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Résumé

Introduction: Les services de réanimation, «épicentre
de la résistance aux antibiotiques », sont et resteront le
lieu oul les infections & bactéries multi résistantes sont les
plus fréquentes, malgré les mesures de prévention en
vigueur.

Matériel et méthodes: Le présent travail est une étude
rétrospective d’une durée de 3 ans (début octobre 2006 a
fin Septembre 2009) relatant [|'épidémiologie des
infections bactériennes multi résistantes isolées a partir
des différents prélévements bactériologiques a visée
diagnostique émanant de I'unité de réanimation de
I’Hépital Militaire Avicenne de Marrekech (HMA).
L’identification des souches bactériennes ainsi que
I’antibiogramme relatif sont  réalisés par méthode
automatisée et les phénotypes de résistance sont
déterminés par les méthodes de diffusion en milieu gélosé

sdon les recommandations du Comité de
I’Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie.

Résultats et discussion : Sur une période de 03 ans, 84
isolats cliniques de bactéries multi résistantes ont été
isolés a partir de 414 produits pathologiques émanant du
service de réanimation de I’hdpital. Les souches
bactériennes multi résistantes (BMR) (n=84) sont
largement prédominées par I’Acinetobacter sp (n=40)
suivi des entérobactéries productrices de Bétal actamases
a spectre élargi (n=26), des entérobactéries sécrétrices de
céphalosporinases  hyperproduites  (n=  8), de
Pseudomonas aeruginosa résistant a la ceftazidime (n=6),
et enfin des Staphylococcusaureusrésistant ala
méticilline SARM (n=4). Aucun entérocoque résistant
aux glycopeptides n’a été isolé. L’évolution de la multi
résistance aux antibiotiques au cours des 3 années, a été
marquée par |I’émergence de I’ Acinetobacter.
La surveillance de la multi résistance bactérienne est une
nécessité en milieu de réanimation pourvoyeur
d’infections nosocomiales.
M ots-clés : Epidémiologie- Bactéries multi résistantes-
Réanimation
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Summary

Introduction: The intensive care units, “the epicenter of
resistance to antibiotics”, are and will remain the place
where multidrug-resistant bacteria infections are more
frequent, in spite of the preventive measuresin force.
Material and methods: This work is a retrospective
study of 3 years duration (beginning in October 2006 to
end of September 2009) reporting the epidemiology of
the multidrug-resistant bacteria infections isolated from
different bacteriological samples for diagnosis emanating
from the ICU (intensive care unit) of Avicenna Military
Hospital of Marrakesh (HMA). The identification of
bacterial strains as well as the relative antibiogram are
achieved by automated method and the resistance
phenotypes are determined by the methods of agar
diffusion as recommended by the antibiogram committee
of the French Society of Microbiology.

Results and discussion: Over a period of 03 years, 84
clinical isolates of multidrug-resistant bacteria were
isolated from 414 pathological specimens from the ICU
of the hospital. The multi-resistant bacterial strains
(BMR) (n = 84) ae largely predominated by
Acinetobacter sp (n = 40) followed by Enterobacteria
producing extended spectrum betalactamases (n = 26),
Enterobacteria secreting hyperproduced
céphalosporinases (n= 8), Pseudomonas aeruginosa
resistant to the ceftazidime (n=6), and findly
Saphylococcus aureus resistant to meticilline SARM
(n=4). No enterocogue resistant to the glycopeptides was
insulated. The evolution of multidrug resistance to
antibiotics over the past 3 years, was marked by the
emergence of Acinetobacter.

The monitoring of bacterial multi resistance is a necessity
in ICU provider of nosocomia infections.

Keywords: Epidemiology- Multidrug-resistant bacteria-
Intensive care unit
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Introduction

La résistance bactérienne aux agents
antimicrobiens est un probleme
d'importance croissante en pratique

meédicale. Au fur et a mesure de la
découverte de nouveaux antibiotiques, les
bactéries ont progressivement accumulé
dans leur matériel génétique les génes
conduisant a la multi résistance [1, 2].

