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INTRODUCTION

Les infections respiratoires sont des &ffes graves et fréquentes, qui en dépit des
progres de la médecine en général, des moyensgeaditic et de traitement en particulier et
nonobstant les efforts consentis ainsi que les moyéployés en matiére de recherche allant
dans ce sens, demeurent un probleme sérieux depaarltque.

En effet, elles sont responsables dansledede 1 900 000 de déces par an et
constituent en France la premiere maladie infeségsa mortalité est la sixieme cause de
déces et la premiére cause de décés par patholofgieseuses [1,2].

Le traitement se heurte a plusieurs diffésiparmi lesquelles on peut citer :

_ Ladifficulté de réaliser un diagnostic préciquattoute prescription et ceci tend a
augmenter la résistance aux antibiotiques par adiration d’'une molécule inadaptée.

_ Ladifficulté d’'une prise en charge correctetdpital a cause des infections nosocomiales
surtout dans les pays en voie de développement.

__En Afrique, il ne faudrait pas oublier I'absemratiquement de consensus thérapeutique si
I'on sait que dans les pays développés se tiersmaivent des réunions, colloques, ateliers
regroupant des experts dans tous les domainesro@scecliniciens, biologistes,
environnementalistes, statisticiens...

Parmi ces difficultés rencontrées, le diagnostmupe une part importante.

L’incidence croissante de ces germes enlRB explique l'intérét qui leur est
accordé et ceci nous a poussés a entreprendreétedeprospective.
Son principal objectif est :
- d’isoler les bactéries a partir des prélevemessgas des services de réanimation
- d’étudier leur profil de sensibilité aux antib&gens.
Notre contribution s’articule en troisimis :
- un rappel bibliographique suivi d’'une étude réprective
- une partie méthodologique
- une discussion des résultats.

N



C

PREMIERE PARTIE :




Mémoire de fin d’études

|- LES INFECTIONS RESPIRATOIRES

[.1- Définition

Elles se définissent comme étant I'implantatiorspaimultiplication d’une bactérie
entrainant une infection des voies respiratoimeslfite, bronchite) et / ou une infection du
parenchyme pulmonaire (pneumonie, abces).

Anatomie des voies respiratoires

Voies
respiratoires
superieures

Voiles
respiratoires
inférieures

Fig.1 : anatomie des voies respiratoires

|.2.- Les infections respiratoires aigues hautes

Infections des voies hautes

S S T e
Caronaviruses, Adenovirises, s

Sinusitls - 5_pnewrnanas,
A ilaenzas

Croup- Parainfiuenza viruses,
Respiraiony Syncylal vins

Epiglottitls - H_infuonzse

Whooping Cough
Sarde ?‘M?,?azmmrgc

Pharyngitis - Adenovinus
H impley VITE

Loxepckign niseg. 5. progenes.
. dighthenae

souvent virales __parfois bactériennes

Fig.2 : les voies respiratoires hautes

Les voies respiratoires supérieures sont colonigéesne flore commensale diverse et variée.
En revanche les voies respiratoires post-pharyngéesies respiratoires inférieures sont
7 ,,}
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normalement stériles. Les microorganismes resptessdie ces infections sont soit des virus,
soit des bactéries, soit des parasites ou encerehdenpignons opportunistes. Nous
n’envisagerons ici que les bactéries.

a) Angine [3]

Ce sont des inflammations douloureuses et féladssformations lymphoides de
'oropharynx et essentiellement des amygdales ipakatElles peuvent étre en cause dans les
complications infectieuses locorégionales, génsraténflammatoires a distance
essentiellement pour les angines a Streptocfduemolytique du groupe A. On distingue :
-Angine érythémateuse

-Angine érythémato-pultacée

- Angines avec fausses membranes

- Angines compliquées

b) Sinusite [3]

C’est I'inflammation aigue de la mugueuse des sawika face, survenant habituellement
dans un contexte de rhinopharyngite aigue. Onngjgé :

-Le sinus éthmoidal

- Le sinus maxillaire

Les germes responsabhiss sinusites sont les mémes que ceux responsidlesite :
Haemophilus influenzae, pneumocoque, staphylocoque

b) Otite [3]

Il s’agit presque toujours de la surinfection baetine d’une infection virale dont le point de
départ est le rhinopharynx. C’est surtout une gdagie pédiatrique consécutive aux tres
nombreuses infections rhino-pharyngées de I'enfaggucoup moins fréquentes a partir de 6
—7 ans. On peut les observer tres tot, dés lesi@resrsemaines de la vie.

c) Laryngite et épliglottite [3]

C’est une inflammation de l'isthme laryngé qui psigger au niveau glottique, sous glottique
et épiglottique.

|.3- Les infections respiratoires aigues basse

Les infections respiratoires bassesefi@aidsent comme une atteinte du parenchyme
respiratoire, des bronches et de la trachée afté}e.
Les infections respiratoires basses sestdaladies tres fréquentes avec une incidence
annuelle de 12 % en Pédiatrie, augmentant avee Eagouvant atteindre 100 % chez les
personnes agées. (10)

Y
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Elles demeurent ainsi en dépit des proged&antibiothérapie, un probleme de Santé
Publigue majeur de par la multiplication des cadegbar les échecs thérapeutiques répétés.

La prise en charge de ces infectionsrestdifficile a cause d’une part, des nombreux
facteurs de risque et d’autre part, de I'absencsodelation entre la symptomatologie

clinique et le germe en cau$b]
a) Bronchites aigués

Elles sont définies par une inflammation aiguélitesiches et des bronchioles. Son origine
virale est trés largement prédominamtigcoplasmaneumoniae, Streptococcus pneumoniae
et Haemophilus influenzagpparaissent comme des agents de surinfection.

b) Pneumonies

Les pneumonies sont des infections durdngme pulmonaire habituellement
localisées a un segment ou a un lobe pulmonailes Ealisent des infections potentiellement
séveres relativement rares par rapport aux inflestbomonchiques.

Elle s’observe surtout en période automhivernalemais aussi au printerapC’est la
plus fréquente des I.R.A. basses : elle touche@nsi0 % des nourrissons de moins de 24
mois.

Les pneumopathies nosocomiales s'obsentarz @lusieurs catégories de patients,
principalement les patients sous ventilation iaiéfle dans les unités de soins intensifs, ou
leur taux atteint 3 % par jour. La pneumopathspase a la ventilation assistée posséde un
taux de létalité élevé, bien que le risque ataiide soit difficile & déterminer du fait de
limportance des co-morbidités. Les microorganise@snisent I'estomac, les voies
respiratoires supérieures et les bronches, et gumrd une infection pulmonaire
(pneumopathie) ; ils sont souvent endogéenes (awpiagestif ou rhinopharynx) mais peuvent
étre exogénes, souvent a partir d’'un appareil ragpie contaminé.

c) Bronchiolites

C’est une inflammation des bronchioles diagnostqeiiez les enfants de moins de deux ans
et est le plus souvent due a un vidRg.

|.4- Les infections respiratoires nosocomiales

Une infection est dite nosocomiale k& apparait au cours ou a la suite d'une
hospitalisation et si elle était absente a I'adiisa I'hbpital. Ce critére est applicable a toute
infection. Lorsque la situation précise a I'adndas’est pas connue, un délai d’au moins
48heures aprés I'admission (ou un délai supérid¢aipariode d’incubation lorsque celle-ci
est connue) est communément accepté pour distimgeeinfection d’acquisition
nosocomiale d’'une infection communautaire.
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La caractéristique principale des INaylages en réanimation est d’étre directement ou
indirectement associée aux techniques de suppléavesives utilisées pour pallier une
défaillance vitale, qui nécessitent le plus soul@mbise en place de dispositifs invasifs tels
gue cathéters, sondes...) et ont pour conséquermudecircuiter les moyens de défense de
1ére ligne que sont la peau, les muqueuses ghtéscsers.

Elle se manifeste par une apparition @esigtance d’un infiltrat a la radiographie
thoracique sans autre causes, associé a dewesritéiniques chez patient ventilé >48h:
Température > 38°, hyperleucocytose > 11000/mm3eutropénie < 3500/mm3, sécrétions
endotrachéales purulentes.

[.5- Les infections respiratoires communauiees

La pneumopathie aigué communautaire (P#eQéfinit comme une infection aigué du
parenchyme pulmonaire acquise en « ville », papsitipn aux pneumopathies nosocomiales
acquises a I'népital ou en milieu institutionnalise se traduit sur le plan clinique par
I'association au minimum d'une fievre, de symptéraspiratoires (toux, dyspnée,
expectoration) et d'une opacité radiologique coibfgat'apparition récente.

Le caractére communautaire est évoquandd'absence d'hospitalisation au minimum
dans les sept jours précédents le début de la pypathie et la constitution d'un foyer
radiologique avant ou dans les deux jours suivi@dmission.

Dans le contexte particulier de I'anésit-réanimation, la distinction entre
pneumopathie communautaire et nosocomiale estjfficile. Si I'on considére que le germe
est présent a I'admission et qu'au décours d'teevantion chirurgicale, d'un
polytraumatisme ou d'une perte de connaissancatienp développe une pneumopathie
précoce (< 72 heures), celle-ci doit étre consielédnme communautaire.

C’est une affection potentiellement grave domhtatalité peut étre expliquée par :

Le retard au diagnostic et a la mise en routealtement.
La gravité immeédiate de l'infection

La présence de facteurs de risque

L’argent pathogene incriminé (pneumocoque).

Epidémiologie microbienne des pneumonies commuiragtaAgents infectieux en cause :
* Streptococcus pneumoniae : germe le plus fréquent

» Haemophilus influenzae : place imprécise, maiblé.

» Mycoplasma pneumoniae : adultes jeunes, contpitemique

* Chlamydia pneumoniae, Legionella pneumophilaidieicce < 5%

 Staphylococcus aureus et entérobactéries : pgesc@pées de plus de 75 ans,
institutionnalisées et/ou atteintes d'affectiortwoniques débilitantes : 10 a 20% des cas.

N
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Les anaérobies : sont a considérer chaque foisiquispecte une pneumonie de déglutiti

lI- LA BACTERIOLOGIE DES IRN
II.1- Flore bactérienne des voies respiraii@s

Les voies respiratoires dela du pharynx sont stériles, les bactéries dumdsees (
neutralisées par les sécrétions des glandes bopreshiet par le mouvement de la memt
qui tapisse les bronches. Liefections des bronches peuvent étre le résultaiednfectiol
descendante, c'estdire les bactéries du pharynx ou du nez descendestles bronchi
deviennent pathogénes capables de produire unehi@rfinflammationdes bronches) «
une pneumonie (inflammation des poumons)s bactéries sont au premier plan
Streptococcus pneumonja8taphylococcus aureuKlebsiella pneumonigeHaemophilu
influenzaeMycoplasma pneumoniagLegionella pneumophila

|.2- Classification des bactéries suivant le type’idfection respiratoire

Pneumonies communautaires

Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae
Fréquents | Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia pneumoniae
Legionella pneumoniae

Virus grippal

Entérobactéries

Rare Germes rares

Tableau 1 : classification des bactéries respoasat# pneumonies communautaires

on.
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Pneumonies nosocomiales

Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeroginosa
Fréquents | Acinetobacter baumannii

Entérobactéries

Streptococcus pneumonies
Rare Haemophilus influenzae
champignons

Germes rares

Tableau 2 : classification des bactéries respoasat# pneumonies nosocomiales
|.3- Caractéristiques des principaux germes respoasles d’IRN
1.3.1- Les entérobactéries
» Définition [7, 8, 9,10]

La famille des entérobactéries comprendi@lus genres bactériens. Ce sont des
bacilles a Gram négatif, immobiles ou mobiles g@cme ciliature péritriche. lls sont aéro-
anaérobies facultatifs et se développent sur mdrélinaire. lls sont dépourvus d’oxydast
ont la faculté de fermenter le glucose, mais adsséduire les nitrates en nitrites.

Les différences entre les nombreux genresdces viennent de critéres plus précis,
comme la fermentation des différents sucres, ldymrtion ou non de sulfure, la présence ou
'absence d’enzymes du métabolisme (désaminasealbylases).

» Habitat [11,12]

Les Entérobactéries sont des hétes dudigiestif de 'lhomme et de nombreux
animaux ou ils sont retrouvés soit a I'état de pgéme, soit a I'état de commensaux. Mais
cette localisation digestive n’est pas exclusive.

On les retrouve également dans I'envirorer@n(sols, eau) ou ils participent a la
dégradation des matiéres organiques, a I'altératgsnplantes suite a des nécroses, a une
dégénérescence ou a un ramollissement.

5,
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» Classification

La famille des Enterobacteriaceae compeaidellement 100 espéces répertoriées.
Les especes les plus communément isolées en lodmgéziclinique appartiennent & 12
genres Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, E$tella, Morganella, Proteus,
Providencia, Salmonella, Serretia, Shigella, Ydes

1.3.1.1- Caractéres bactériologiquesd entérobactéries
» Caractéres morphologiqufks, 14 ; 15, 16, 17]

Toutes les entérobactéries ont une morgfwloabituellement typique, sous forme de
bacilles a gram négatif de 2 a 8e long sur 0,6 de large généralement polymorphes. Les
especes les plus nombreuses le sont grace a iatereilpéritriche. Les autres sont
immobiles Klebsiella Shigella Yersinia pest)s La présence d’une capsule visible au
microscope est habituelle chi€lebsiella.La plupart des especes pathogenes chez ’lhomme
possédent des pili (ou fimbriae) qui constituertt faeteurs d’adhésion.

» Caractéeres culturayt3, 18, 19, 20]

Les entérobactéries aérobie-anaérobiediddizes se développent facilement sur
milieux nutritifs simples. Sur milieux gélosés, donies d’entérobactéries sont
habituellement lisses, brillantes, de structure bg@me (type « smooth » ou S). Cet aspect
peut évoluer aprés cultures successives vers tmsepa surface seche et rugueuse (type «
rough » ou R). Les colonies de bactéries capstidles queklebsiellasont mucoides,
plus grandes que les colonies S, avec une tenddaceonfluence.

» Caractéres biochimiqué¢21]

Le diagnostic de genre et d’espece reposkesude des caractéres biochimiques, aprés
gue le diagnostic de famille ait été établi avetittele.

Production d’Hydrogene sulfuré (H2S)

La production de SH2 par les microorganismes esé @i évidence par incorporation
fer ou de plomb dans le milieu destiné a cetteeétlice forme umprécipité noir de sulfure
de fer ou de plomb. Ce souffre réduit va se comtamec le fer ferreux Fe2+ qui vient du
sulfate de fer.

B
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Recherche de l'uréase

Les bactéries possédant une uréase activeesituméle en dioxyde de carbone et en
ammoniaque. Ceux-ci en se combinant donnent dweate d’ammonium.

Le carbonate d’ammonium formé alcalinise leieuil ce qui ce traduit
par levirage de l'indicateur coloré de I'orange au rosermboise ou dans de rares cas au
rouge violacé.

Production d’indole

Certaines bactéries dégradent le tryptoplyadee a une tryptophanase. Il se forme de
I'indole, de I'acide pyruvique et de 'ammoniac.

L’indole est apolaire et réagit fortement@le paradiméthylaminobenzaldéhyde en
milieu acide pour donner lanneau rougequi remonte en surface.

Recherche des décarboxylases

Les décarboxylases (LDC, ODC, ADH) scindestdeides aminés, entrainant la formation
de I'amine correspondante et la libération de CO2.

Il s’agit d’enzymes induites dont la synthesefavorisée par un pH acide (pH optimum :
3,5 a 5,5) et des conditions d’anaérobiose.

Le milieu d’étude contient du glucose, un gadéur coloré (le rouge phénol) et bien
entendu un acide aminé.

Chez les bactéries a métabolisme, la fermentdu glucose entraine une baisse de pH
suffisante pour favoriser la synthese de I'enzyiadcalinité due a 'amine entraine ensuite
le virage de I'indicateur au violet aprés une cegtiase de jaunissement.

Si la bactérie étudiée ne posseéde pas de ddgdabes, le milieu restera acide, donc jaune.

