m UNIVERSITE ABOUBEKR BELKAID TLEMCEN
Fuaculté des Sciences de la Nature et de la Vie
LAMAABE ¢t des Sciences de la Terre et de I"Univers
o A et Département de Biologie
Laboratoire de Microbiologie Appliguée a 'Agroalimentaire, au Biomédical et a
P'Environnement
Lally iy goall il S LTl L gl g psall e

MEMOIRE DE MASTER

Filiére : Biologie Moléculaire et Cellulaire

Option : MICROBIOLOGIE

Présenté par
ZERROUKI Hanane

Intitulé du Théme

EFFET DES DESINFECTANTS SUR LES BACTERIES A

GRAM NEGATIF D’ORIGINE HOSPITALIERE

Soutenu le Mardi 15/09/2013
Devant le Jury composé de :

Mr BELYAGOBI Larbi Maitres de conférences B Président
Mme BOUBLENZA Lamia Maitre de conférences B Examinatrice

Mr REBIAHI Sid Ahmed Maitres de conférences A Promoteur

Année Universitaire : 2014-2015




Summary
Introduction: hospital environments are constantly contaminated by various microorganisms, despite
the immense efforts made to maintain aseptic.

Material and Method: The present study aims to detect the persistence of BGN
in the hospital environment especially after the bio-cleaning operation in Tlemcen EHS service. First
,we perform isolation and identification of BGN Then the evaluation of the sensitivity to antimicrobial
agents for the ATB disc broadcasts technigue on agar medium and disinfectant for testing by the 1JC
microtiter plate technique. The search of gacE and gacE1 genes by PCR and sequencing and
molecular epidemiological study is made by eric2-PCR.

Result: A total of BGN 28 strains was isolated in a period less than 3: P. aeruginosa is the species
most frequently isolated (71.4%) followed by A. baumannii (14.28%) and Pantoaea spp (7.1%) , E.
cloacae and Citrobacter have the same rate (3, 5%) the susceptibility tests are performed on
Pseudomonas considered like representatives strains in the hospital environment showed good
sensitivity to most of the families tested: TCC and CN (100%), FF (80%), CS (45 %) GN and IT
(15%), AT and AK (5%), IMP, TOB, CIP and OFX showed no resistance to the disinfectant product
testing (P2; pH = 12) and (P4; pH = 4) have a good action on all of the isolated strains but the product
P1 and P3 quaternary ammonium base are not effective on the most of the same strain in spite of high
concentration. PCR shows that the gene in qacAE1 revealed the 4 strains BGN 2: A. baumannii, E.
cloacae and Citrobacter despite the gene gacE is not identified in the total strain, molecular typing
by eric2, strain of P. aeruginosa isolated show that a genetic strain diversity, but at the same time a
movement and a release of the same clone in different operating theater.

Conclusion: The emergence of resistance phenomena creates a challenge to the protocols of
disinfection in the hospital environment and can have a serious impact on the health of patients and of
Economic consequences. Key words: Gram-negative bacillus has Disinfectant, Antibiotic,
hospital environment, qacAE1, qacE, PCR, ERIC-PCR.

Résumé

Introduction : Les environnements hospitaliers sont constamment contaminés par des divers micro-
organismes, malgré les immenses efforts fournis a fin de les maintenir aseptiques.

Matérielles et méthode : L'étude actuelle vise a détecter la persistance des
BGN dans I'environnement hospitalier notamment apres 1’opération de bio-nettoyage dans le service
EHS de Tlemcen. Dans un premier lieu nous réalisons les isolements et I’identification des BGN Puis
I'évaluation de la sensibilité aux agents antimicrobiens pour les ATB par la technique de diffusions en
disque sur un milieu gélosé et pour les tests de désinfectant par la technique de microplaque de
titration CMI. La recherche des génes gacE et qacEL par la PCR et le séquengage et 1’étude
épidémiologique moléculaire est faite par ERIC2-PCR.