Selon les «100 recommandations » du
Comité Technique National des Infections
Nosocomiales [3,4, 5], sont considérées

BMR et doivent faire I'objet d'une
surveillance, les souches bactériennes
suivantes :

v Saphylococcus aureus résistant a la

meéticilline (métiR) =SARM

v Entérobactéries  résistantes

Céphalosporines d€"¥ génération:
opar Sécrétion d’'une béta-lactamase
a spectre étendu (EBBLSE)
opar Haut niveau de production de
céphalosporinase (HCASE)

v’ Acinetobacter spp

v/ Pseudomonas aeruginosa résistant a la

ceftazidime = PARC

aux

v'Les entérocoques résistants  aux
glycopeptides. (ERG ou VRE).
v Le présent travail est une étude

rétrospective d’une durée de 3 ans (début
octobre 2006 a fin Septembre 2009) ayant
pour objectif de relater I'épidémiologie des
infections bactériennes multi résistantes
isolées a partir des difféerents prélevements
bactériologiques a visée diagnostique
émanant de l'unité de réanimation de
I'Hopital Militaire Avicenne de Marrakech
(HMA).

Matériel et méthodes

Matériels

Les criteres d’'inclusion de I'étude ont été
les suivants :

* Patient hospitalisé au moins 48 h dans le
service de réanimation de 'HMA.
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* L'analyse a porté sur tous les
prélevements (tous sites) a visée
diagnostique (exclus = dépistage) émanant
du service de réanimation.

* Elimination des doublons : méme BMR
isolée chez le méme patient au niveau
d’autres sites infectieux.

Méthodes

-La mise en culture des produits
pathologiques sur des milieux usuels
(géloses au sang +/- polyvitaminé) et
sélectifs (gélose au cétrimide..incubés
24-48h a 36+\-1°C, en aérobiose (air ou
CO2) permet d’isoler les bactéries.
-L’identification des souchesst basée sur
I'étude de leurs caractéres morphologiques,
culturaux et biochimiques par méthode
automatisée sur Microscan de Dade
Behring qui permet en méme temps la
détermination de la sensibilité a un panel
d’antibiotiques par méthode CMI. La
détection des phénotypes de résistance est
étudiée par la méthode conventionnelle de
diffusion des disques en milieu gélosé et
les criteres de lecture et d'interprétation
sont ceux du Comité de I'Antibiogramme
de la Société Francaise de Microbiologie
[6].

v'La mise en évidence de la production de
BLSE dans notre laboratoire est réalisée
au moyen du test de synergie entre
I'association amoxicilline  +acide
clavulanique et les céphalosporines d&°3
génération. L'utilisation d'un inoculum
bactérien standardisé ainsi que la
disposition des disques plus ou moins
rapprochés permettent de démasquer et de
révéler la présence d’'une BLSE [7,8, 9].
v'Pour détecter la méticillinorésistance, la
méthode effectuée dans notre laboratoire
consiste a déposer un disque d’oxacilline
(5ug), sur une gélose Mueller Hinton
ensemencée avec un inoculum lourd { 10
UFC\mI) et incubée a
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30°C et la lecture est effectuée aprés 48
heures d’incubation.

Une technique plus simple consiste a
déposer un disque de céfoxitine sur un
milieu Mueller Hinton, inoculé avec 10

UFC\mIl, et incubé 18 heures a
37°C.L’'emploi de cette méthode doit
prévaloir quand les disques sont

disponibles [10].
L’interprétation est la suivante :
*  MétiS :*si diametre  d’inhibition
oxacilline > 20 mm sans colonie dans la
zone d’inhibition.

*si diametre d’inhibition de la
céfoxitine > 27mm [10,11].

Résultats
£ Sur un total de 414 produits
pathologiques regus du service de

Réanimation durant la période étudiée, 84
bactéries multi résistantes non répétitives
ont été isolées. La prévalence des
infections bactériennes multi résistantes au
niveau du service de Réanimation est donc
de 20 %: La fréquence de ces BMR
permet de relever une Iégere diminution au
long des 3 années d’étude puisque 33 BMR
sont isolées d’ctobre 2006 a septembre
2007, 26 BMR de octobre 2007 a
septembre 2008 et 25 d'octobre 2008 a
septembre 20009.

+Au total 66 préléevements distaux
protégés, 34 pus, 143 ECBU, 67
hémocultures, 62 ponctions lombaires, 16
ponctions pleurales, 14 cathéters centraux,
7 liquides bronchiques, 3 sondes vésicales,
1 liquide articulaire et 1 liquide d'ascite
ont fait l'objet dune analyse
bactériologique. (Tableau 1)
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Tableau 1 :Nature des prélevements analysés.