Recherche des désaminases oxydatives

Les désaminases, enzymes induites, agisselgssacides aminés en entrainant la
formation des acides cétoniques correspondants.

Les acides cétoniques formés ont la propdétdonner des complexes colorés avec les
ions Fe3+, réaction utilisée pour la lecture.

Utilisation du Citrate de Simmons (CS)

L'utilisation du citrate, comme seule soudeecarbone par les bactéries, se traduit par une
alcalinisation du milieu (virage au bleu).

Utilisation du malonate

Le malonate inhibe le cycle de Krebs (inhdnitde la succinate déshydrogénase).

.
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Seules les bactéries qui peuvent utiliser le cghbjexalique sont capables de pousser sur un
milieu au malonate. L'utilisation du malonate s'aggpagne d’'une libération d’'ions OH
alcalinisant

Action de la Phényl Alanine Désaminase (PDA)

La PDA, enzyme induite, agit sur la phényhaila en entrainant la formation d’acide
cétonique correspondant.

L’acide cétonique formé a la propriété de dormes complexes colorés avec les ions Fe3+
donnant une coloration bleue.

Milieu au Citrate de Christensen (CC)

A la différence du Citrate de Simmons, ce mil@ntient une faible quantité de glucose,
d’extrait de levure et une source d’azote organique

Dans ces conditions, certaines bactéries eitrégatif sur milieu de Simmons sont capables
d’utiliser le citrate en milieu de Christensen.

La formation d’ions hydroxyles alcalinise lelieu (virage du jaune au rose).

Recherche de I'acétoine ou Réaction de Voges-Prosiea (VP)

On étudie la formation de I'acétyl méthyltmanl (A.M.C. ou acétoine) soit a partir de
deux molécules d’acide pyruvique, soit a partigtiicose.

En présence d’'une base forte, 'acétoinedame coloration rouge en milieu tres
oxygéneé (oxydation en diacétal).

Test & 'ONPG (Orthonitrophényl b-D-Galactopyranoside)

Le terme ONPG hydrolase est plus a propos glue de b-galactosidase dans la mesure ou
il précise que le substrat utilisé est 'TONPG at f®lactose.

En effet, il existe des germes qui reconnaisdd®NPG du c6té du nitro- 2-phénol et non
de celui du b-galactoside. Ces germes ont don@cingté ONPG hydrolase tout en ne
fermentant pas les lactoses.

Le test a 'ONPG est une technique basé€atirdn directe de 'enzyme sur une
molécule chromogéne pouvant étre I'ortho-nitroptdnipgalactopyranoside ou le 2-naphtol-
b-D-galactopyranoside. Ceux-ci sont utilisés consuastrats et libérent respectivement
I'orthonitrophénol (jaune) et le b-naphtol.

a) E.COLI

Ho6te normal de lintestin et des animauxstl&spece aérobie la plus représentée dans le
tube digestif. La présence de colibacilles ou esp&oisines dans I'eau est un témoin de
contamination fécale [23, 24] Escherichia coli éxyrles caracteres généraux des
entérobactéries. Il est en outre :

-
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lactose Indole Citrate Acétoine H2S Gaz Uréase
+ + - - - + -

TESTS ADH |OWNPG | CC | C5 | GEL [H2% | IND | MAL |FDA | LDC (ODC | TDA | URE |MIT |GLU (LAC | VP | ESC

RESULTATS | (- | (2 |5 |- @ | @ - @ @ & |- = |®

Tableau 3 : Caracteres biochimiques de E. coli22830, 31]

b) KLEBSIELLA [25, 26, 27]

Au sein des entérobactéries, les bactériggedte Klebsiella se distinguent par leur
immobilité constante, leur groupement en diplobesigénéralement encapsulés. On
distingue cependant plusieurs espéces mais Kl&bpmeumoniae est la plus fréquemment
retrouvée en clinique humaine.

K/
£ %4

Klebsiella pneumoniae

Connue autrefois sous le nom de pneumobatFriedlander, Klebsiella pneumoniae
est une bactérie commensale de l'intestin, desveispiratoires et des animaux. Chez
’lhomme, elle est 'agent responsable des pneurh@mtigués, d’angines, d'otites, de
cystites et d’affections rénales. Ce sont des bast&ram négatif immobiles capsulées,
surtout au sortir de I'organisme, trés polymorpls2s. gélose : les colonies de type mucoide
ont un aspect caractéristique ; elles sont voluoses (4 mm de diametre), bombées,
brillantes, opaques et souvent confluentes. Enllbayon note la formation d’'un trouble
dense avec colorette visqueuse.

Klebsiella pneumoniae est en général :

lactose Indole ONPG VP OoDC Gaz Urée
+ - + + - +++ +

TESTS ADH | OMPG | CC | €S | GEL | H2S |IND | MAL | PDA | LDC | ODC | TDA | URE | NIT | GLU |LAC | VP| ESC

BESULTATS | - EEEIEIEE + | #) |+ - =] - - ==H]® (=@

Tableau 4 : Caracteres biochimiquekd@neumoniag28, 29,30, 31].
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[.3.2- Les BGN non fermentaires

Ce sont des bacilles a gram négatif cpitrairement aux entérobactéries ne
fermentent pas les sucres. Ces bactéries aérstriees sont le plus souvent oxydase
positive et de culture tres facile sur les milieusuels. lles sont soient mobiles soient
immobiles par une ciliature polaire.

aACINETOBACTER32, 33]

» Classification

Dés 1940, AUDUREAU avait noté la ressemblancesdhtanitratumet lesMoraxella En
décrivantM. glucidolytica PIECHAUD proposa de scinder Ie®raxellaen deux groupes

- Moraxelladu groupe | : avec une oxydase
- Moraxelladu groupe Il : sans oxydase

Le sous-comité a propose de séparer définitivereineetobactede Moraxella Ainsi
Acinetobactercorrespond aukloraxelladu groupe Il de PIECHAUD. Les Moraxelles
constituent désormais le genre Il de la famille Meisseriacead_esAcinetobacter
proposeés initialement en appendice de cette faneifleconstituent maintenant le genre V.

» Caractéres bactériologiques

Les caractéeres morphologiques

Les espéces du genre Acinetobacter se présentéosmesde bacilles de longueur variable

de lum (formes coccoides) afh ou um (en moyenne) jusqu’a des formes filamenteuses de
plusieurs dizaines dem. Leur diametre est légerement supérieutra.lAcinetobacter est a
Gram négatif. Cette bactérie ne possede pas ddlléiale est immobile.

Les caracteres culturaux

Acinetobacteest aérobie strict. Il se développe facilementsilieux nutritifs simples. En
milieu liquide, le trouble est homogéne, avec partme Iégére collerette en surface (souches
mugueuses). Sur gélose nutritive, les coloniesdénodt un diamétre de 2 a 3mm ; elles sont
convexes, luisantes et blanchatres. Sur gélosarayles colonies sont plus volumineuses.
Quelgues souches se développent sans difficultéestains milieux sélectifs destinés a
l'isolement des entérobactéries.

La température optimale de pousse est inféri@ @e°C Acinetobacten’est pas pigmenté
et n’élabore pas de toxine.

Les caractéres biochimiques

Dans une batterie d’épreuves d’identificapaur bacilles a Gram négaticinetobacter
montre beaucoup de réactions constamment négatives

N
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Indole Nitrate-réductase| H2S VP RM
TESTS ADH |ONPG (CC |CS |GEL|H2S |IND |MAL |PDA |LDC |ODC | URE (VP |ESC
RESULTATS (=) (+) |- =) | =~ |+- - (+) -

Tableau 5 : caractéres biochimiquesahetobacter

b) PSEUDOMONAS AEROGINOSA : Caracteres bactériologgue

Caractéeres morphologigues et culturaux

Bacille long et fin de 148de long sur 0,5-1 de largePseudomonas aeruginosat
anciennement appelé bacille pyocyanique du fafiadapacité a donner un pus de couleur
bleu-vert. Il est mobile de type polaire avatseul cil (monotriche) [34, 35].

C’est une bactérie non exigeante qui dui@isur milieu gélosé élabore des pigments
notamment :
-la pyocyanique (de couleur bleu -vert) pathognoiouos ;

-des pigments jaundile ou jaune orangé non spécifiques [36].

Caractéres biochimiques

Pseudomonas aeruginasst un germe catalase négative mais oxydase positiv

TESTS

ATDH

OWPG (OC [C5 | GEL (HIS |IND

FDA

LDC

QDC |(URE

NIT

GLUT

Lac

VP

ESC

EESULTATS

Tableau 6 : Caractéres biochimiques de P.aeruginosa
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[.3.3- Non entérobactéries
a) HAEMOPHILUS INFLUENZAE

> taxonomie

Le genreHaemophils est placé dans la famille des Pasteurellose agegelene$asteurella
et Actinobacillus.Haemophilus influenzaest 'espéce type du genre qui contient seize
especes d'origine animale et humaine [37].

Les especes exigeant les facteurs X et V (x=hér#ngAD)

__Haemophilus influenzage

__Haemophilus aegyptius,

__Haemophilus haemolyticus.

Caractéristigues morphologiques

Dans un produit pathologique ou dans une cultdrmfluenzaeapparait sous la forme d’un
BGN, immobile, non sporulé, de petite taille (0,24u sur 0,2u), polymorphe, souvent
coccobacillaire, parfois filamenteux. Le polymoghe s’accentue dans une culture agée.
Certaines cultures peuvent présenter des capsules.

Caractéres culturaux

Haemophilus influenza®e peut pousser que sur des milieux de culturel@aren
sang, lequel apporte les deux facteurs que sadrnite (ou facteur X) et le NAD
(nicotinamide adénine dinucléotide ou facteur \Btt€ double exigence permet de le
distinguer d’autres espéces et notamnhtagmophilusparainfluenzaequi ne nécessite que
du NAD.

Cependant comme le sang frais contient égalédes inhibiteurs du facteur V, il est
nécessaire d'utiliser des milieux d’isolement angseuit (15 min a 75-80°C). A l'inverse, un
chauffage excessif détruit le NAD. Il est donc impat de s’assurer de la qualité des milieux
de cultures pourlaemophilus

En anaérobiose, la croissance d’H.influenzast pas dépendante de I'Hémine, ce qui
peut étre source de difficultés d’'identificatioriexigence en NAD, peut étre recherchée sur
des milieux additionnés de NAD purifié, ou par lsenen évidence d’un satellitisme d’'H.
influenzae autour des colonies de Staphylococcr&iauyqui produisent du NAD).

Apres 24 h de culture a 37°C sur gélose-dabad. influenzae donne des colonies «
smooth », convexes, grisatres, translucides, da @.Bhm. Les souches encapsulées donnent
des colonies mucoides de plus grosse taille, celges et transilluminantes obliques.
Certaines espéeces necessitent pour leur croissarecatmosphére enrichie en C02.
Caractéres biochimiques

N
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Huit biotypes (I a VIII) ont été définis poltespeceH. influenzaex partir des caracteres
métaboliques suivants : production d’indole, atéisienzymatiques uréase et ornithine
décarboxylasdq38]. Le biotype | est plus fréquemment retrouvé dassiéningites et le
biotype IV dans les infections génita[88].

Haemophilus influenzamssede une oxydase, une nitrate réductase, useeugeproduit
de I'indole.

En effet, huit biotypes ont été définis pbespece, a partir des caracteres métaboliques
suivants : production d’'indole, activités enzymaég (uréase et ornithine décarboxylase).
Le biotypage se fait a I'aide de milieux usuelspémentés ou demicrométhode (API — NH)
avec un inoculum lourd. Le biotype IIlaemophilus influenzaest le plus souvent impliqué
dans I'étiologie des infections broncho-pulmonagtkes otites.

Test Résultats
Swyvntheéses porphirines -
Exigences en facteur V
Heémolyse
D-glucose
D-fructose
d-xvlose
d-ribose
d-manmnose
d-galactose
Maltose
Meélibiose
Tréhalose
Raffinose
SH,
Hémagglutination
Besoin CO,
Phosphatose alcaline
Saccharose
Lactose

LI S T R T TR S S A S S T S

Tableau 7: Caractéres biochimiquedtmfluenzae

[.3.4- Les cocci gram positif

Les cocci Gram positif occupent en patg@dumaine une place importante par leur
nombre et la gravité des infections qu'ils provagu€e sont des espéces bactériennes
constituées par des cellules de forme arrondiec{@ccoques) immobiles, a Gram positif,
aerobie anaérobie facultative, dont I'importancelicele est tres grande.

Nous distinguons :

- Les Staphylocoques appartenant au g&taphylococcus
- Les Streptocoques appartenant au géimeptococcus

- Les Entérocoques

a) STAPHYLOCOQUE

Les staphylocoques sont des cocoGram positif, immobiles, asporulés et
habituellement non capsulés. La plupart des espsoers aéro-anaérobies facultatives, a
catalase positive, a I'exception de S.saccharaigtet S. aureus subsp.anaerobius. Ce sont des
germes.

=
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Caracteres bactériologiques de Staphylococcus swreu

Caractéeres morphologiqgues

S.aureuse présente sous I'aspect de cocci en petit amakpcoques ou en trés
courtes chainettes (3 a 5 éléments), mesurantu apositivement colorés au Gram.
Sur les cultures en milieu solide il se disposgrappe de raisin, alors qu’en milieu liquide il
est isolé en diplocoques. Il est immobile, non sfget ne posséde pas de capsule visible au
microscope optique sauf de trés rares soucheshss®mith) [40]

Caracteres culturaux

Staphylococcus aureus est un germe aérobralnia facultatif. Il croit abondamment sur
milieu gélosé (colonies de 1 a 2 mm de diamétee)taines souches produisent un pigment
jaune orangé, mais cette production est irrégu[#tg car certaines donnent des colonies
blanches ; le caractére pigmentaire n’est pas prafiespece.

La culture est obtenue en 18 a 24 heures & 3cbilture possible entre 10 et 45° C) sur
milieux ordinaires. S.aureus pousse en présentmigs concentrations salines (milieu
sélectif de chapman a 75% de Nacl). Le pH optirettle 7,0 a 7,5. Certains facteurs de
croissance sont indispensables (vitamine Bl, adwt#inique) [41]

En bouillon ordinaire, la culture est rapidées staphylocoques se multiplient en quelques
heures, formant un trouble homogéne ou un dépity b pas de production de pigment en
milieu liquide.

Sur gélose ordinaire, les colonies sont lisseales, bombées et leur diamétre est de 1mm.
A +4° C, les staphylocoques conservent leur végigndant 3 mois dans le pus, pendant 1 an
sur geélose, ils sont détruits a 58° C au bout der6Qeur croissance est inhibée par les
androgenes et la progestérone. Staphylococcussapossede un équipement enzymatique
permettant de métaboliser de nombreux substraisidgls, lipides, protides). [42]

Il existedes colonies naines & aureugprovenant de milieux contenant certains sels
minéraux (chlorure de lithium ou de baryum), cersaiolorants (violet de gentiane, acrydine
orange), certains antibiotiques (méticilline, anside) ou provenant de prélevements de
patients mis sous antibiotiques. Ces souches ratmgeénéralement leurs caracteres
culturaux normaux aprés une ou deux subcultur&$. [4

o
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Caractéres biochimiques

S. aureus

8. epidermidis

S. saprophyticus

Coagulase

Acidification aérobie du mannitol
Acidification anaérobie du mannitol
Production d'« - toxine

Nucléase thermostable

Exigence en biotine

Acide ribitol teichoique pariétal
Acide glycérol teichoique pariétal
Proteine A parietale

Sensibilité & la novobiocine

d

Tableau 8 Classification des staphylocoques d’aprés Bairékdrar

b) STREPTOCOQUE

Les infections streptococciques, si diverses dams Imanifestations cliniques, sont

parmi les plus fréquentes et les plus séveresndiestions bactériennes. En effet, la plupart

des streptocoques (streptocoques oraux, streptesatgs groupes B, C, D, G, L,
Streptococcus pneumon)asnt des commensaux habituels des cavités natistldes
téguments, et peuvent dans certaines circonstaactsulieres, devenir pathogenes pour

'homme.