Résultat : Un totale de 28 souches a BGN a été isolé dans une période de 3 moins ; P.
aeruginosa est ’espéce la plus fréequemment isolées (71,4%) suivie par A. baumannii (14,28%) et
Pantoaea Spp (7,1%) et E. Cloacae et Citrobacter avec un méme taux de (3,5%) les tests
antibiogrammes sont réalisés sur des Pseudomonas considérées comme les souches représentatives de
I’environnement hospitalier ont révélé une sensibilité pour la plus part des familles testées : TCC et
CN (100%), FF (80%), CS (45%) GN et Tl (15%), AT et AK (5%), par ailleurs IMP, TOB, OFX et
CIP n’ont révélé aucune résistance ; pour les tests de désinfectant les produits (P2 ; pH=12) et (P4 ;
pH=4) ont une action considérable sur la totalité des souches isolées par contre les produit P1 et P3 a
base ammonium quaternaire ne sont pas efficaces sur la majorité des souches méme avec des
concentrations élevées. La PCR a confirmé la présence du gene qacAE1 chez 4 souches BGN 2 : A.
baumannii , E. Cloacae et Citrobacter or le géne gacE n’est pas identifié chez la totalité des souche,
le typage moléculaire par ERIC2 des souche de P. aeruginosa isolées aux sein de service a décelé
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une diversité génétique des souches mais en méme temps une circulation et une dissémination des
mémes clones au niveau des différents blocs opératoires de service.

Conclusion : L'émergence des phénomeénes de résistance crée un défi aux
protocoles de la désinfection dans I’environnement hospitalier et peut avoir des impacts graves sur la
santé des malades ainsi que des conséquences Economiques.

Mot clés: Bacille a Gram-négatif,
Désinfectant, Antibiotique, Environnement hospitalier, gacAE1, qacE, PCR, ERIC-PCR.
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‘Gitation

« Cette eau, cette éponge, cette charpie, avec laquelle vous lavez ou vous
recouvrez une plaie, y dépose des germes, qui vous le voyez, ont une facilité
extréme de propagation dans les tissus et qui entraineraient infailliblement la
mort des opérés dans un temps trés court, si la vie, dans ses membres, ne
s ‘opposent a la multiplication de ces germes. Mais hélas, combien de fois cette
resistance viable et impuissante, combien de fois la constitution du blessé, son
affaiblissement, son état moral, les mauvaises conditions du pansement
n’opposent qu 'une barriere insuffisante a l’envahissement des infiniment petits,

dont vous [’avez recouvert a votre insu dans la partie lésée.

Si j aurais ’honneur d’étre biologiste, pénétrée comme je le suis des dangers
auxquels exposent les germes des microbes répandus a la surface de tous ces
objets, particulierement dans les hopitaux, non seulement, je ne me servirais que
d’instruments d’une propreté parfaite mais apres avoir nettoyé mes mains avec
le plus grand soin et les avoir soumises a un flambage rapide, ce qui n’expose
pas a plus d’inconvénients que n’en n’éprouve le fumeur qui fait passer un
charbon ardent d 'une main a l’autre, je n’emploierais que de la charpie, des
bandelettes, des éponges préalablement exposees dans un air porté a la
temperature de 130°C a 150°C, je n’emploierais qu une eau qui aurait subit la
température de 110°C a 120°C. De cette maniere, je n’aurais a craindre que les
germes en suspension dans [’air autour du lit du malade. Mais [’observation

nous montre chaque jour que le nombre de ces germes est pour ainsi dire




insignifiant a coté de ceux qui sont répandus dans les poussiéres, a la surface

des objets ou les eaux communes les plus limpides. »

Louis Pasteur
Discours a I’Académie des Sciences

29 avril 1878
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Liste des abréviations

ABRI : Acinetobacter baumannii résistant a I’imipénéme.
ATB : Antibiotique.

API : API : Appareillage et Procédé d’Identification
BGN : Bacilles & Gram-negatif.

BGNNF : Les bacilles a Gram-négatif non fermentant.
BLSE : B-lactamase a spectre étendu.

C1G: Cephalosporinel ®¢ generation.

C2G: Cephalosporine 2°™ generation.

C3G: Cephalosporine3 ™ generation.

CMI: Concentration minimal inhibitrice.

ddNTP: Dideoxynucleoside triphosphate.

dNTP: Deoxynucleotide Triphosphate.

DO: Densité optique.

EDTA : Acide Ethyléne Diamine Tétracétique.

EPC : Entérobactéries productrices de carbapénemase
ERIC-PCR : Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus.
ESH : I’Etablissement spécialisé hospitalier « mere et enfant ».
IN : Les infections nosocomiales .

ISO : Les infections de site opératoire.

KPC : Klebsiella productrices de carbapénemase.




LAMAABE : Microbiologie Appliquée a I'Agroalimentaire, au Biomédical et
I’Environnement.

LPS : Lipopolysaccharides.

OMS : Organisation Mondiale de la Santé.
Pb : Paire de base.

PCR : Polymerase chain reaction.

gac : Quaternary ammonium compound.
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