Nature des prélevements Nombre de
prélevements
analysés
ECBU 143
Hémocultures 67
Prélevements pulmonaires :
-PDP 66
-Liquides bronchiques 07
Ponctions lombaires 62
Pus 34
Ponctions pleurales 16
Cathéters centraux 14
Sondes vésicales 03
Liquide articulaire 01
Liquide d’ascite 01
Total 414

Parmi ces BMR, les Acinetobacter sp sont
les bactéries les plus fréquemment isolées

(n=40) suivi des  entérobactéries
productrices de BLSE (n=26), des
entérobactéries sécrétrices de

céphalosporinases hyperproduites (n= 8),
de Pseudomonas aeruginosa résistant a la

ceftazidime (n=6), et enfin des
Staphylococcus aureus résistants a la
méticilline  SARM  (n=4).  Aucun

entérocoque résistant aux glycopeptides
n'a été isolé (Figure 1).

SARM

PARC 504

7%
HCASE
10%0

EB BLSE
3124

Figure 1 : frequence des BMR isolées du

service de Réanimation.

H CASE : Enterobacteries secréctrises de
cephalosporinaseBARC : Pseudomonas aeruginosa
résistant a la ceftazidim8ARM : Staphylococcus
aureus résistants a la méticilline.
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m Total prélevements analysés

m Prélevements a BMR

Figure 2: répartition des préléevements

En fonction du site prélevé, les BMR se
répartissent ainsi (Tableau II)

BMR p/r au total des préléevements

La répartition des BMR en fonction de la
nature du prélevement est comme suit:
Prélevements distaux protégés (25 cas),
pus (18 cas), ECBU (15 cas), hémocultures

(5 cas)

Les sites infectieux & BMR sont donc les
suivants : les pneumonies (30 %), les
suppurations (21%), les infections urinaires
(17%), les pleurésies (15%), les sepsis
(12%) et les méningites nosocomiales (5%)
Figure 3

méningites
5%

pleurésies
15%

pneumonies
30%

sepsis
12%

infections suppurations
urinaires 21%
17%

Figure 3 : Répartition des BMR en fonction
du site infectieux
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Tableau 1l : Répartition des différentes
BMR selon les sites  prélevés
Acineto EB EB | PARC | SARM
sp CHP
BLSE
Pneumopathies 17 4 4 0 0
Suppurations 4 9 2 2 1
Infections 4 7 2 2 0
urinaires

2 Sepsis 3 3 0 0 2
Méningites 4 0 0 0 1

nosocomiales
Pleurésies 8 3 0 2 0
Total 40 26 8 6 4

v’ Les souches
(8 cas), ponctions pleurales (13cas), LCR essentiellement

BLSE isolées sont
représentées par
Klebsiella pneumoniae (16 isolats), suivi
d’E. coli (n=5), de Proteus mirabilis (n=2),
d’ Enterobacter
Citrobacter freundii (n=1).

cloacae

(n= 2) et

K.pneum
61%)

Figure 4 :Entérobactéries BLSE
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-La recherche de BLSE, détectee par
'automate, est réalisée grace au test de
synergie avec formation de [limage
caractéristique en «bouchon de
champagne » (Figure 5).

Figure 5 : Test de synergie positif pour une souche
deKlebsiella pneumoniae productrice de BLSE.

95% des Entérobactéries productrices de
BLSE ont conservé une sensibilité a
I’Amikacine. Toutes ces souches sont par
ailleurs résistantes aux fluoroquinolones,
aux tétracyclines,
triméthoprime\sulfaméthoxazole. Toutes,
sont en revanche sensibles a la colistine et
aux carbapénémes (imipéneme,
ertapéneme).

Discussion

«Les bactéries sont dites multi résistantes
aux antibiotiques (BMR) lorsque du fait de
'accumulation de résistances naturelles et
acquises, elles ne sont plus sensibles qu'a
un petit nombre d’antibiotiques
habituellement actifs en thérapeutique»,
selon la définition du Comité Technique
National des Infections Nosocomiales
(1999) [1,2]. Deux facteurs favorisent
I'’émergence et la dissémination de la multi
résistance : la pression de sélection exercée
par les antibiotiques et une fois la
résistance acquise, la diffusion de ces
bactéries par transmission croisée [3] Les
mécanismes de résistance aux antibiotiques
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des bactéries multi résistantes sont
nombreux et diversifiés.