C'est ainsi quBtreptococcus pneumonjammmensal des voies respiratoires

PN

supérieures, est incriminé dans des infectionsséeéres décrites a tous les ages, avec une

extréme gravité jusqu'a deux ans et apres soiearsieen dépit des moyens thérapeutiques

efficaces disponibles actuellemésd].

» Streptocoque pneumoniae

Caracteres morphologiques

A lI'examen microscopique, le pneumocoque ptésen aspect de diplocoque en flamme
de bougie, en "8" ou en courtes chainettes, Grasitijpdes formes virulentes sont capsulées.

Cependant, l'aspect n'est pas toujours évac&auexemple, si I'environnement est
carencé en magnesium ou en présence d'anticorgdsdoontre le sérotype capsulaire, on

peut observer des chainettes relativement longues.
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Dans certains cas, si le malade est sousrraitt, les pneumocoques peuvent prendre un
aspect pseudo-bacillaire. Dans certains produttsop@giques fibrineux et dans les cultures
anciennes, le pneumocoque prend mal le Gram etgpgatraitre Gram négatif. La capsule est
généralement visible dans les produits pathologigomis elle est parfois plus discreéte, et
particulierement belle apres inoculation a l'anis&isible (souris).

Caracteres culturaux

% Milieux de culture
On utilise des milieux nutritifs riches comme paemple la gélose au sang de mouton ou de
cheval a 5%. L'addition de gentamicine a la cormeéioh de 6ug/ml rend le milieu sélectif
au pneumocoquetb].

+« Conditions de culture
La culture du pneumocoque peut étre réalisée aaimgérature comprise entre 25 et 42°C et
a des pH situés entre 6,5 et 8,3. En routine, tiivede germe en 24 a 48 heures, entre 35 et
37°C. Le pH optimal est de 7,8. Ce germe nécedsgeconditions d'anaérobiose ou tout au
moins une atmospheére enrichie en CO2 a 5%.

% Aspect macroscopique des colonies
Les pneumocogques se présentent sous forme despmtitaies transparentes, rondes, de 0,5 a
1,5mm de diamétre. lls développent ingenolysede typealpha avec un verdissement du
milieu, comme les streptocoquasdans
Les pneumocoques en culture sont sujets a uneyaatspontanée ; une ombilication au
centre de la colonie correspond a un début d'agolyes colonies ont un aspect muqueux
lorsque la capsule est de grande taille. Des cedomigueuses, d'aspect ridé, sont rarement
observées ; elles sont formées par des souchesapsulées.

Caracteres biochimigues

Le pneumocoque ne posséde ni catalase, niyas&, ce qui induit 'accumulation de
I'eau oxygénée responsable en partie de son agitdlgisnise en évidence d'activités
enzymatiques, de la fermentation de sucres et d®issance en milieu hostile, a l'aide de
micro méthodes, permet l'identification 8reptococcus pneumoniatle diagnostic
différentiel avec d'autres especes de streptocofjeesaracteres biochimiques de
Streptococcus pneumonigent présentés dans le tableau ci dessous.

Test | VP | ESC | ADH |BHS | ARA | MAN | SOR | TRE | RAF | SOS | INU | LAC | RIB | AMI | GLY

Résultat | - - d | - - - -+ + | d|d|+]| - - | d

Tableau 9 : Caractéres biochimiquesStieptococcus pneumoniae

VP : réaction de Voges-Prokaler RAF : Raffinose
ADH : Arginine dihydrolase SOS : Sorbose

-
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ESC : esculine INU : Inuline

ARA : L-Arabinose LAC : Lactose
BHS : bouillon hypersalé RIB : Ribose
MAN: Mannitol AMI: Amidon
SOR: Sorbitol GLY: Glycérol

TRE : Tréhalose

(-) = Caractere négatif (0 — 25 % des souches)

(+) = Caractere positif (71 — 90 % des souches)
(d) = Caractére variable (26 — 70 % des souches).

lIl - GENERALITE SUR LES ANTIBIOTIQUES
[11.1- Définition

Le terme antibiotique signifie togtgbstance d’origine naturelle gynthétique
ayant une toxicité sélective envers le ou les mazganismes visés @l contraire une
toxicité suffisamment faible vis a vis de I'h6tenhain, animal owégétal pour qui son
administration puisse étre réalisée par voie géméra

Les antibiotiques sont caractérisés par :

- Une activité antibiotique ou antifongequ
- Une toxicité sélective grace a un mésraei d’action spécifique

- Une activité en milieu organique dansdeg et les tissus.
- Une bonne absorption et une bonne ddfudans I'organisme

l1l.2- Classification générale
Les antibiotiques sont classés sous plusieurs lsret suivant leur cible ou mode d’action.

[11.2.1- Action sur la paroi bactérienne

1) BETALACTAMINES
a) LES PENAMS (PENICILLINES)
A-1- PENICILLINES G
Penicilline (nom commercial: Penicilline, Extencilline)

Spectre: cocci gram + et -, bacilles gram positif

A-2- PENECILLINES A
Ampicilline (nom commercial: Totapen)
Amoxicilline (nom commercial: Clamoxyl, Hiconcil
Ac.clavulanique+Amoxicilline (nom commercial: Augmantin)
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Spectre : élargi a certains BGN, inactivées papéscillinases y compris celle des
staphylocoques. Inactives sur le groupe KEBsstudomonas aeruginasa

A-3- PENICILLINES M
Oxacilline(nom commercial: Staphymicine, Bristopen)
Méticilline (nom commercial: Flabelline, Pénistaph)
Flulcoxacilline (nom commercial: Floxapen)

Spectre : méme spectre, moins actifs, ces prodeitont pas inactivés par les pénicillinases
desstaphylocoqued’ou leur indication dans les infectionstaphylocoqueproducteurs de
pénicillinase.

A-4- AMINOPENICILLINES
Mecillinam (nom commercial: Selexid)

Spectre: limité aux BGN (Entérobactéries).

A-5- CARBOXYPENICILLINES
Ticarcilline
Ticarcilline/Ac.clavulanique

Y 010 =

A-6- UREIDOPENICILLINES
Piperacilline
Piperacilline/Tazobactam

Spectre: élargi a certains BGN, inactivés par agqillinases et celle detsaphylocoques
actives sur lePseudomonas aeruginosasur certaines souches productrices de
céphalosporinases (en particuloteus.

A-7- PENAMS INHIBITEURS DES BETALACTAMASES

- Activité antibactérienne faible
- Inhibe la majorité des pénicillinases (et les lzat@mines a spectre élargi)
- N’inhibe par contre qu’un faible nombre de céphptogases

Oxapénam: Ac.clavulanique
- Associé a IAmoxicilline : Augmentin
- Associé a Idicarcilline : Clavalin

Penicilline-Sulfones

Sulbactam: Bétamase, associé a ’Amoxicilline : Unacim
Tazobactamassocié a la Piperacilline : Tazocilline

b) MONOBACTAM
B-1- AZTREONAM (nom commercial: Azactam)

Spectre : active uniquement sur les BGN, y comgui$seudomonas aeruginosa
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c) CARBAPENEMES LES PENEMS
C-1- IMIPENEME (nom commercial: Tiénam)
C-2- ERTAPENEME (nom commercial: Invanz)

Spectre: large, grande stabilité vis-a-vis de divi@talactamases
d) CEPHALOSPORINES LES CEPHEMS

Ce sont tous des produits a spectre large, maid'duarét réside surtout dans leur activité
sur les BGN. Les céphalosporines sont classéawisrcatégories, selon I'histoire (trois
générations), leur spectre et surtout leur compuate vis-a-vis des céphalosporinases.

D-1- CEPHALOSPORINE DE 1*® GENERATION (C1G)

Spectre: relativement résistantes aux pénicillipagétruites par les céphalosporinases.
Inactive sue |[€seudomonas aeruginosa.

CEFACLOR (nom commercial: Alfatil)
CEFALEXINEnom commercial: Céporexine, Kéforal)
CEFALOTINE (nom commercial: Kéflin)
CEFAZOLINE (nom commercial: Céfacidal, Kefzol)
CEFATRIZINE (nom commercial: Céfaperos)
D-2- CEPHALOSPORINE DE 2*™ GENERATION (C2G)

Spectre: relative résistance a certaines céphaiosges, Iéger gain d’activité sur les souches
sensibles. Inactive sitseudomonas aeruginosa.

CEFUROXIMEnom commercial: Zinacef)
CEFOXITINE (nom commercial: Méfoxin)
CEFOTIAM (nom commercial: Pansporine)
CEFOTETAN (nom commercial: Apacef)

D-3- CEPHALOSPORINE DE 3*™ GENERATION (C3G)

Spectre : accentuent les avantages des précéde@sestance accrue a l'inactivation par les
céphalosporinases, gain d’activité sur les sousbesibles. Certaines sont actives sur
Pseudomonas aeruginosa.

CEFIXIME (nom commercial: Oroken)
CEFOTAXIME (nom commercial: Claforan)

CEFTRIAXONEnom commercial: Rocephine)
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CEFPODOXINE (nom commercial: Céfodox)
CEFTAZIDIME (nom commercial: Fortum)
2) GLYCOPEPTIDES (Polypeptides)
Spectre : étroit, les bactéries gram+ et principalet Staphylocoquestenterocoques
VANCOMYCINE (nom commercial: Vancocine)
TEICOPLANINE (nom commercial: Targocid)

3) FOSFOMYCINE(nom commercial: Fosfocine)

Spectre : large, cocci gram+ et -, bacilles grain+ Elle est toujours utilisée en association

pour éviter I'apparition de mutants.
I11.2.2- Action sur la membrane
1) POLYMYCINES
Ce sont des antibiotiques de nature polypeptidiques
Spectre : actif sur les BGNCOLISTINE (nom commercial: Colimycine)
a) GRAMICIDES ET TYROCIDINE
Spectre : étroit, BGPBACITRACINE , TYROTHRICINE
[11.2.3- Action sur le Ribosome (synthése des pnats)
1) AMINOSIDES (sous unité 30S du ribosome)

Spectre : large, cocci et bacilles gram+ (sau$tesptocoques), cocci et bacilles gram -,
mycobactéries.

AMIKACINE (nom commercial: Amiklin)
GENTAMICINE(nom commercial: Gentaline, Gentamen)
GENTAMICINE 50@nom commercial: Gentaline)
KANAMY CINE(nom commercial: Kanamycine, Kamycine)
NETILMICINE(nom commercial: Nétromicine)
SPECTINOMYCINEnom commercial: Trobicine)
STREPTOMYCINEnom commercial: Streptomycine)
TROBRAMYCINEnom commercial: Nebcine)

1) PHENICOLES (sous unité 50S)
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Spectre : large y compris rickettsies et chlamydiae
CHLORAMPHENICOL (nom commercial: Tifomycine, Solnicol)
THIAMPHENICOL (nom commercial: Thiobactin)
2) TETRACYCLINES (sous unité 30S du ribosome)

Spectre : large mais résistances fréquentes. Astivées germes a développement
intracellulaire y compris rickettsies et chlamydeienycoplasmes.

DOXYCYCLINE (nom commercial: Vibramycine)
MINOCYCLINE(hom commercial: Mynocine)
OXYTETRACYCLINE(nom commercial: Terramycine)
TETRACYCLINEnom commercial: Hexacycline, Tétracycline)

3) MACROLIDES ET APPARENTES (sous unité 50S du ribospm
(Groupes « M, L, S »)

Spectre : assez comparable a celui de la PengiBin cocci gram+ et -, bacilles gram+.
Totalement inactifs sur les entérobactéries ePseudomonas aeruginosa.

ERYTHROMYCINE (nom commercial: Erythrocine) groupk (Macrolides)
LINCOMYCINE (nom commercial: Linocine) groupe (Lincosanides)
PRISTINAMYCINE (nom commercial: Pyostatine) group€Synergistines)
SPIRAMYCINE(nom commercial: Rovamycine) groubk (Macrolides)
JOSAMYCINE(nom commercial: Josacine) grougde(Macrolides)

4) ACIDE FUSIDIQUE (sous unité 50S)
ACIDE FUSIDIQUE (nom commercial: Fucidine, Fucithalmic)

Spectre limité, surtout utilisé comme antistaphghxique.
5) OXAZOLIDINONES
Spectre limité : gram+LINEZOLIDE (nom commercial: Zyvoxid)
[11.2.4- Action sur la synthese de 'ADN
1) QUINOLONES
Spectre limité aux BGN a I'exception 8seudomonas aeruginasa

ACIDE NALIDIXIQUE (nom commercial: Ngram)
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ACIDE PIPEMIDIQUE (nom commercial: Pipram)
TROVAFLOXACINE (nom commercial: Trovan)
2) FLUOROQUINOLONES

Spectre élargi au Pseudomonas aeruginosa et atéribagram+, notamment les
staphylocoques.

CIPROFLOXACINE (nom commercial: Ciproxine, Ciflox)
FLUMEQUINE (nom commercial: Apurone)
NORFLOXACINE (nom commercial: Uroctal, Noroxine)
OFLOXACINE (nom commercial: Oflocet)
LEVOFLOXACINE (nom commercial: Tavanic)

3) PRODUITS NITRES

Prodrogues dont certaines bactéries peuvent pebturadical (-NO?2) ci qui fait apparaitre
un dérivé toxique pour le DNA par substitutionsbdses ou par cassures.

- OXYQUINOLEINES: spectre large, utilisé dans les infections ur@saou
intestinales : NITROXOLINErom commercial: Nibiol), TILBOQUINOIL(hom
commercial: Intétrix)

- NITROFURANES: spectre large, utilisé dans les infections urirsate intestinales :
NITROFURANTOINE (hom commercial: Furadoine, Furadantine),
NIFUROXAZIDE (nom commercial: Ercefuryl)

- NITRO-IMIDAZOLES : spectre limité aux bactéries anaérobies (suttsuBGN et
les BGP sporulés). METRONIDAZOLE¢mM commercial: Flagyl), ORNIDAZOLE
(nom commercial: Tiberal)

[11.2.5- Action sur la synthese de 'ARN (blocage IIARN polymérase)
1) RIFAMYCINES

Spectre large, mycobactéries, cocci gram+ et {llbagram+, divers BGN (dont Brucella).
Elles sont actives sur les germes a développemiatellulaire.

RIFAMYCINEnom commercial: Rifocine)
RIFAMPICINEN6m commercial: Rifadine)
[11.2.6- Action sur la synthése de l'acide folique
1) SULFAMIDES

Spectre théoriguement large mais résistances fnéggle
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SULFADIAZINEnGm commercial: Adiazine)
SULFAMETHISOIh¢m commercial: Rufol)
2) TRIMETHOPRIME
Spectre large, résistances beaucoup moins fréquente
TRIMETHOPRIME+SULFAMETHM\ZOLE (nom commercial: Bactrim)

COTRIMOXAZOLEom commercial: Eusaprim)

[11.3- Mécanismes d’action

La connaissance du mode d'actemantibiotiques est un préalable a la
compréhension des mécanismes de résistance.

Schématiquement, on peut comerdgue les antibiotiques interagissent avec les
bactéries au niveau des cibles qui sont spécifigaisl'un antibiotique soit d'une famille
d'antibiotiques. L'interaction de I'antibiotiquesawsa cible a pour effet de perturber la
formation des enveloppes cellulaires (paroi, memdytoplasmique) ou encore d'inhiber
certains processus métaboliques bactériens (syntlessprotéines, synthése des acides
nucléiques). Le mode d'action des antibiotiquesagissent globalement sur les différentes
structures cellulaires par un effet physico-chireigqn spécifique.

