(13,3) 0,141
Maternité du CHU Fés 265 (58,2) 190 (41,8)  75(50) 0,026
Lieu de naissance Autres établissements 164 (36) 97 (31,8) 67 (44,7)
Domicile 26 (5,7) 18 (5,9) 8 (5,3)
Maternité du CHU Fes 235 (51,6) 178 (58,4) 57 (38) 0,000
Provenance Autres établissements 124 (27,3) 77 (25,2) 47 (31,3)
Domicile 96 (21,1) 50 (16,4) 46 (30,7)
Vaginal 310 (68,1) 205 (67,2) 105 (70) 0,312
(';f:ffouchement Césarienne 145 (31,9) 100 (32,8) 45 (30)
Oui 179 (39,3) 111 (36,4) 68 (45,3) 0,042
Allaitement Non 276 (60,7) 194 (63,6) 82 (54,7)
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Tableau 26 : association entre toutes les caractéristiques des patients et la colonisation par A.

IV - Annexe 4

baumannii a ’admission

Catégorie Nombre (%) AB MR- AB MR + Valeur
n=455 [N (%)] [N (%)] p
Genre Masculin 267(58,7) 244 (57,4) 23 (76,7) 0,028
Féminin 188(41,3) 181 (42,6)  7(23.3)
Age (jours) 0-2 290 (68,2) 18 (60) 0,200
>2 135 (31,8) 12 (40)
Prématurité Oui 223(49) 205 (48,2) 18 (60) 0,145
Non 232(51) 220 (51,7) 12 (40)
< 2500 207 (48,7) 19 (63,3) 0,087
Z;;ids alanaissance — 555, 218 (51,3) 11 (36,7)
Détresse respiratoire 259(56,9) 240 (52,7) 19 (63,3) 0,296
Ictere 38(8,4) 35(8,2) 3(10) 0,467
Pathologies chirurgicales  31(6,8) 31 (7,3) 0 (0) 0,112
Souffrances néonatale 34(7,5) 32 (7,5) 2 (6,7) 0,608
Pathologie*
Infections néonatales 35(7,7) 31 (7,3) 4(13,3) 0,191
Détresse neurologiques 44(9,7) 42 (9,9) 2 (6,7) 0,428
Malformations 11(2,4) 11 (2,6) 0 (0) 0,468
congénitales
Autres 49(11,8) 47 (11,1) 2(6,7) 0,351
Maternité du CHU Fés 265(58,2) 241 (56,7) 24 (80) 0,043
Lieu de naissance ;s oc erablissements 164(36) 159 (37,4) 5 (16,7)
Domicile 26(5,7) 25 (5,9) 1(3,3)
Maternité du CHU Fés 236(51,8) 217 (51,1) 19 (63,3) 0,404
Provenance Autres établissements 124(27,3) 119 (28) 5 (16,6)
Domicile 95(20,8) 89 (20,9) 6 (20)
Vaginal 310(68,1) 291 (68,5) 19 (63,3) 0,345
Zf:ffouchemem Césarienne 145(31,9) 134 (315) 11 (36.7)

* les nouveau-nés peuvent avoir plus d’un motif d’hospitalisation ; AB MR : A. baumannii multi-résistant
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Tableau 27 : Association entre toutes les caractéristiques des patients et 1’acquisition d’EMR

V - Annexe 5

en cours d’hospitalisation

Catégorie Nombre (%) EMR- EMR + Valeur p
n=455 [N (%)] [N (%)]

Genre Masculin 124 (59,9) 36 (65,5) 88 (57,9) 0,207
Féminin 83 (40,1) 19 (34,5) 64 (42,1)

Age (jours) 0-2 39 (70,9) 112 (73,7) 0,001
>2 16 (29,1) 40 (26,3)

Prématurité Oui 113 (54,6) 29 (52,7) 84 (55,3) 0,433
Non 94 (45,4) 26 (47,3) 68 (44,7)

Poids a la naissance (@) <2500 31 (56,4) 81 (53,3) 0,408
>2500 24 (43,6) 71 (46,7)

Pathologie* Détresse respiratoire 123 (59,4) 32 (58,2) 91 (59,9) 0,475
Ictere 14 (6,8) 2(3,6) 12 (7,9) 0,229
Pathologies chirurgicales 11 (5,3) 4(7,3) 7 (4,6) 0,328
Souffrances néonatale 16 (7,7) 4(7,3) 12 (7,9) 0,573
Infections néonatales 16 (7,7) 3(5,5) 13 (8,6) 0,342
Détresse neurologiques 22 (10,6) 3(5,5) 19 (12,5) 0,112
Malformations congénitales 6 (2,9) 2(3,6) 4 (2,6) 0,505
Autres 18 (8,7) 7(12,7) 11 (7,2) 0,168