> L’Acinetobacter spp est un germe
saprophyte, répandu dans la nature,
capable de survivre sur des surfaces et
colonisant la peau des sujets sains ; c’est
une bactérie aérobie stricte  souvent
responsable  d’épidémies  d’infections
nosocomiales dans les services de soins
intensifs. La survenue d'épidémie est
favorisée par sa tolérance a la dessiccation
et son antibiorésistance  naturelle
contribuant au maintien de cette bactérie
dans l'environnement hospitalier [12,13].
Les principales infections nosocomiales
séveres dues Acinetobacter spp. sont les
infections des voies respiratoires, les
bactériémies et les méningites secondaires
[14]. Cette épidémiologie est confirmée
par notre étude ou Acinetobacter spp a

ete en effet isolé au niveau de tous ces
sites.

-L’émergence la résistance
carbapénémes chez Acinetobacter
baumannii est devenue une préoccupation
mondiale dans la mesure ou ces molécules
sont souvent le seul traitement efficace
contre les souches multi résistantes [15].
Dans notre étude, 15 souches (soit 37%)
sont résistantes a I'imipéneme (phénotype
ABRI) par production d'une
carbapénémase et n'ont conservé une
sensibilité que vis-a-vis de la colistine, du
triméthoprime\ sulfaméthoxazole pour 8
d’entre elles et uniquement a la colistine
dans 5 cas aboutissant a une impasse
thérapeutique et par conséquent au déces
des malades. Selon une étude menée au
laboratoire de Microbiologie de I'HGpital
des Spécialités de Rabat en 2006 Auael

Kadi M et coll., 57% des souches
d’Acinetobacter seraient résistantes a
limipéneme [14]. Le taux de résistance
varie beaucoup entre les différents

de aux
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hopitaux et les différents types de services
d’hospitalisations [15].

»En ce qui concerne les entérobactéries
productrices de BLSE

4 L’utilisation intensive en clinique des
céphalosporines a spectre élargi s’est
soldée de [I'apparition précoce de
résistance. Ainsi, la premiere Béta
lactamase capable  d'hydrolyser les
céphalosporines de ®% génération
(pénicillinase SHV-2, mutant ponctuel de
SHV-1) a été décrite en 1985 dans une
souche de Klebsiella pneumoniae en
Allemagne. Du fait de leur élargissement
de spectre d’activité, ces enzymes ont été
appelées «Béta lactamases a spectre
étendu» (BLSE), et a ce jour de
nombreuses BLSE (> 230) ont été décrites
a travers le Monde représentant un
probleme majeur de santé publique [7,8].

+ Les souches productrices de BLSE sont
souvent associées a des épidémies
nosocomiales, notamment en unités de
soins intensifs (USI). La prévalence des
BLSE dans notre étude est plus forte chez
K. pneumoniae que chezE. coli. Mais
selon Lahlou Amine I. et alEscherichia
coli tend actuellement a étre la premiere
entérobactérie excrétrice de BLSE [16].
-Les résultats et 'aspect  des
antibiogrammes obtenus sont évocateurs
d’'une BLSE de la classe A d’Ambler pour
7 souches productrices de BLSE isolées,
sensibles toutes aux deux inhibiteurs (acide
clavulanique, tazobactam) avec une forte
hydrolyse des céphalosporines dé"3et
4°™° génération, aztréonam et sensibilité a
limipénemel9,7].

-Ce phénotype se distingue des BLSE de la
classe D d’Ambler qui correspondent aux
oxacillinases de spectre étendu,
caractérisées a Il'antibiogramme standard
par un phénotype « pénicillinase peu
sensible aux inhibiteurs », résistance a la
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- L'activitt' des aminosides reste
néanmoins conservée (25 souches de notre
série sont sensibles soit 62,5%).
ceftazidime , sensibilité a l'impénéme,
hydrolyse du céfépime /cefpirome souvent
marquée[9,7]. Ce cas est observé pour les
19 autres souches. K. pneumoniae, E.
coli, P. mirabilis sont sensibles aux
céphamycines (céfoxitine) contrairement a
E. cloacae, C. freundii qui possédent une
céphalosporinase a I'état sauvage.