Le mode d’action est différenivant la famille ou classe d’antibiotique :

a) Les Bétalactamines Les 3 lactamines agissent au niveau de la partétaene en
inhibant la derniére étape de la synthése du pegitidane entrainant une lyse
bactérienne.

b) Les Glycopeptides Ces molécules n'agissent que sur les bactérieara @ositif en
inhibant la synthése du peptidoglycane donc ded@sgance bactérienne.

c) Les Fosfomycines :

d) Les Polymycines ‘Agit au niveau de la membrane cytoplasmique basiésa
entrainant I'éclatement de la bactérie.

e) Les Aminosides :lls perturbent la synthese des protéines au nideda fraction 30S
du ribosome entrainant la destruction bactérieltsisont bactéricides.

f) Les Phénicoles Les molécules sont bactériostatiques. Elles adisaeniveau de la
sous unité 50 S du ribosome. Ceci a pour conséguame inhibition de la synthese des
protéines.

g) Les Tétracyclines :Les tétracyclines inhibent la synthése des proséineniveau de la
sous unité 30 S du ribosome.

h) Les macrolides :Les macrolides agissent en inhibant la synthes@ipue bactérienne.
lIs se fixent sur l'unité 50 S du ribosome et bkfuainsi la réunion du dernier stade de
la synthese. lls sont bactériostatiques. Les Liaciokes agissent sur la fraction 50 S du
ribosome en inhibant la phase initiale de la sysghgrotéiquel.es deux composants des
Synergistines agissent sur la sous unité 50 Sbdsaime en bloquant en deux étapes
différentes la synthése de la chaine peptidique.

-
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i) Les Quinolones :Les quinolones inhibent la synthése de I'ADN dedetérie en se
fixant sur le complexe "ADN-ADN gy rase" en empéuhla réplication et transcription
de I'ADN bactérien.

j) Les produits nitrés : Les nitrofuranes agissent en perturbant la réjpdinate I'ADN.
Les nitroimidazoles agissent en inhibant la syreéttes acides nucléiques entrainant la
mort rapide de la bactérie. Les nitroimidazolég saatéricides.

k) Les Rifamycines: Les rifamycines agissent en bloquant la transongpar inhibition
de 'ARN polymérase.

[) Les Sulfamides et associationles sulfamides ont une activité bactériostatigise. |
entrent en compétition avec le PAB bloquant afastibn de la synthétase (voir figure
ci-dessous).

L'association "sulfamide trimethoprime" la pludigée est le cotrimozaxol Bactrim®.
Les deux molécules bloquent la synthese des fodatiesix stades différents, ce qui
renforce leurs activités antibactériennes.

SULFAMIDES \
/ Dihydrosynthétase

Acide para-amine
benzoigue (PAB) Acide

>
Acide " Dihydrofolique

glutaminigue

Pteridine Dihydro réductase ——#

(-)

TRIMETHOPRIM

Guanine v
. ) ) Tetra
N “yrtos -
ADN Cytosine Hydrofolique
Adénine

Thymme

Fig.3 : action des sulfamides

m) Triméthoprime : Le Triméthoprime agit dans le blocage enzymatiquéadynthese
des folates, juste aprés les sulfamides.

IV — RESISTANCE BACTERIENNE

La résistance est une adaptation des bactériesgmmts antimicrobiens. La résistance
bactérienne aux antibiotiques a, en fait deux déjms :

- une souche est dite "résistante” lorsque la cdret@n d'antibiotique qu'elle est
capable de supporter est notablement plus élev@&aquoncentration atteignable in
Vivo.

- une souche est dite "résistante” lorsqu'elle suppore concentration d'antibiotique
notamment plus élevée que celle qui inhibe le dfppEment de la majorité des autres
souches de la méme espece

-
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IV.1- Résistance naturelle des bactéries resibesd’IRN

C'est une insensibilité aux antibiotiquedstant naturellement chez tous les membres
d'un genre ou d'une espece bactérienne. Ellaftait;, partie du patrimoine génétique normal

du germe.

On peut citer les résistances natureléssentérobactéries et de certaines espéces de
Pseudomonas aux macrolides, des bactéries a Gatifrééla pénicilline G et a la
Vancomycine, des bactéries a Gram positif a laryadine, des Streptocoques aux
aminosides. Ce type de résistance est recherclsdespremiéres études réalisées afin de
déterminer I'activité d'un antibiotique et contebd définir son spectre antibactérien.

Elle détermine lghénotype sauvag@’une espece vis-a-vis d’un antibiotique :

- les bactéries a Gram négatif sont naturellemeigtagges aux glycopeptides par

impermeéabilité,
- Klebsiella pneumoniaest naturellement résistante a I’Amoxicilline pacrgtion
d’'une pénicillinase,

- les entérobactéries du groupe lll sont naturelldmésistantes a I’Amoxicilline par

sécrétion d’'une céphalosporinase,
- les staphylocoques sont naturellement résistaig@éonam par absence de cible.

Espece

AM AMC TIC/ CI1G FOX CTT MA CXM GM TET COL FT

PIP

Klebsiella spp.
C. koseri

C. freundii

E. cloacae

E. aerogenes
5. marcescens
P. mirabilis
P.vulgaris
M. morganii
P. stuartii

Y. enterocolitica

R
R

R
o
AR

A

HEEE HREE
R

A

AEEAE AERREA
o AR A

o AR A

ARAEA

R : résistance naturelle

AM : aminopénicillines ; AMC : amoxicilline + acide clavulanique ; TIC : ticarcilline ; PIP : pipéracilline
C1G : céphalosporines de 14= génération ; FOX - cefoxitine ; CTT : céfotétan ; MA : céfamandole ; CXM : céfuroxime ;
GM : gentamicine ; TET : tétracyclines v compris la tigécycline ; COL : colistine. polymyxine B ; FT : nitrofuranes.

Tableau 10: résistance naturelle daterobactériesopportunistesGASFM 2009

P.aeruginosa

Aminopénicillines, C1G et C2G, Céfotaxime, Ceftoae,
Ceftizoxime, Ertapénéme, Kanamycine, Tétracyclines,
Chloramphénicol, Triméthoprime, Quinolones

A.baumannii

Aminopénicillines, C1G et C2G, Ertapénéme, Fosfamg;c
Triméthoprime, Furanes

Tableau 11 : résistance naturelle des BGN non fetané CASFM 2009

&
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» Résistance naturelle des BGN exigea@&$FM 2009 :
H.influenzae: Macrolides, Lincosamides.
* Résistance naturelle cocci gram posi@ASFM 2009 :
Mecillinam, Aztréonam, Quinolones, Colistine

IV.2- Résistance acquise

C'est l'acquisition de nouveaux genesladagale rendre la bactérie insensible a un
antibiotique ou a un groupe d'antibiotiques. Ceveau géne peut étre obtenu soit par
mutation au niveau du chromosome qui est un phénema¥e soit par transfert d'’ADN de
plasmides conjugatifs ou de transposons (mécarlsias fréquent).

* Plasmides
L'information génétique est portée par des plassyitansférables a d'autres bactéries par
conjugaison, transduction ou transformation.
* Transposons
Ce sont des fragments d'ADN "sauteurs" qui peusartgrer soit dans le chromosome soit
dans des plasmides, en allant de I'un a l'autre.

IVV.3- Mécanismes biochimiques de la résistanatdogenne [47,48]

Un ATB agit du fait de son affinité paume cible vitale pour la bactérie. Sa fixation
spécifique inhibe le fonctionnement de cette cpleest en général une enzyme ou une
structure clé impliquée dans la synthése de lai pdes acides nucléiques, des protéines ou de
la membrane cytoplasmique.

Pour échapper a I'action |étale des #otidues, les bactéries ont développé de tres
nombreux mécanismes biochimiques de résistansecias a une grande ingéniosité
géneétique pour les acquérir et les diffuser. Oseole plusieurs mécanismes de résistance
aux ATB :

IV.3.1- Modification de la cible
Elle se fait par plusieurs mécanismes

- Par modification des PLP : exemple par surprodaaiione PLP ayant moins
d’affinité pour lesBétalactamines c’est le cas de SAMR (acquisition d’'une PLP
supplémentaire (PLA 2a).

- Par la transformation du bout terminal du pentagegD ALA-DALA) du
peptidoglycane, normalement reconnaissable p@lieopeptides en D ALA-
DLACTATE.

- Par modification des protéines du ribosominosides et Macrolide$, ou
remplacement des Adénines par une autre base {om)tati par méthylation par une
méthylase.

- Avec lesQuinolones les bactéries modifient TADN gyrase de la topoigrase ll/et
ou de la topoisomérase V.

- Avec laRifamycine, on note une modification de 'ARN polymérase

>,
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- Les bactéries agissent par hyperproduction debla ¢ilihydro ptéorate synthétases)
desSulfamides.

Modification de ’ADN

Fig. 4&5: Modification de cible notée avec les Bétalactamines, Aminosides, Glycopeptides,
Macrolides, Quinolones, Rifamycine, Sulfamides

IV.3.2- Imperméabilisation

Elle se fait par :

- La mutation des porines : Les porines (Omp ou Gpn} des canaux aqueux ou
hydrophiles constitués de trois molécules de pnetgui laissent diffuser diverses
molécules de faible masse moléculaire comme destraitthou encore des
antibiotiques. Le dysfonctionnement ou la pertéude d'entre elles peut entrainer la
résistance bactérienne. Ce sont des tunnels hyitrephesBétalactaminespassent

)
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de la membrane externe a travers les porines pméter dans I'espace

périplasmique dans le cas normal. exemplseudomonas aeruginosal’ lmipénéme

par modification de la porine D2.
- Avec lesAminosideson note une modification au niveau du transponpeumettant

le passage de la membrane cytoplasmique, au nidteaysteme générateur d’énergie.

- Une mutation du systéme de transport des hexosesphosphates permettant la
pénétration de I&osfomycine

Antibiotique

Canal obturé inteneur

Fig. 6: Imperméabilisation contre les Bétalactamines, Aminosides, Fosfomycine.

IV.3.3-Inactivation de I'antibiotique par sécrétion d’enzymes
Les enzymes sécrétées par les liextéont détruire ou modifier I'antibiotique.
- LesBétalactaminessont détruites par déXnicillinases Céphalosporinases
ImipénémasesBétalactamases a spectre larg®8(SE).
- LesAminosidessont désactivés par delosphorylases, acétylases, adénylases
- LesMacrolides désactives par des estérases, lincomycine acesylas
- LesPhénicolespar des chloramphénicols acétylase.

E
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Fig.7 : Inactivation antibiotique par sécrétion d’enzymestoeles Bétalactamines,
Macrolides, Phénicoles, Aminoside

C’est un mécanisme commun a toutes les celluleggpyotes et eucaryotes), il permet
d’expulser les substrats vers I'extérieure de lmlee Chez les bactéries gram+, on observe
une structure relativement simple avec une pomps @amembrane simple. Par contre chez
les bactéries gram- on observe une structure pioplexe car il faut évacuer a travers la
membrane externe. On a 3composant :

+ Une pompe dans la membrane cytoplasmique

% Un tunnel de jonction périplasmique

¢ Une porine permettant de passer la barriére darla pactérienne
Ce systéme d’efflux est exercé avecBésalactamines(Pseudomonas aeruginofzce au
céfepime) Aminoside (Pseudomonas aeruginosd)acrolides (Staphylocoque
Pneumocoqueésistant au Erythromycine mais sensible au ldgs)i,Quinolones(seule la
norfloxacine et la ciprofloxacine sont touchéesgemsystéme).

Antibiotique Antibiotique
rejete

Exterieur

Intérieur

|
Pompe a efflux

Fig. 8: mécanisme d’efflux contrBétalactamines Aminosides Macrolides,
Quinolones

Parfois certaines bactéries utilisent un systemeroection de la cible antibiotique, ceci est
observé contre leBétracyclines et lesFluoroquinolones
36 )
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IV.4- Support genétique de la résistance baatée

La résistance génétique aux antibiotiques se nsaifear des mécanismes tels que la
mutation génétique, ou par l'acquisition de matér@métique étranger.

a) Mutation : Ces mutations sont rares (fréquence £a00%, mais leur taux est stable.
Elles sont héréditaires, mais non transmissibledediors de la progénie. Quelques
genes susceptibles de muter en entrainant detaress :

- ADN gyrase : modification de la cible des quincds

- ARN polymérase : modification de la cible deifampicine
- répresseur des R-lacatamases : inactivation-thegdinines
- porines imperméabilité

b) Acquisition de matériel génétique étranger

Un ou plusieurs genes acquis rendent la bact&ensible a I'antibiotique. lls encodent de
nouvelles molécules responsables : d’'une inactimale I'antibiotique, d’un efflux de
I'antibiotique, d’'une altération ou une substitntate la cible de I'antibiotique. L'acquisition
de génes se fait par :

- conjugaison (grace aux pili sexuels),
- transformation,
- Transduction

V. ETIOPATHOGENIE

V.1- Origine des germes

Sous réserve d’un contrdle strict des souezegenes de contamination telles que la voie
manuportée et les matériels souillés, nous savepsisl prés de 30 ans que le patient lui
méme représente la principale source d’infectiosonomiale.

Cependant l'origine précise des germes respoesalel pneumopathie nosocomiale reste
controversée. Contrairement a la sphere otorhipiodgriogique, I'appareil respiratoire est
physiologiquement stérile, tout comme le conterstrggue. Lorsqu’une solution de
continuité est créée entre ces structures, lesegesmrépandent et se multiplient a tous les
niveaux. Qu'il s'agisse d’'une flore commensale athpgene, la simple présence de bactéries
sans invasion des tissus et sans réaction de flimme s’appelle une colonisation.

V.2 Porte d’entrée
a) Colonisation trachéobronchique et oropharyngée
Une colonisation trachéobronchique et caophgée a germes pathogénes existe
chez les malades de réanimation méme non ventaéségalement en dehors des
réanimations en cas de pathologie respiratoirenitpue. Le point de départ d’'une
colonisation trachéobronchique peut étre une andgotilation a partir d’'un site
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oropharyngée ou gastrique, mais parfois I'atteirdehéobronchique est premiere. Le
développement de pneumopathie nosocomiale acquiseventilation mécanique
(PNAVM) a partir d’'un phénomene de translocationtéaenne a également été
évoqué. Le nombre de patients colonisés augmenteladurée d’hospitalisation en
réanimation. Johansen et al ont clairement démauieda colonisation
trachéobronchique précede presque toujours le a@veiment d'une PNAVM. La
flore colonisante est composée initialement en rni@jde BGP pour comporter apres
guelques jours essentiellement des BGN. Leur desteroissante avec la durée du
séjour. Une telle modification de flore survientfpes dés les premiéeres 24 heures
d’hospitalisation. Les raisons de la prédominares@ram négatifs sont peu claires :
origine digestive ou antibiothérapie venant déérlarflore commensale chargée
d’inhiber le développement des germes pathogéréss? la contamination exogene a
partir des éléments du respirateur est de nos jatesent impliquée.

En effet, le remplacement quotidien plutd¢ gous les 2 jours des systemes
echangeurs de chaleur et d’humidité, ou le rempiace des circuits des ventilateurs
plutét que l'utilisation du méme circuit pendantt® la durée de ventilation ne
diminue pas l'importance de la colonisation desepds ventilés. Ceci tient en partie
au fait que les circuits sont contaminés de prahproche par les propres sécrétions
du malade.

b) Colonisation gastrigue
Elle a longtemps été considérée comanat & premiere source de

colonisation trachéobronchique. En effet, une fation bactérienne existe dans
'estomac des patients de réanimation. Des prélemgsrépétés sur différents sites
ont permis de démontrer la séquence suivante s ajme progression rétrograde des
germes de I'estomac vers I'oesophage et I'orophaiarkre trachéobronchique est
contaminé a la faveur de troubles de déglutiticecamicro ou macro-inhalations
répétées qui se produisent méme en présence dade d'intubation. La
colonisation gastrique est favorisée par I'élévatio pH gastrique au dessus de 4,5,
en particulier par les thérapies antiulcéreusdstihet les antiacides. Soulignons que
plusieurs travaux récents ont mis en évidence alomisation trachéale premiere.

c) Inhalations
Elles sont favorisées par les trouldke$a vigilance ou par certaines

interventions chirurgicales lourdes ayant justifiee anesthésie et une intubation
trachéale de longue durée avec troubles secondbaresdéglutition.
Par une augmentation du volume intragastriqueytation entérale majore encore le
risque d’inhalation. Ibanez et al ont décrit unmiv@ene de reflux gastrooesophagien
précédant la survenue d’inhalation chez 74% deaermiatventilés ayant une sonde
nasogastrique.

d) Adhérence bactérienne
L’adhérence des bactéries aux cellules épithéledesine propriété de certains micro-
organismes tels que Rseudomonas aeruginad@ar le calcul d’'un index d’adhésion,

-
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plusieurs travaux ont révélé une adhérence préiélerdes bactéries sur les cellules
buccales des patients de réanimation par comparaisosujets sains. La séquence
adhérence-colonisation-infection est alors trebainte.

e) Altération des moyens mécaniques de défense
Suite a plusieurs mécanismes :

- Absence de filtration par les voies aériennes sepeas des particules de plusubh®
de diametre.