Lieu de naissance Maternité du CHU Fés 125 (60,4) 33 (60) 92 (60,5) 0,703
Autres établissements 66 (31,9) 19 (34,5) 47 (30,9)
Domicile 16 (7,7) 3(5,5) 13 (8,6)

Provenance Maternité du CHU Fes 117 (56,5) 31 (56,4) 86 (56,6) 0,870
Autres établissements 56 (27,1) 16 (29,1) 40 (26,3)
Domicile 34 (16,4) 8 (14,5) 26 (17,1)

Mode d’accouchement Vaginal 142 (68,6) 34 (61,8) 108 (71,1) 0,137
Césarienne 65 (31,4) 21 (38,2) 44 (28,9)

Allaitement Oui 69 (33,3) 17 (30,9) 52 (34,2) 0,394
Non 138 (66,7) 38 (69,1) 100 (65,8)

Cathéter veineux Périphérique 203 (98,1) 55 (100) 148 (97,4) 0,288
Centrale 4(1,9) 0 (0) 4 (2,6)

Durée d’hospitalisation (j) <3 8 (14,5) 5(3,3) 0,007
>3 47 (85,5) 147 (96,7)

Antibiothérapie Triaxone + Gentamicine 116 (56) 35 (63,6) 81 (53,3) 0,121
Aximycine + Gentamicine 74 (35,7) 18 (32,7) 56 (36,8) 0,354

* les nouveau-nés peuvent avoir plus d’un motif d’hospitalisation ; EMR : entérobactéries multi-résistantes.
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VI - Annexe 6

Tableau 28 : association entre toutes les caractéristiques des patients et I’acquisition d’A.
baumannii MR en cours d’hospitalisation

Catégorie Nombre (%) AB MR- AB MR + Valeur p
n=277 [N (%)] [N (%)]

Genre Masculin 162(58,5) 139(58,2) 23(60,5) 0,783
Féminin 115(41,5) 100(41,8) 15(39,5)

Age (jours) 0-2 155(64,9) 32(84,2) 0,018
>2 84(35,1) 6(15,8)

Prématurité Oui 142(51,3) 117(49) 25(65,8) 0,054
Non 135(48,7) 122(51) 13(34,2)

Poids a la naissance (g) <2500 116(48,5) 24(63,2) 0,094
>2500 123(51,5) 14(36,8)

Pathologie* Détresse respiratoire 160(57,8) 132(55,2) 28(73,7) 0,032
Ictere 22(7,9) 21(8,8) 1(2,6) 0,192
Pathologies chirurgicales 21(7,6) 19(7,9) 2(5,3) 0,561
Souffrances néonatale 18(6,5) 16(6,7) 2(5,3) 0,740
Infections néonatales 19(6,5) 16(6,7) 3(7,9) 0,786
Détresse neurologiques 30(10,8) 26(10,9) 4(10,5) 0,948
Malformations congénitales 6(2,2) 6(2,5) 0(0) 0,323
Autres 24(8,7) 22(9,2) 2(5,3) 0,422

Lieu de naissance Maternité du CHU Fés 152(54,9) 128(53,6) 24(63,2)
Autres établissements 105(37,9) 92(38,5) 13(34,2) 0,369
Domicile 20(7,2) 19(7,9) 1(2,6)

Provenance Maternité du CHU Fés 137(49,5) 112(46,9) 25(65,8)
Autres établissements 83(30) 71(29,7) 12(31,6) 0,010
Domicile 57(20,6) 56(23,4) 1(2,5)

Mode d’accouchement Vaginal 196(70,8) 174(72,8) 22(57,9) 0,061
Césarienne 81(92,2) 65(27,2) 16(42,1)

Allaitement Oui 97(35) 88(36,8) 9(23,7) 0,115
Non 180(65) 151(63,2) 29(76,3)

Cathéter veineux Périphérique 272(98,2) 234(97,9) 38(100) 0,368
Centrale 5(1,8) 5(2,1) 0(0)

Durée d’hospitalisation <3 17(7,1) 1(2,5) 0,298

(jours) >3 222(92,9) 37(94,4)

Antibiothérapie Triaxone + Gentamicine 166(59,9) 143(59,8) 23(60,5) 0,935
Aximycine + Gentamicine 87(31,4) 73(30,5) 14(36,8) 0,437

* les nouveau-nés peuvent avoir plus d’un motif d’hospitalisation ; AB MR : A. baumannii multi-résistant
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