La dissémination de souches
d’entérobactéries BLSE est un phénomene
complexe mettant en jeu 3 mécanismes
intriqués. Le I est la dissémination
clonale, dans laquelle une souche
productrice de BLSE peut se disséminer
par contact horizontal de patient a patient.
Le 2" est la transmission d'un ou plusieurs
plasmides vers une autre souche de la
méme espece ou d'une espece differente).
Le 3™ est le transfert d’éléments de
résistance présents dans des transposons ou
intégrons entre différents plasmides. Les
plasmides portent souvent d’autres géenes
de résistance (notamment aux aminosides,
aux tétracyclines, aux sulfamides et au
triméthoprime) d'ou la notion de co-
résistance, co-expression et co-sélection
[7]. De plus, la plupart des souches
productrices de CTX-M sont résistantes
aux fluoroquinolones. Cette résistance,
principalement due aux modifications des
topoisomérases, pourrait aussi étre
expliquée par la diffusion de déterminants
plasmidiques associés [7,8].

En ce qui concerne les Entérobactéries
hyperproductrices de céphalosporinases,
qui sont des bétalactamases
chromosomiques produites naturellement a
bas niveau par un certain nombre
d’especes : Serratia marcesens ,
Enterobacter cloacae, E. aerogenes), |,
Providencia stuartii, Citrobacter freundii,
Proteus indole +, Morganella morganii,
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ainsi que par des bacilles a Gram négatif
non fermentants tels qu@seudomonas
aeruginosa, Acinetobacter sp, Alcaligenes

sp. Ces Bétalactamases synthétisées a bas
niveau, sont dites inductibles [16,17].
Certaines de ces bactériesnterobacter

sp, Serratia sp, Citrobacter freundii,
Pseudomonas aeruginosa) peuvent subir
une mutation géneétique (au niveau du
répresseur qui contrble le géne AmpC
codant pour la céphalosporinase , qui
devient inactif) entrainant une synthése
accrue de céphalosporinase
indépendamment de la présence d'un
inducteur. La céphalosporinase est dite
alors déréprimée ou hyperproduite, et ce,
irréversiblement. Sa production a haut
niveau entraine une résistance a toutes les
bétalactamines sauf au mécillinam, a
limipéneme et au moxalactam. Ce
phénomene de dérépression est
responsable d’échec thérapeutique [16,18].
Dans notre série, ce mécanisme de
résistance est retrouvé chez 6 souches
d’Enterobacter cloacae et 2 souches de
Enterobacter aerogenes pour ce qui est des
Entérobactéries.

Concernant lePseudomonas aeruginosa,
bactérie opportuniste responsable
d’infections nosocomiales redoutables tant
par leur fréquence que par leur gravité
(pneumonies, sepsis, infections urinaires,
cutanées et suppurations) [9], en raison de
multiples facteurs de virulence hébergés
par la bactérie. Cette bactérie ubiquitaire

dans 'environnement produit
naturellement une céphalosporinase
(AmpC), synthétisée a un niveau

relativement faible mais qui participe a la

résistance naturelle importante de cette
espece, et exprime naturellement plusieurs
systemes d'efflux. Elle développe par

ailleurs une résistance acquise trés
fréequente et en constante évolution. Celle-
ci est liée & sa capacité d’acquérir divers
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mécanismes de résistance, enzymatiques

(pénicillinases, hyperproduction de
céphalosporinase chromosomique, béta-
lactamases a spectre étendu,

carbapénémases de classe B) ou non
enzymatiques (impermeéabilité par
mutation chromosomique de la porine
OprD2, surexpression de systemes d’efflux
actif) [9,19]. Plusieurs de ces mécanismes
peuvent étre associés et les phénotypes
peuvent étre parfois difficiles a interpréter
[20]. Cette résistance acquise permet
d’échapper aux molécules jusqu'a présent
trés actives (ticarcilline, pipéracilline,
ceftazidime, imipéneme et les aminosides).
La résistance a la ceftazidime des souches
PARC s’explique par une dérépression de
la  céphalosporinase naturelle de
Pseudomonas [19,21]. Dans cette étude,
six souches reésistantes a la ceftazidime
(PARC) seulement ont été isolées.