- Communication entre la glotte et 'oropharynx.

- Diminution du réflexe de la toux.

- Les lésions muqueuses entrainées par la présematdtiel étranger.

- Les inhalations répétées du liquide gastrique.

- Les aspirations trachéales.

- Ladysfonction mucociliare majorée en cas d’insaffice d’humidification ou en cas
de concentrations élevées d’oxygene.

- L'immobilisation en décubitus dorsal favorise lédlectasies et les pneumopathies
nosocomiales ; des résultats rapportés dans piastudes suggerent que le systeme
de lits oscillants, permet une mobilisation altéireades patients, serait un moyen de
prévention.

f) Altération des moyens biochimiques et cellulairesidfense
Les immunoglobulines A sécrétoires semblenir le réle principal dans les
processus de défense envers les infections pulnesnéine équipe a rapporté une
augmentation croissante avec la durée de ventilati@canique du rapport
IgA/albumine dans les sécrétions bronchiques. @hteation était environ 6 fois
moindre chez les patients développant une PNAVMa@aport a ceux qui n’en
développaient pas.

Une autre substance, la protéine A, skxaitincipale des composantes du
surfactant, impliquées dans les processus alvéslde destruction bactérienne. Elle a
éte retrouvée en quantité significativement dimendans le liquide bronchoalvéolaire
des patients atteints de pneumopathie par comparaigec des volontaires sains et
des malades atteints de fibrose idiopathique.

V.3- Facteur de risque
a) Facteurs liés au service exemple la réanimation
% Ventilation métallique
C’est le facteur majeur associémkrgence de pneumopathie nosocomiale
et 'ensemble des travaux sur ce sujet montre gumembre de PNAVM augmente
avec sa durée. Un suivi prospectif de 567 patiemb®ntré que le risque de
développer une PNAVM augmente de fagcon constanié€da chaque jour
supplémentaire de ventilation. Langer et al. oma@étré que le risque de développer
une PNAVM est maximal vers le 8-10éme jour de Vatibin.

>
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% Respirateurs et circuits
Sous réserve d’une stérilisation adéquate du neattrdu respect des regles
élémentaires d’hygiene en réanimation, il est etagnt démontré que les circuits ne
sont pas responsables de PNAVM. Une élévationimeidence des PNAVM a méme
été rapportée lorsque des changements quotidisngrdaits sont effectués. Toutefois
la condensation formée dans les tuyaux peut campérs de 105 BGN /ml et conduire
a une attention particuliére lors des soins poiieéleur déversement vers la trachée.
Les nébuliseurs véhiculent des particules jusqu&tuctures distales (sifh) et s’ils
sont contaminés, ils peuvent entrainer des pneuimepdres séveres.

% Sondes d'intubation

Elles représentent une voie de passeggermes depuis I'oropharynx vers la

trachée en dépit des ballonnets d’étanchéité orsiglr’ils n'atteignent pas une
pression de 20 cm H20, multiplient par 2,5 le resge PNAVM. Des systemes
d’aspiration permanente des sécrétions sous-glettioais au-dessus du ballonnet ont
été proposés. Leur efficacité est rapportée paiquus équipes et serait surtout
probante chez les patients ne recevant pas d'atitdyapie. Enfin les sinusites
maxillaires, favorisées par la présence de sonaesgastriques et nasotrachéale,
multiplient par prés de 4 fois le risque de PNAVM.

% Trachéotomie
On décrit plus de cas de PNAVM chez les patieatshi&otomisés qu’en cas
d’intubation oro ou nasotrachéales. Cependant,jéureaucun travail
meéthodologiquement bien conduit n'a démontré dtgifetecteur d’'une technique
(intubation ou trachéotomie) par rapport a l'adi&gard des PNAVM.

% Aspirations trachéales

Elles peuvent entrainer une contation exogene par voie manuportée.
Les systémes clos d’aspiration ne semblent pasqdant s’accompagner d’'une
diminution de l'incidence des PNAVM comparés austéges ouverts standards. En
fait, dés les premieres heures d’une intubatiorhiafim contenant des bactéries
tapisse la lumiere de la sonde. Les aspirationtd@es favorisent sa fragmentation et
les particules libérées sont propulsées dans Eaabrien par le flux inspiratoire du
respirateur.
b) Facteurs liés aux patients
s Gravité de la maladie sous jacente
Le risque de contracter une PNAVMdatitant plus important que

I'évolution spontanée des malades soit estimééefataourt ou a moyen terme.
D’autres caractéristiques sont a considérer biégllga soient inconstamment
retrouvées comme facteur de risque indépendantéssnalyses multivariées : I'age,
I'obésité, I'alcoolisme, la malnutrition, I'immunégression, les BPCO, les
défaillances viscérales associées, brilures, trasme

% Motif d’hospitalisation en réanimation
Les patients chirurgicaux développetamhtage de PNAVM que les patients
médicaux. Le risque est majeur en cas de chiraaithinée thoracoabdominale. La
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chirurgie en urgence augmente encore ce risquetonme la présence d’'un
traumatisme cranien ou d’un coma.

Le syndrome de détresse respiratoire gi§dRA) constitue un facteur de
risque important : dans une étude prospective damgar Chastre et al. 55% des 56
patients présentant un SDRA ont présenté une Ritkec®8% parmi les 187 patients
ventilés pendant la méme période et ne présentame SDRA. Le diagnostic de
pneumopathie reposait sur des criteres strictsgerdistale protégeée et lavage
bronchioloalvéolaire ; la mortalité était de 61%rpales patients présentant un SDRA
contre 34% chez les autres. Néanmoins, dans cegsouge de patients la survenue
d’'une PN ne semble pas modifier la mortalité. Cepan dans I'étude de Chastre et
al, la survenue d’'une pneumopathie dans le groF@ASsemble étre surtout liée a la
durée de la ventilation mécanique.
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|. MATERIELS D'ETUDE ET METHODES
[.1-Cadre d’étude

Ce travail a tété réalisé a l'unité de bactéricdadyi Laboratoire Central d’Analyse Médicale
(LCAM) du CHU Hassan Il de fez. Cette étude s’@&bdlée sur 4 mois (de janvier en avril)
et s’est effectué sur 37 prélevements constitud2ife et de fibroaspiration (FA) issus des

services de réanimation (A1, A4,Réa mere enfant).
[.2- Prélevements

Les prélevements retenu dans cette étude sonbles PA et les LBA car sont
caractéristiques des infections respiratoires Isasgsocomiales. Ces prélévements sont

transportés immédiatement au laboratoire pourrayaes.

» prélevement distal protégBDP)

c’est l'introduction d’'un dispositif de prélevemembtégé des sécrétions oropharyngées, par
l'intermédiaire d’un fibroscope. Une fois au die I'infection, une aspiration (aprées
instillation d’une faible quantité de sérum physgitjue) ou un brossage de la mugueuse est
réalisée. L'aspiration est ensemencée directenterst gue la brosse est « vortexée » dans
1ml d’'eau stérile. Significatif si le pathogéne e410* UFC/mL

> liquide de lavage broncho-alvéolaiteBA ) et miniL.BA

C’est un prélevement qui consiste a recueillirsiésrétions et les cellules qui bordent les
bronchioles et les alvéoles dans le territoire muiaire. Il s’agit d’injecter puis de ré-aspirer
du sérum physiologique (100 a 200 mL) directemanisda bronche a explorer.

Ce prélevement est réalisé chez des patients es isbensifs et/ou immunodéprimés.

Son principal avantage est de pouvoir explorer astev territoire pulmonaire (bronchioles
distales et alvéoles). En revanche, c’est un pe&h@nt invasif obligatoirement réalisé sous
fibroscopie.

Le mini-LBA est une alternative au LBA qui consigtéjecter puis ré-aspirer un volume plus
faible de sérum physiologique (seulement 20 mL)njettion se fait a I'aide d’'un double
cathéter protégé (dans la sonde d’intubation).

C’est un prélevement réalisé surtout pour des migtieospitalisés en soins intensifs.

Son avantage principal est d’étre un prélevemenbtégé » de la flore salivaire sans besoin
de fibroscopie. Mais, il est réalisé a I'aveuglesifarbre trachéo-bronchique.

-Avantages : C’est un prélevement de bonne qualitpermet I'étude et la mise en évidence
des germes, il diminue fortement la contaminatianla flore salivaire.

- Inconvénients : Cette méthode de prélevemend@sdbureuse et nécessite une endoscopie
en plus, le prélevement est dilué.

Le seuil de positivitéest del0* UFC/mL pour leLBA.

Le seuil de positivitéest del0° UFC/mL pour lemini-LBA.

-
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Aspiration Lavage Brossage
Expectoration / endotrachéale bro{nch.o- Mini-LBA bronchique
Crachat (AET) alvéolaire rotégé (BBP)
(LBA) proteg
Seuil de . 5 4 3 3
o 107 UFC/mL 10° UFC/mL 10* UFC/mL 10° UFC/mL 10° UFC/mL
positivite
Mieux
supporté que Précision du
Facile, non invasif Exploration d*un le LBA prélévement
Avantages Par le patient lui- Non invasif large territoire Pas de (fibro)
méme pulmenaire fibroscope Prélévement
Prelévement protége
protege
. A Taveugle Invasif (ﬁbro? Faible quantité
- Contamination . Mal supporté , as
Inconvénients . Risque de e ATlaveugle | de prélévement
mmportante I Contamination .
contamination . Invasif
possible

Tableau 12: les seuils de positivité

.  ETUDE RETROSPECTIVE

Des études réalisées au service de réanimatigugdehte de CHU Hassan Il montrent que

les germes les plus frequemment rencontrés au desrd années de surveillance (2004-

2007) sont Pseudomonas aerugino§a0%),Acinetobacter baumann{28,10%),S.aureus
(18,2%) etKlebsiella pneumoniagl2,3%).

(17%),Klebsiella(11,2%) etStreptococcupneumoniag€l1,2%).

(42,1%). On note aussi I'apparitionEdtoli (5,2%).
+ 2006 P.aeruginosdoujours en téte (31,7%), suiviklbaumannii(25,4%). On

remarque I'augmentation ddebsiella(12,7%) et qui dépasse $reptococcus

pneumoniad€4,8%).

s 2004 A.baumannikest le premier (33%), suivi deaeruginosg27,8%),S.aureus

% 2005 : On remarque guebaumannii(23,7%) a cédé la placePaaeruginosa

+« 2007 A.baumanniprend maintenant la releve et devient en téte (3&&tyi de

P.aeruginosa22,6%). On voit aussi la disparition 8&eptococcus pneumoniae

'apparition de germes nouveauknterobacter cloacaet Serratia Autre remarque

trés importante c’est I'apparition de souches damannii qui sont multirésistantes

au cours de I'année de 2007.
203 résultats sont recenseés sur les 4 ans,1@®1t 200438 en 20053 en 200634 en 2007
Sur le total des 203 prélevements, les germesungtgosont (voir histogramme n°1) :
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O P.aeruginosa

B A baumannii

0 5.aureus

[ Streptococcus pneumaonias
BE coli

O Klebsialla pneumonias

B Enterobacter cloacae

O Serratia

Histogramme n°1:Epidémiologie des infections bronat+pulmonaires nosocomiales au

cours des 4 années (n=203)

La répartition selon les années 2004, 2005, 2P08/, est la suivante hfstogrammes n°2,

EP.aeruginosa
B A baumannii
O5.auraus

B jebsiella pneumonias
D E cofi

O Sireptococcus pneumoniae

.l
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Histogramme n°2: Epidémiologie des infections brorw-pulmonaires nosocomiales au

cours de I'année 2004 (n=18)
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Histogramme n°3: Epidémiologie des infections brorw-pulmonaires nosocomiales au
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cours de I'année 2005 (n=38)
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EP.aeruginosa

B A baumanni

05 aureus

OKlebsiella pneumoniag

M sireplococcus pneumonias
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Histogramme n°4: Epidémiologie des infections brortt-pulmonaires nosocomiales au

cours de I'année 2006 (n=63)
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35,00%—
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O P.asruginosa
B A _baumannii
O 5.aureus

W E coli

B Sarratia

O Klebsislla pneumonias

B Enterobacter cloacas

AR

Histogramme n°5: Epidémiologie des infections brorw-pulmonaires nosocomiales au

cours de I'année 2007 (n=84)

IV.1 profil de sensibilité au cours des années 2004-2007

Durant ces 4 années, les profils de sensibiligépdimcipaux germes sont les suivants (Voir

histogrammes n°6, 7, 8, 9)
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60,009

50,00

40,009~

30,00%:—

20,007

10,01}%—/

0,00

B Ampicifine

B Amoxiciline

O Amoxiciline-acide clavulanique
O Pipéraciliine

HCiG

BCaG

E Quinclones

O Colistine

W Gentamicine

B Amikacine

O Suifaméthox azole triméthoprima

Histogramme n°6: Profil de sensibilité dE.coli au cours des 4 années (n=61)
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B Amoxiciline-acide clavulaniqus
H Imipénéme

acic

ocaG

H Gentamicine

B Amikacine

B Cuinclones

O Tétracyclines

M Sulfaméthox azole -triméthoprime
M Colisting

O phénicolés

Histogramme n°7: Profil de sensibilité deK.pneumoniaeau cours des 4 années (n=52)
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B Acide fusidigue

Histogramme n°8 : Profil de sensibilité deS.aureusau cours des 4 années (n=50)
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SSRKKK

B Piparacilling
H imipénama
oCi1G

ocaG

W Amikacing

@ Tobramycing
® Colistine

O Quinolones
B Gentamicing
B Sulfaméthox azole-triméthoprime
O Daoxycycing

Histogramme n°9: Profil de sensibilité de P.aerugiosa au cours des 4 années

V.2 Evolution au cours des années 2004 a 2007

Compte tenu de son important effectif, seul ledAsbaumannii, a été analysé (voir

histogramme n° 10, 11,12 et 33

27%

26%—

O Colistine

B Tobramycine
O Gentamicine
OAmikacine

M Ciprofloxacing

Histogramme n°10: Profil de sensibilité d'A.baumanii au cours de I'année 2004
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Histogramme n°11: Profil de sensibilité d'A.baumanii au cours de I'année 2005
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Histogramme n°12: Profil de sensibilité d'A.baumanii au cours de I'année 2006
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Histogramme n°13:Profil de sensibilité d'A.baumanni au cours de I'année 2007

| V.3 Répartition des germes responsables d'déRhee 2010
Cette étude est faite a partir des prélevementsusis : PDP, LBA issus des services de
réanimation (A4, A1, RME).
Au cours de I'année 2010, 1061 prélevements orgrétggistrés, ECBE, KT, PDP, LBA y
compris. Mais vue que nous nous intéressons aagtinhs respiratoires basses
nosocomiales, nous prenons en compte que les PCBAgbositifs qui sont au nombre 172 :
- 168 PDP
- 4LBA

On peut ainsi faire la répartition suivant les dgeisque parmi les 172 prélevements, 144
sont issus des services de réanimation Al et 28 des services de réanimation mere enfant
(RME).

services Nbre de prélévement pourcentage
REA Al, A4 144 83,72%
RME 28 16,28%
total 172 100%

Tableau 13: répartition suivant les services
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pourcentage

HEREA AL, A4
ORME

Fig. 9: répartition des IRBN suivant les serviaameée 2010

bactéries nombre | pourcentage
A.baumannii 59 21,3%
S.aureus 50 18%
Pseudomonas aeruginosa 44 15,9%
Haemophilus influenzae 32 11,6%
Klebsiella pneumoniae 31 11,2%
E.coli 26 9,4%
Enterobacter 22 7,9%
Serratia 6 2,2%
Streptocoque pneumoniae 4 1,4%
Proteus 3 1,1%
total 277 100%

Tableau 14: la répartition des germes année 2010.

5
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pourcentage

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

M pourcentage

Histogramme n°14 : répartition des germes responsédd’IRB année2010

Cette répartition montre une prédominanc®.baumanniavec 21,3%, suivi d8.aureus
18,1%, et dé>seudomonas aeruginoda,9%.o0n a remarqué I'apparition 8eaureusu

second qui occupait la troisieme place les anniées de 2004 a 2007, de méme

H.influenzaeoccupe la place de€lebsiella pneumoniaalors qu’il ne figurait pas parmi les six

groupes de bactéries recensées de 2004 a 2007.

I\V.4 Profil de sensibilité des germes au coude I'année 2010

Nous allons analyser le profil de sensibilitéAlbaumanniiS.aureusPseudomonas

aeruginoseet H.influenza.

« Profil de sensibilité d’A.baumannii

ATB étudiés %sensibilité
IMP (Imipéneme) 57,63%
AK  (Amikacine) 49,15%
CT (Colistine) 81,36%
SXT (Sulfaméthoxazole+Trimethoprime) 20,43%
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Tableau 15 : pourcentage de sensibilité d’A.baunmann

%sensibilité

100,00%
80,00% 1~
60,00% -i|'
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0,00% +—

m %sensibilité

Histogramme n° 15: profil de sensibilité dA.baumannii

Le profil d’A.baumanniimontre de fagon général une sensibilité pour I3 B étudiées,
néanmoins on remarque parfois pour certaines ssustesensibilité a d'autres ATB comme
la CIP (Ciprofloxacine), NOR(Norfloxacine), LVX (kéfloxacine) qui sont des quinolones,
TIC (Ticarcilline), PIP (Pipéracilline), AZT (Aztoham), qui sont des Bétalactamines, et

aminosides la TOB (Tobramycine) etc., mais celeepeésente que sur 5% des souches
recensees.




Mémoire de fin d’études

+« Profil de sensibilité de Staphylocoque

aureus:

En plus de la sensibilité aux différents ATB citéslessus, on remarque chez $eaureus
une sensibilité vis-a-vis des quinolones commelR (Ciprofloxacine), NOR (norfloxacine),

Histogramme n° 16: profil de sensibilité deS.aureus
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OFX (ofloxacine), des macrolides tels que LincomgcgiSP (Spiramycine) et trés rarement
(0,5%) sensible aux Bétalactamines tels que I'AMMIL, Pénicilline G et aux C1G et C3G.

+« Profil de sensibilitéde Pseudomonas aeruginosa
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Histogramme n° 17: profil de sensibilité deP.aeruginosa
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+« Profil de sensibilitéd’Haemophilus influenzae
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Histogramme n° 18: profil de sensibilité dH.influenzae
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I-MATERIEL D’ETUDE

|.1- CADRE D'ETUDE

Ce travail a été réalisé a l'unité de bactéricdatyi laboratoire central d’analyse médicale du
Centre Hospitalier Universitaire Hassan Il de Kegtte étude s’est déroulée sur 4mois (de
janvier en avril 2011) et s’est effectuée sur Algrements constitués de PDP et de
fibroaspiration (FA) issus des services de réanondAl, A4, Réa Mére Enfant).
La conduite de I'examen bactériologique des peftgents se fait comme suite :
+« Premier jour. les examens macroscopique, microscopique (cador&ram et la
cytologie) et 'ensemencement des prélévements réahisés.
A travers ces examens on a une idée sur la pasitivi prélevement afin de prévenir
le service concerné sur le germe en question poifegclinicien commence sa
thérapie.

% Deuxieme jour. on effectue un examen macroscopique de I'aspelz dulture, le

dénombrement, I'isolement des colonies suspectss.gera suivi de I'identification
des souches potentiellement responsables de Kiofeen cours, et enfin

I'antibiogramme sur les souches pathogéenes.

% Troisieme jour. on fait une lecture de I'antibiogramme.

|.2- MATERIEL

[.2.1.Prélévements

Les prélevements retenus dans cette étude sdPDIesFA et les LBA car sont
caractéristiques des infections respiratoires Isasggocomiales. Ces prélévements sont
transportés immédiatement au laboratoire pourriayaes.

[.2.1.1- Examen direct
Il regroupe les examens macroscopique et microguepl’examen macroscopique consiste
a apprécier I'aspect du prélevement qui peut étrgueux, muco-purulent, purulent,
hématique ou salivaire.
L’examen microscopique consiste a réaliser un exeaprés coloration au Gram pour
déterminer la flore microbienne et faire une cygdo/dénombrement des cellules

bronchiques, polynucléaires etc.)

N
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a) Coloration Gram : Réaliser un frottis et le fixdadlamme
- Verser le Violet de Gentiane sur la lame ; laiggecontact 1 minute
-Jeter le colorant et finir de la chasser par latem de Lugol ; laisser agir le Lugol 1 min
-Jeter le Lugol et faire couler de I'alcool supl&paration ; rincer immédiatement a I'eau
-Recouvrir la préparation de Safranine, laisser egviron 1 min, laver abondamment.
-Sécher au dessus de la flamme d’'un bec Bunsen.

Résultats : A l'issue de cette coloration, on mhstinguer : Des bactéries colorées en violet
foncé ; elles ont gardé le violet, elles sont di&mm positif’ ; Des bactéries colorées en rose

ou rouge pale ; elles ont perdu le violet, elle# slites ‘gram négatif’.

b) Examen a I'état fraisC’est I'examen microscopique de bactéries vivardere
lame et lamelle. Il permet de détecter la préseniceon de bactéries, d’apprécier

leur mobilité (ou immobilité) et leur morphologie.

Les examens directs permettent d’avoir une idééestype de germe responsable de
l'infection et aussi sur positivité du prélevemémégatif ou positif) afin d’en informer les
services concernés pour débuter le traitementtendsnt les résultats des I'antibiogramme

apres 48H.

|.2.2.- Culture bactérienne
A partir des prélévements recus des dilutions 400* sont réalisées, seules les dilutions
102 &4 10* seront ensemencées respectivement dans lesxriliéX (gélose au chocolat),
COS (gelose au sang), PVX. Par contre dans lesuxilEMB, Chapman, on ensemence
directement sans réaliser des dilutions.
1.2.2.1- Milieux de cultures igées

a) Gélose au sang (milieu COS)

Ce sont des milieux d’'isolement qui facilitent faissance des micro-organismes exigeants,
des bactéries Gram (+) et de toutes les especesntedes dans les prélevements cliniques.
Ces milieux contiennent des mélanges de peptomgsyli@rement adaptés a la culture des
micro-organismes exigeants (streptocoques, stapbgi®s...). La présence de sang permet
I'expression de I’'hnémolyse qui est un critere deebde I'orientation de l'identification

bactérienne. Exemple d’hémolyses caractéristiqtrept®coccus pneumoniae : hémolyse-

-
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avec une coloration verdatre autour de la coldtieeptococcus pyogenes : hémolfisavec

une zone d’éclaircissement autour de la colonisaus la colonie
b) Gélose au chocolat PolyViteX (milieu PVX) :

La gélose Chocolat PolyViteX est un milieu d’isolmplus particulierement destiné a la
croissance des souches exigeantes appartenantianes gNeisseria, Haemophilus,
Streptococcus pneumoniae. Ce milieu est composediase nutritive enrichie en facteurs X
(hémine) et V (NAD) apportés par ’lhémoglobineeePlolyViteX. Ce milieu peut étre utilisé

pour le repiquage des souches bactériennes afirediv des cultures pure.
c) Milieu EMB

La gélose Eosine bleu de méthylene est un milimol@ment sélectif destiné a la recherche
des entérobactéries. Elle permet de différenceegéemes fermentant le lactose et/ou le
saccharose des germes non fermentatifs. La gétmsinreEbleu de méthylene est utilisée pour
la mise en évidence des entérobactéries danslles, $es urines ou autres prélevements
biologiques. Les germes lactose (+) et/ou sacchdrgsdonnent des colonies violet foncé par
acidification du milieu avec présence éventuellendeflet métallique. Les germes non
fermentatifs donnent des colonies incolores ourkgent rosées. La présence de 2 colorants

inhibe la croissance des bactéries Gram (+)
d) Milieu CHAPMAN

La gélose Chapman est un milieu destiné a l'iselgrsélectif des staphylocoques a partir de
prélevements d’origine humaine. Les micro-organsfeementant le mannitol donnent des
colonies jaunes. Ce caractere est un critere diai®n pour I'identification de
Staphylococcus aureus. La teneur élevée en chldausedium du milieu limite le

développement de certains germes autres que Staplygus.
e) Milieu Mueller Hinton (MH)

La gélose Mueller Hinton est un milieu destiné adalisation d’antibiogrammes par
diffusion. La composition de la gélose Mueller Kimt permet la croissance des bactéries non
exigeantes (entérobactéries, bacilles Gram (-)faonentant, staphylocoques et
entérocoques) rencontrées en pathologie, tout mmgggsant un minimum d’interférence des
composants de la formule sur le résultat de I'angiamme. Sa concentration en ions

divalents est ajustée afin d’assurer une meillpoéeision pour déterminer la sensibilité des

-
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Pseudomonas aux aminosides et aux tétracyclindaitateneur en thymine — thymidine

(éléments inhibiteurs de I'activité des sulfamiddis)inue les phénomeénes de repousse autour

des disques et permet une meilleure déterminatsrdiameétres d’inhibition.

|.2.2.2- Antibiotiques utilsé

Les antibiotiques sont placés dans des distribsitguirseront utilisés suivant le type de

germes mis en évidence. Ainsi on distingue quasteilouteurs :

- Les distributeur®l (constitué dé3étalactamineg etDIl (constitué

d’Aminosides+Quinolones+diver$ sont utilisés pour les entérobactériesoli,

Klebsiella sp. , Enterobacter sp.,Serratia, Protgus

- Les distributeur®ll etDIV (constituéBétalactamines+divers)pour les BGN

non fermentairesR.aeruginosa, A.baumannji
- Les distributeur®l, DIl , DIl (constitué de

Bétalactamines+Glycopeptides+Macrolides+Tétracyclie+divers) pour les

staphylocoques
- Pneumocoque P, AMP, AML, AMC, OXA, CRO, CTX, GN500, OP
(Optochine), My, VA, TEC, E, Spiramycine (SP), LVZXT.
- Haemophilus influenzae P, AMP, AMC, AML, KF, CRO, CAZ, CTX, AK,
GN, E, LVX, ac.nalidixique.

Distributeur 1

Distributeur 2

- Ampicilline AMP - Amikacine AK

- Amoxicilline AML - Kanamycine K

- Céfixime CFM - Gentamycine GM

- Céfalotine KF - Ciprofloxacine CIP

- Céfotaxime CTX - Norfloxacine NOR

- Ceftriaxone CRO - Colistine CT

- Ceftazidime CAZ - Triméthoprime/sulfaméthoxazole SXT
- Imipéneme IMP - Tazocilline

Amoxicilline/ac.

Clavulanique au centre

» Acide nalidixiqgue au centre  NAL
» Remplacer la tige de Gentamycine
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AMC

par celle @enta 500 si

Streptocoque ou Entérocoque

Tableau 15 : liste des ATB utilisés

Distributeur 3 Distributeur 4

- Pénicilline G P - Ceftazidime CAZ

- Céfoxitine FOX - Imipénéme IMP

- Oxacilline OXA - Aztréonam ATM
- Vancomycine VA - Pipéracilline PIP

- Teicoplamine TEC - Ticarcilline TIC

- Erythromicyne E - Pipéracilline/tazobactam TZP
- Acide fusidique FA - Ticarcilline/ac. Clavulanique CLA
- Tétracycline TET - Fosfomycine FOS

» Optochine au centre Sitreptococcus

pneumoniae

. METHODE

Tableau 15 : liste des ATB utilisés (suite)

Apres 24h de culture sur les différents milieu¥siti-dessus, on effectue une identification

biochimique des bactéries suspectes, un réisolestemt antibiogramme manuel ou

automatique grace a I'automate de phaenix qui pesmeeidentification et un antibiogramme

rapide. A la suite de leur mise en culture, leddraes sont identifiées par les techniques
suivantes : test biochimiques classiques, systeRI2BE, APl 20NE, API NH, systeme

Slidex, systeme automatique : phcenix, en plus ldigitiel apiweb servant a identifier les

germes grace aux résultats des galeries api.

&
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[1.1- IDENTIFICATION

» ENTEROBACTERIES

Les entérocoques a identifier sont K.pneumoniamli Enterobacter (cloacae et oxcytoca),

Serratia, Proteus.
[1.1.1- Galeries classiques

Les identifications sont basées sur les carach#oebimiques suivants : utilisation du lactose,
citrate, urée-indole, H2S, mobilité etc. Ces tésthimiques permettent de vérifier si la
bactérie a un métabolisme oxydatif ou fermentatiifya formation d’'un acide suite a
I'utilisation d’un hydrate de carbone (ex : gluepssi un composé particulier est utilisé
comme seule source de carbone (ex : citrate), acisle aminé peut étre transformeé (ex :

tryptophane), si une enzyme particuliere est prtés@x : oxydase, catalase) etc.

11.1.2- Galeries API 30
11.1.2.1- Principe

La galerie API 20 E, commercialisée par la sodmdIérieux, est un systeme miniaturise,
prét a I'emploi et standardisé. La galerie compaf@enicrotubes contenant des substrats
déshydratés. Au-dessous de chaque tube, un sititpinla nature du test. Les tubes sont
ensemences avec une suspension bactérienne edfect@@au physiologique. Les réactions
produites au cours de la période d’incubation aguisent par des virages colorés spontanés
ou révélés par I'addition de réactifs (voir ci-dmss le tableau de lecture).

Un fond et un couvercle complétent la galerie sestiscto et permettent de constituer une
boite d’incubation.

La galerie API 20 E permet d’effectuer les tesigants : ONPG, ADH, LDC, ODC, citrate
de Simmons (CIT), production d’hydrogene sulfuréngaluction du thiosulfate (H2S),
synthése d’'une uréase (URE), recherche d’'une toyiatioe désaminase (TDA), recherche du
pouvoir indologéne (IND), production d’acétoine jyBynthese d’'une gélatinase (GEL),
recherche de I'acidification de neuf « glucidesgiucose (GLU), mannitol (MAN), inositol
(INO), sorbitol (SOR), rhamnose (RHA), sacchar@&a), mélibiose (MEL), amygdaline
(AMY), et arabinose (ARA). La galerie permet égaéenla recherche de la nitrate réductase

qui se fait dans le microtube « GLU ».

.
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11.1.2.2 Technique

Placer de I'eau dans les alvéoles présents ddaedale la boite afin de créer une atmosphere
humide. Retirer la galerie de son emballage eldegp dans le fond de la boite. Prélever a
I'aide d’'une pipette pasteur boutonnée une colparaitement isolée. Dissocier
soigneusement la colonie dans une ampoule de ermssisp Medium ». A I'aide d’une pipette
munie d’'une poire remplir les microtubes de la galéAu sein des microtubes, le fabriquant
distingue deux parties, le tube et la cupule. Skdsnests, la suspension bactérienne doit étre
placée uniquement dans le tube ou dans le tulaeceplule. Lorsque le sigle du test est
encadré, ce qui est le cas des tests CIT, VP et GEuspension doit remplir le tube et la
cupule. Lorsque que le sigle du test est souligi¥H, LDC, ODC, URE, H2S), la

suspension doit remplir uniquement le tube. Apresemencement complet de la galerie, la

cupule sera secondairement remplie d’huile de paeaf

Lorsque le sigle du test n’est ni encadré ni sodliONPG, TDA, IND, GLU, MAN, INO,
SOR, RHA, SAC, MEL, AMY, ARA), la suspension do&mplir uniquement le tube.

[1.1.2.3 Lecture

Sortir la boite de I'étuve et noter sur la fichdelgture les résultats obtenus pour les tests a

lecture spontanée (voir ci-dessous le tableauaerks).