Quant a Saphylococcus aureus(SA)
résistant a la meéticiline(SARM), il est
démontré qgu’il occupe une place
importante dans les infections
nosocomiales. Ces bactéries présentent
souvent une résistance multiple aux
antibiotiques [22]. La résistance aux
Bétalactamines chez les staphylocoques
repose sur deux grands types de
meécanismes qui sont identiques pour les
SA et les Staphylocoques a coagulasse
négative (SCN): un meécanisme de
résistance extrinseque par production
d’enzymes inactivant I'antibiotique et un
mécanisme de résistance intrinseque par
modification des protéines de liaison aux
pénicillines (PLP) ou par acquisition de
nouvelles PLP. Les PLP sont des protéines
possédant une activité enzymatique
(transpeptidases, carboxypeptidases ou
glycosyltransférases) impliquée dans la

synthése de la paroi bactérienne et
possédant une affinité  pour les
Bétalactamines. La liaison des
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Bétalactamines aux PLP empéche Ila
croissance de la paroi des bactéries et
entraine la mort de celles-ci; il y a 4 PLP
chez Saphylococcus aureus [4,22].La
résistance a la méticilline, qui entraine une
résistance a toutes les Bétalactamines, est
déterminée par la présence d'un gene
chromosomique (mecA) qui code pour une
PLP supplémentaire, la PLP 2a. Cette PLP
additionnelle a moins d'affinité pour les
Bétalactamines et en particulier pour la
meéticilline ; c’est la raison pour laquelle
les souches méti R sont également
résistantes a toutes les Bétalactamines. Ce
mécanisme est présent chez les SARM et
chez les SCN [22,11]. La résistance a la
meéticilline touche 30 a 40 % des souches
de Saphylococcus aureus isolées en
France. Notre étude a permis de relever un
taux de résistance a la méticilline de 4%,
résultat qui corrobore une étude réalisée a
Casablanca et publiée en 2009 par Elazhari
et col et selon laquelle la prévalence des
souches résistantes a la méthicilline est de
5% [23]. Cette résistance est le plus
souvent associée a une résistance aux
aminosides (> 95% des cas), aux
Fluoroquinolones (90% des cas) et aux
macrolides (95% des cas). Les souches
métiR possedent pour la plupart une
pénicillinase (98 a 100%) [22,11]. Toutes
les souches SARM de notre série sont
résistantes aux aminosides, macrolides et
Fluoroquinolones et sont productrices de
pénicilllinases. Actuellement, les infections
a Saphylococcus aureus de résistance
intermédiaire aux glycopeptides (GISA)
restent rares. Elles sont probablement sous
estimées en raison de [l'absence de
technique de détection adaptée. Elles
surviennent sur des terrains fragilisés,
patients multiopérés, immunodéprimeés et
souvent porteurs de matériel étranger ; On
trouve souvent un traitement antérieur par
vancomycine. L'émergence de ces
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infections pose un probléme thérapeutique,
la vancomycine étant un antibiotique
majeur dans le traitement des infections a
SARM [24]. Le plus souvent les SARM
sont aussi sensibles a au moins un des
antibiotiques suivants : acide fusidique,

pristinamycine, fosfomycine et
rifampicine.
Conclusion
L’'analyse bactériologique des

prélevements cliniques émanant du service
de réanimation de [I'hépital a permis
l'isolement de bactéries multi résistantes
comportant Acinetobacter sp, des
entérobactéries productrices de BLSE ou
sécrétrices de céphalosporinases
hyperproduites, Pseudomonas aeruginosa
résistants a la ceftazidime et
Saphylococcus aureus résistant a la
méticilline. Ceci montre que les efforts
déployés pour lutter contre [linfection
nosocomiale a BMR doivent étre
maintenus voire soutenus dans nos
hopitaux, en particulier dans les services de
réanimation.

La maitrise de la prescription des
antibiotiques, Il'application des réegles
élémentaires d’hygiene hospitaliere, le
dépistage des patients porteurs de bactéries
multi résistantes ainsi que le recours aux
précautions standard d’isolement technique
et géographique sont autant de stratégies a
mettre en ceuvre pour limiter la
dissémination de ces souches.
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