Révéler les tests nécessitant 'addition de réaftibir ci-dessous le tableau de lecture) :
TDA : ajouter une goutte du réactif TDA

IND : ajouter une goutte du réactif de James

VP : ajouter une goutte du réactif VP 1 et unetigodu réactif VP 2

Nitrate réductase : apres avoir noté le résulitgrau pour I'acidification du glucose, ajouter
une goutte du réactif NIT 1 et une goutte du réddfi 2. Si aucune coloration rouge n’est
obtenue (attendre deux a trois minutes), ajoutemqatite quantité de poudre de zinc.

Noter les résultats sur la fiche de lecture.
Calculer le profil numérique.

Sur la fiche de résultats, les tests sont séparegrpupe de trois (chaque groupe de trois tests

est séparé du groupe voisin par un trait verti€thague test donnant une réaction négative

-
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prend la valeur QLorsqu’un test est positif, il prend la valeur 1924 selon sa position au
sein d’'un groupe de trois : si le premier test djuoupe de trois est positif il est noté 1, sile
deuxiéme test est positif il est noté 2 et si I test d’un groupe de trois est positif il est
noté 4. Le 29™test mentionné sur la fiche de résultat (OX), espond & I'oxydase (test

réalisé avant 'ensemencement de la galerie).

Pour chaque groupe de trois, additionner les @sftiorrespondants. On obtient un nombre a

sept chiffres qui constitue le profil numériqueldsouche étudiée.

La recherche du profil numérique dans le « Cataanalytique » commercialisé par le

fabriquant permet d’identifier la bactérie.

N




Tests* Réactions Composants actifs Ajout de Résultats
réactifs
[Neégatif Positif
ONPG [Béta-galactosidase ?-nitrophényl-béta-D- Non [ncolore Taune
oalactopyranoside
ADH  |Arginine dihydrolase [ -arginine Non Taune Orange ou
rouge
LDC  [Lysine décarboxylase [ -lysine Non Taune Orange ou
rouge
ODC  [Ornithine décarboxylase [L-ornithine Non Taune Orange ou
rouge
CIT Assimilation du citrate  |Citrate trisodique Non [Vert pale ou [Bleu-vert ou
jaune bleu
[H2S Thiosulfate réductase Thiosulfate de sodium  [Non [ncolore ou  [Dépodt noir
erisatre
URE  [Uréase Urée MNon Taune Orange ou
rouge violacé
TDA  [Iryptophane désaminase [L-tryptophane TDA Taune narromn ou
brun foncé
MND Production d'indole [ -tryptophane Tames [ncolore ou [Rose ou
jaune rouge
WP Production d'acétoine Pyruvate de sodium VP1 Incolore Rose ou
. rouge
VP2 =
GEL  [Gélatinase Gelatine de boeuf Non Non diffusion|Diffusion du
du charbon  harbon
GLU  [Glucose D-glucose Non Bleu ou bleu [Taune

Tableau 16 : lecture de la galerie Apf20
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Vet

[vert

MAN  Mannitol D-mannitol Non Bleu ou bleu [Jaune
vert

INO [nositol nositol Non Bleu ou bleu [Taune
vert

SOR Sorbitol D-sorbitol Non Bleu ou bleu [Jaune
vert

RHA  [Rhamnose [-rhamnose Non Bleu ou bleu [Jaune
vert

SAC Saccharose D-saccharose Non Bleu ou bleu [Jaune
vert

MEL  Mélibiose D-mélibiose Non Bleu ou bleu [Jaune
vert

AMY  JAmygdaline Amygdaline Non Bleu ou bleu Jaune
vert

ARA  |Arabinose [ -arabinose Non Bleu ou bleu [Taune

Fig.10 : galerie api 20

Tableaul? : lecture de la galerie APF20

E
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» NON ENTEROBACTERIES
[1.1.3- Identification Pseudomonas a@mosa, A.baumannii
(Galeries APl 20NE)

Un test oxydaseest réalisé au préalable : certaines especescdieda Gram négatif non

entérobactéries qui sont oxydase négative (Sopfalia, Acinetobacter...) sont parfaitement
identifiées avec API 20 NE. On s’aidera du contegliaique ou bactériologique pour utiliser

cette galerie.

Ce test permet de mettre en évidence une enzianghénylene diamine oxydasees
bactéries a partir de leur culture en milieu gél@site enzyme est capable d’oxyder un
réactif :le N diméthyl paraphénylene diamineCe dernier peut étre sous deux formes : soit

en solution, soit sous forme d’un disque pré-impétg

- Si la colonie prend une teinte rose, violettegeeme posséede une oxydase : le test est

positif.
- Si la colonie reste incolore, le germe ne posgeded’oxydase, le test est négatif

11.1.3.1- Principe de La gadeAPl 20 NE

La galerie APl 20 NE se compose d’'une galerie d¢tudst de 20 microtubes contenant
milieux et substrats sous forme déshydratée. Lsts t®nventionnels sont inoculés avec une
suspension bactérienne saline qui reconstituenilésux. Les réactions produites durant la
période d’'incubation se traduisent par des viragésrés spontanés ou révélés par I'addition
de réactifs. Les tests d’assimilation sont inog@¢ec un milieu minimum et les bactéries

cultivent seulement si elles sont capables dagtilie substrat correspondant.

La lecture de ces réactions se fait a I'aide dudabde lecture et I'identification est obtenue

a l'aide du tableau d’identification

11.1.3.2- Technique

* Préparation de la galerie :

Réunir fond et couvercle d’'une boite d’'incubatiomépartir de I'eau dans les alvéoles pour

créer une atmosphéere humide. Déposer stérileragyatiérie dans la boite d’incubation.

* Préparation de 'inoculum :

-
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Faire une suspension bactérienne, dans une amg@iNaCl 0,85% Medium ou dans un tube

d’eau distillée stérile, de turbidité égale a cdke’étalon 0,5 Mcfarland.
* Inoculation de la galerie :

Remplir les tubes (et non les cupules) des te®3 AIPNPG avec la suspension précédente.
Eviter la formation de bulles.

Transférer 200 pl (4 a 8 gouttes) de la suspensidrédente, dans une ampoule AUX

Medium. Homogénéiser.
Remplir les tubes et cupules des tests GLU a PAC.

Remplir d’huile de paraffine les cupules des ttests GLU, ADH, URE. Incuber 24 heures
a 30°C.

[1.1.3.3-Lecture

Apres incubation, la lecture de la galerie doitessee en se référant au Tableau de Lecture.

Réaliser les tests nécessitant I'addition de rfsactioir tableau de résultats.
Identification :

* Avec le tableau d’'identification : Comparer Iéactions notées sur la fiche de résultats avec

celle du tableau ;

* Avec le catalogue analytique : Les tests somogaes en groupe de 3, et une valeur (1,2
ou4) est indiquée pour chacun. Additionner adirgur de chaque groupe les nombres
correspondants aux tests positifs. On obtient umlme 7 chiffres qui sert de code

d’identification.

» Avec un logiciel d’identification apiweb.

B
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Exemple de code attribué : 1 154 575 Pseudomomagiaesa

Tests Substrat Enzymes/Réactions Résultats
Négatif | Positif
Reduction des nitrates NIT1+NIT2/5mn
NO; | Nifrate de potassium en nitrites Incolore | Rose-rouge
Reduction des nitrates ZN /S5 mn
en azote Rose | Incolore
TRP Tryptophane Formation d’indole TRP/3-5 mn
Incolore Goutte rouge
GLU Glucose Fermentation Bleu a vert Jaune
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange/rose/rouge
TURE Uree Urease Jaune Orange/rose/rouge
ESC Esculine Hydrolyse Jaune Gris/marron/noir
GEL Gelatine Hydrolyse Pas de diffusion du Diffusion du
pigment pigment noir
PNPG | p-nitro-phényl-fD- B-galactosidase Incolore Jaune
galactopyranoside
GLU Glucose
ARA Arabinose
MNE Mannose
MAN Mannitol
NAG N-acétyl-
glucosamine
MAL Maltose
GNT Gluconate Assimilation Transparence Trouble
CAP Caprate
ADI Adipate
MLT Malate
CIT Citate
PAC Phényl-acétate
Ox Tetramethyl-p- Cytochrome oxydase Incolore Violet
phenyleéne diamine

Tableaul@&cture galerie APl 20NE
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[1.1.4- Identification H.influenzae ({éae API NH)
11.1.3.1- Principe

La galerie APl NH se compose d’une galerie conséitde 10 microtubes contenant les
substrats déshydratés pour réaliser 12 tests difidation ainsi que la recherche d’'une
pénicillinase. Les réactions produites pendapg€l@ode d’incubation se traduisent par des
virages colorés spontanés ou révélés par I'additereactifs. Aprés incubation, la lecture de
ces réactions se fait a I'aide du tableau de leauridentification est obtenue a l'aide du

catalogue analytique ou d’'un logiciel d’identifieat.
11.1.3.2- Technique

* Préparation de la galerie : Réunir fond et cocieed’une boite d’incubation et répartir de
'eau dans les alvéoles pour créer une atmospghamnede. Déposer stérilement la galerie

dans la boite d’incubation.

* Préparation de I'inoculum : Faire une suspenbixtérienne, dans une ampoule NaCl

0,85% Medium, d’opacité supérieure a celle de loétad de Mcfarland.

* Inoculation de la galerie : Répartir la suspemgicecédente uniquement dans les tubes en

évitant de faire des bulles.
Remplir uniquement la partie tube des sept prenmmcsotubes.
Remplir tube et cupule des trois derniers micratube

Recouvrir les sept premiers tests d’huile de piaeaf Incuber 2 heures a 37°C.
[1.1.3.3- Lecture

Apres incubation, la lecture de la galerie doitessee en se référant au Tableau de Lecture.

Réaliser les tests nécessitant I'addition de risactioir tableau de résultats.

o
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Tests Subsitrat Resultats
Negatif Positifl
PEN Pénicillinase Bleu Jaune/vert
GLU Glucose
FRU Fructose
MAL Maltose Rouge/orange | Jaune/orange
SAC Saccharose
oDC Ornithine Jaune/vert/gris Blen
decarboxylase
URE Urgase Jaune Rose/violet
LIP Lipase Incolore/gris Blen
PAL Phosphatase alcaline Incolore Jaune
PGAL Beta Galactosidase Incolore Jaune
ProA Proline Arylamidase ZYMB /3 mn
GGT Gamma glutamyl Jaune/orange Orange
transferase
IND Indole James / 3 mn
Incolore | Rose

Tableau 18cture de la galerie Api NH

Fig. 11 : lecture de la galerie Api HN

E
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» COCCI GRAM POSITIF S.aureus et S.pneumoniae

[1.1.5- Identification dstaphylocoque aureus
L’identification de Sraus se fait par différents tests a savoir :
Test Dnase Certaines bactéries sont capables d’hydrolyser NAD
(Acide DésoxyRibonucléique) grace a une enzym&DNase La recherche de
I’ADNase consiste apres culture de la souche aetsdr un milieu solide contenant
de 'ADN. Aprées 24h la révélation avec Hcl, on ob&eun halot transparente autour
de la culture bactérienne.

Fig.12 :Test Dnase positif

Test catalase La catalase est un caractére quasi-constantiebastaphylocoques. La
mise en évidence de la catalase permet de distipguei les cocci a Gram positif les
staphylocoques (cat+) et les streptocoques (das)agit de mettre en contact une
colonie de la bactérie a étudier en présence arggénée (a 10 volumes). Une
effervescence (d0 a un dégagement de dioxygen® Egrésence d’'une catalase.

Test coagulase Le test mettant en évidence I'aptitude des bacté@rieoaguler le
plasma est le principal test caractérisanaureusLe test de détection consiste a
incuber pendant 4 heures a 37°C un mélange de aldsrtapin et de la souche a
tester. L'apparition d’un caillot est observée rclinant le tube a 90°C. Le test de la
coagulase permet l'identification de 99% des sosici&S. aureusnais certaines
souches ne produisent pas de coagulase. L'idattdit de 'espéce est dans ce cas
réalisée par d’autres tests.

Fig.13 : Test coaqulase

E
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- Tests d’agglutination (Slidex) :Plusieurs tests d’agglutination détectant un ou
plusieurs antigenes ou récepteurs de surface (gagmour le fibrinogéne, protéine A,
antigenes capsulaires) sont commercialisés. Eigpegtil est recommandé d'utiliser
deux tests pour l'identification d& aureus la détection de la coagulase et un test

d’agglutination.

Fig.14 : Tes d’agglutination (Slidex)

— +

- ldentification biochimique : La détermination de I'espéce peut étre réalidésade
de galeries biochimiques d’identification Api staplCes systemes utilisent des tests

d’acidification ou d’assimilation des sucres et tists enzymatiques.

[1.1.6- Identificatiostreptocoque pneumoniae

La distinction se fait par ensemencement du miige-rEsculine, les Entérocoques (+) et les
streptocoques (-).
Le caractére hémolytique et le groupage des cdaleestreptocoques nous permettent de

différencier S.pneumoniadlpha-hémolytique : hémolyse incompléteom groupable) des
autres streptocoques.

-groupage : SLIDEX STREPTO PLUS est un test d’atyghtion pour I'identification des
streptocoques des groupes A, B, C, D, F et G dalolassification de Lancefield. C’est un
test rapide d’agglutination direct sur coloniesegpune simple extraction enzymatique. Ce
produit utilise des microparticules de latex blesessibilisées par des anticorps spécifiques
dirigés contres les antigénes de groupe.

[I.2- Identification et antibiogramme automaique (phaenix)
L’automatisation de I'antibiogramme a commencgalune trentaine d’années. Les
bénéfices pergus sont surtout :

* la productivité ;
* la rapidité des résultats ;

* la grande standardisation du test :
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-les réactifs sont préparés industriellement ;

-la lecture et interprétation sont automatisées

lls utilisent des micro-galeries constituées desiglurs cupules dans lesquelles sont placés
plusieurs ATB. L'automatisation de I'antibiogrammécessite la pureté de la souche et la
standardisation de I'inoculum ;

- seule la préparation de l'inoculum est manudlig@ée par un instrument de mesure :

A partir des cultures de 24h, on réalise les inmeéupartir de la solution physiologique
contenu dans le kit, et de quelques colonies dadterie suspecte. On mesure ainsi le D.O
pouvant aller de 0,25 a 0,5. Chaque tablette denphest constituée de deux partie I'une a
gauche sert a l'identification de la bactérie ltaud droite pour I'antibiogramme (voir photo
ci-dessous). Les inocula sont versés dans la taliteit en évitant la contamination et la
formation de bulles d’air, enfin on place les téiele dans automate sans oublier de marquer

le numéro et le type de prélevement.

Fig. 15 : préparation dadtulum et réalisation du phoenix

[1.3- Utilisation de logiciel d’identification apiweb
Ce logiciel nous permet d’identifier la bactéri@gg aux résultats des galeries Api. Il suffit
de faire entrer les résultats (+ ou -) de chagsiebiechimique (exemple ONPG+, ADH- ...)
pour qu’on ai l'identification exacte de la bacgeri

[1.4- Antibiogramme manuel ou standard

La technique des disques consiste a utiliser depids de papier imprégnés de

différents antibiotiques a tester. Les disques dépbsés a la surface d’'une gélose(MH)
uniformément ensemencé avec une suspension det&ibaa étudier.

On observe autour des disques une zone circutaderine de colonies : zone d’inhibition.

=l
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En pratique, on réalise a partir de l'isolementdee pure) un ensemencement en tapis soit
par écouvillonnage ou par inondation. On disposeiés les disques d’antibiotiques et on
place a I'incubateur. Au bout de 24 h, on lit |&&dents diametres d’inhibition et on peut

conclure en comparant ceux-ci aux abaques de ¢éedauta CASFM.

La culture bactérienne s’arréte lorsqu’elle renmone concentration égale a sa CMI. La
mesure du diamétre d’inhibition refléte donc lasualde la CMI de I'antibiotique.

Fig. : Antibiogrammee méthode des disques

1. RESULTATS

Notre étude s’est portée sur 37 prélevements ¢oéstde PDP et de fibroaspiration (FA)

issus des services de réanimation (Al, A4, Réa Mafant).
[1l.1- souches bactériennes isolées

Les souches bactériennes isolées ainsi que leartitép sont représentés dans le tableau ci-

dessous.

Bactéries Nombre Pourcentage
A.baumannii 25 49%
S.aureus 8 16%
P.aeruginosa 4 8%
H.influenzae 4 8%
Enterobacter cloacae 4 8%
E.coli 3 6%
K.pneumoniae 3 6%

E
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Total

51 100%

Tableau 19 : répartition des germes isolés

Pourcentage

50% A

45% -

40% -

35% A

30% A

25% A

20% -

15% -

10% -

5% -

0% T T T T T , q m Pourcentage

N .
(b(\o‘ & & Q,L«z?' @@"‘ & Q-\\'be’
N 4 >  © &
?:9% Q’b QY (‘}-Q’ Q(\e'
& +
2
X
(0(\

Histogramme n°19 : répartition des germes isolés

L’ A.baumanniprend la premiere place face a@aureus, P.aeruginosa, H.influenzdes

autres, elle a su gardé sa place au cours de gesldmieres années si I'on se réfere aux

études rétrospectives faites ci-dessus.

[11.2- Identification des bactéries

Les identifications par les différentes méthodesgdamatique ou standard) ont donné de bons

résultats et surtout le phaenix car il identifib#ctérie avec des probabilités d’identification

allant jusqu’a 99,99%. Nous avons aussi pris enpte les résultats des galeries API pour les

différentes bactéries isolées.

[ll. 3-Résultat des profils de sersilité des souches bactériennes isolées

Pour déterminer le profil de sensibilité aux ATB,mesure le diamétre d’inhibition puis on

se référe au tableau ci-dessous :

Antibiotiques Diamétres Diamétres
critiques critiques
(mm) S (mm) R
PENICILLINES
Pénicilline G >29 <18
Ampicilline >21 <16
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Amoxicilline >23 <16
Amoxicilline/ac. clavulanique >23 <16
Ticarcilline >24 <22
Pipéracilline >22 <18
CARBAPENEMES

Imipénéme >24 <17
MONOBACTAME

Aztréonam >23 <21
CEPHALOSPORINES (Voie

parentérale)

Céfotaxime >26 <23
Ceftriaxone >26 <23
Ceftazidime >21 <19
AMINOSIDES

Gentamicine :

_streptocoques ,entérocoques | > 17 <11
- autres bactéries > 18 <16
Tobramycine >18 <16
Amikacine >17 <15
TETRACYCLINES

Tétracycline >19 <17
Doxycycline >19 <17
MACROLIDES

Erythromycine >22 <17
LINCOSAMIDES

Lincomycine >21 <17
LINCOSAMIDES

Lincomycine >21 <17
GLYCOPEPTIDES

Teicoplanine >17 -
Vancomycine >17 -
POLYPEPTIDES

Colistine >15 <15
SULFAMIDES-

TRIMETHOPRIME >16 <10
Triméthoprime/sulfaméthoxazole | ~

FLUOROQUINOLONES

Ciprofloxacine >25 <22
Lévofloxacine >20 <17
Norfloxacine >25 <22
Ofloxacine >25 <22

Tableau 20 : diamétre critiques d’inhibition selonCSAFM 2009
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« Profil de sensibilité d’A.baumannii
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Histogramme n°20 : Profil de sensibilité dA.baumannii

< Profil de sensibilité de S.aureus
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Histogramme n°21 : Profil de sensibilité dS.aureus
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% Profil de sensibilité de P.aeruginosa
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Histogramme n°22 : Profil de sensilie de P.aeruginosa

« Profil de sensibilité d’H.influenzae
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Histogramme n°23 : Profil de sensibilité dH.influenzae
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< Profil de sensibilité d’Enterobacter cloacae
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Histogramme n°24 : Profil de sensibilitéd’Enterobacter cloacae

< Profil de sensibilité d'E.coli
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Histogramme n°25 : Profil de sensibilité d&.coli
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s Profil de sensibilité K.pneumoniae
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Histogramme n°26 : Profil de sensibilité d&k.pneumoniae

V. DISCUSSION

IV.1- La répartition des germes isolés

Au cours des années allant de 2004 @,20)0a observé la répartition suivante des
germes par ordre décroiss&aeruginosau A.baumannii en premiére place suivi de
S.aureugoujours en troisieme position au cours des quatrees d’études, vient alors

K.pneumoniaet E.coli ou Streptocoque pneumoniae

Ce n’est qu’en 2010 et 2011 dans notre éfquiten remarque l'arrivée H.influenzaest
Enterobacter cloacaen quatrieme position a la placeKi@neumoniaeMais I'ordre
A.baumannii, P.aeruginosa, S.aureast resté maintenu comme observé de 2004 a 2007 sa
gue dans notre cas d’'étullidaumannii occupe la premiére place sdwiS.aureuset
P.aeruginosda remarque a faire c’est la place importe qu’oedpaumannii environ 49%
dans les 37 prélevements recus ce qui équivadtbalmannii/prélevement. Ce résultat est a
redouté caA . baumannii est un germe tres résistant. Lors ded&tu profil de sensibilité on
remarque qu'il est sensible aux ATB suivants AK, SKT a presque 90% par rapport aux
autres ATB.

A.baumannii est un germe qui est présems danvironnement et commensal des
mugueuses de 'homme. Depuis quelques annéesrroe gst considéré comme un

pathogene opportuniste responsable d’un taux endissIN séveres. Plusieurs épidémies
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dues a cette bactérie ont été répertoriées, totphiacipalement les patients
immunodéprimés, sous une antibiothérapie et expogés séjours prolongés. [49]

De nombreuses études ont rapportées lamiédace de ces infections dans les services
de réanimation. La capacité de survie dans destammglrudimentaires, la résistance
naturelle et la grande diversité des plasmidesérent a la bactérie un potentiel d’acquisition
des résistances.

Une étude rétrospective a été réalisée degaB003 a décembre 2005 au laboratoire de
microbiologie du CHU Ibn Rochd a Casablanca. [49#Dtla période des études, 754
souches dA.baumanniont été répertoriées. Plus de la moitié des soumthiesté isolées dans
les services de réanimation (50,53%).

Les principaux facteurs de risque de l'infectioA.Baumannii, retrouvés au niveau de ces
services de réanimation sont:

*L’antibiothérapie : 98%

*La ventilation mécanique : 95%

*L’age avance : 72%

*Le séjour prolongé : 65%

*Les traumatismes multiples : 47%

Dans notre cas d’étude Bsaureusoccupe la deuxieme place avec 15,69% dans
'ensemble des germes isolés. A noter que seublii@us parmi 8 souches isolées est Méti R
(SARM). Le SARM I'un des principaux germes respdmsa d’IN épidémiques au niveau
international. Cette situation endémique est stiffoeéoccupante dans les unités de
réanimation ou la transmission interpatients estifée par de nombreux facteurs.

L’hospitalisation prolongée de certains de patients apres leur séjour en réanimation

fait jouer a ce service un role de plague tourndates la diffusion du SARM a I'hépitdb0].

P.aeruginosaccupant la troisieme place auédnfluenzaeet Enterobacter cloacaest
une bactérie nosocomiale qui cumule de nombrewamg&mes de résistance aux ATB. En
milieu hospitalier, les conditions de réanimati@s gatients, soumis a des gestes invasifs
multiples et dont les défenses immunitaires sdgtéds, favorisent le déclenchement
d’infections patentes a cette bactérie opportunikiat la mortalité est tres élevée. Cette
gravité est liée en grande partie a la résistangkedd B de cette espece, laissant au clinicien
un choix limité d’ATB efficaceg51]

-



Mémoire de fin d’études

Quand aux entérobactéries productrices ddddéanases, trois d’entre eux ont été isolées
a savoirEnterobacter cloacge&K.pneumoniaet E.coli mais ils occupent troisieme et
guatrieme place aprésinfluenzaeLes ESBSE sont parmi les principales bactéries
multirésistantes (BMR).

Sur le plan international, la maitrise ddiffusion des BMR constitue depuis une dizaine
d’années une priorité dans la politique de lutteti@les IN. En fait, il existe 2 grands
mécanismes participant a la dissémination des B52R:

- D’une part la sélection de germes résistants plasrbacteries de la propre flore du
patient sous la pression des ATB et la diffusios gienes de résistance entre les
bactéries par l'intermédiaire de terminants mokf¢asmides, transposons).

- Drautre part la diffusion des BMR a partir des pats infectés ou colonisés
(réservoir) et par I'intermédiaire des mains déf®@ntes personnes impliquées dans
les soins.

L’émergence d’H.influenzae dans les infections iraspires basses doit faire I'objet d’'une
étude afin de déterminer les facteurs d’apparitions

IV.2- sensibilité et résistance des germes isolés

» Profil de sensibilité et de résistance d’A.baumanni

Au cours des études rétrospectives réalisées de®2@007, on remarque une sensibilité tres
importante du germe a I’Amikacine, a la Colistinéda Tobramycine a environ 75% et a
50% pour la Ceftazidime quant aux Gentamycine, é&mgme et a I'association (SXT)
Sulfaméthoxazole+triméthoprime, est sensible q6%2

La sensibilité a la Colistine ne cesse d'augmgntayu’a 90% en 2010, suivent alors
I’Amikacine et I'lmipénéme a 50% et la SXT.

Dans notre étude, les résultats obtenusmtegiue confirmer les études rétrospectives et
aussi les études bibliographiques. L’A.baumanniet@ de plus en plus sensible a la
Colistine & 90% ou plus, sa sensibilité a 'Amikecket a la SXT est restée toujours maintenu
a environ 50%. Mais on note que sa sensibili@ @dntamycine et & la Tobramycine
diminue au fil des années, la sensibilité¢ d’A.baamii pour I'lmipénéme a completement
disparue.

Pour les bétalactamines le principal mécaaide résistance est la production a un
niveau élevé de la céphalosporinase naturelleAddralumannii. Ceci explique que certaines

souches soient alors résistantes aux C3G.

-



Mémoire de fin d’études

Les bétalactamases a spectre large enttaingghénomeéne de résistance in vivo en fait
assez similaire a celui observé depuis plus den8@hez les entérobactéries. Il s’agit d’'une
résistance a toutes les bétalactamines sauf abamamemes.

Certaines souches d’A.baumannii peuvent étre égaierasistantes aux carbapénemes. Ce
niveau de résistance est assez variable. Cepemiiagieurs études montrent une nette
tendance a 'augmentation de la résistance awapéartemes dans cette espéce bactérienne
résultant de plusieurs mécanismes additionnels.

La résistance aux fluoroquinolones qui est freqeieiains cette bactérie et de prévalence
croissante est le fait souvent d’'une associatioméeanismes de résistances comme ceci est
souvent le cas chez les BGN.

» Profil de sensibilité et de résistance de S.aureus

De 2004 a 2007 S.aureus présente un profil delsbigsassez important pour les quinolones,
Amoxicilline+Ac.clavulanique (AMC), Pénicilline Gt &entamycine GN) et aussi a I'acide
fusidique (FA) et a la SXT. Par contre en 201Gdasibilité a I’Amikacine (AK), a la
Ceftriaxone (CRO), Gentamycine, Vancomycine (VAgjcbplanine (TEC), Céfotaxime
(CTX), SXT et la Tétracycline (TE) reste importaataoter puisque plusieurs ATB non
recensés de 2004 a 2007 font leur apparition daserisibilité de S.aureus. En 2011, la
remarque reste la méme, S.aureus est toujourdbtEnaux ATB cité ci-dessus mais cette
fois ci la sensibilité a TAMC est plus importansyrvient alors une sensibilité a I'Oxacilline
(OXA). On en déduit alors que S.aureus est un g@totét sensibles aux glycopeptides et a
certains bétalactamines (AMC, OXA, CTX, CRO) et ansides. Mais lorsque S.aureus
devient Méti-R on peut observer le phénomene imyerpeut devenir résistant aux ATB
cités ci-dessus. La résistance a la méticillinduitda présence d’'une cible des bétalactamines
nouvelle et insensible a ces ATB : la protéineidgisdn aux pénicillines PLP2a, codée par le
géene mec A.

Bien qu’il existe une résistance croisgeeles bétalactamines, certaines d’entre elles
conservent une certaine affinité pour la PLP2ajweexplique que les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) de certains ATB detediamille soient plus basses que celles de
I'oxacilline, I'association amoxicilline-acide clalanique ou I'imipéneme.

Au total, on continue a considérer que la résigahe a I'acquisition de PLP2a reste une
résistance croisée entre les bétalactamines.tlsfgnaler que la sécrétion de pénicillinases
est présente chez 70 a 90% des S.aureus. Lorstaimtatoire de bactériologie signale une
résistance a la pénicilline (sans résistance &licitline), celle-ci implique aussi une

résistance a I'ampicilline, I'amoxicilline, la ticalline et a la pipéracilline. En revanche, les

-
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pénicillines associées a un inhibiteur de péninahlie (acide clavulanique, sulbactam ou
tazobactam) ou les bétalactamines insensibles énikiffinases (céphalosporines,
imipéneme) restent actives. Fait important en guatj les C3G (céfotaxime, ceftriaxone) sont
10 fois moins actives que la méticilline sur legpstocoque, ce qui rend leur utilisation
illogique en dehors des cas d’infections mixted.[53

» Profil de sensibilité et de résistance de P.aeosgin

Durant toutes les études réalisées ces derniaaesuginosa reste toujours sensible a
'Imipéneme. En 2010 et 2011 le sensibilité a I'Aaine, a I'lmipénéeme et a la Colistine
reste frappante. Ensuite survienne la sensibiliiecuinolones, Tobramycine, C3G, de 2004 a
2007. De nouvelles sensibilités sont remarquéesdag Piperacilline/tazobactam (TZP),
Gentamycine (GN), Ceftazidime (CAZ) et la Ciprofimine (CIP).

P.aeruginosa est une bactérie nosocomialeuquule de nombreux mécanismes de
résistance aux ATB. En milieu hospitalier, les dbads de réanimation des patients, soumis
a des gestes invasifs multiples et dont les déseinsenunitaires sont altérées, favorisent le
déclenchement d’infections patentes a cette baadgportuniste, dont la mortalité est tres
élevée. Cette gravité est liée en grande partigr@sistance aux ATB de cette espéce, laissant
au clinicien un choix limité d’ATB efficaces. [51]

Ce germe est naturellement résistant a deoreux ATB par trois mécanismes
principaux : la faible perméabilité pariétale, #etivation enzymatique et les systemes de
pompes a efflux actif.

Les différentes résistances notées ici selie & la Ticarcilline+tazobactam (TIM), a la
Ticarcilline (TIC), SXT et parfois a la CIP.

» Profil de sensibilité et de résistance d’H.influaez

Puisqu’il apparait dans les premiers rangs desdBR® partir de 2010, H.influenzae montre

une sensibilité trés importante a la Pénicillind’ &nikacine, TAMC, 'AMP, 'AML et

faible par rapport a la Norfloxacine, Levofloxaci@efalotine, SXT, et aux C3G.

Il est trés résistant a I'Erythromycine (E) a 106&ms notre étude, et faiblement résistant a la

SXT, lincomycine, vancomycine et a I'acide fusidiqu

» Profil de sensibilité et de résistance des Entétéi@s (E.coli, K.pneumoniae et
Ent.cloacae)

Les entérobactéries sont en général sensiblesaaneey Bétalactamines, quinolones mais la

sensibilité au Colistine (CT), Levofloxacine et@XT sont faibles.

-
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Ceci se confirme avec les souches d’E.coli testégslernieres années, elles sont sensibles a
'IMP a 95%, I'AK a 90% et a la CT a 60% envirdaipneumoniae est aussi sensible au

AK, GN, IMP, ERT, C3G, et aux quinolones (CIP, NGRYaiblement sensible a la

Colistine. Quand a I'Enterobacter cloacae présiemeéme profil que K.pneumoniae.

La résistance aux Pénicilline A a savoir AMP, AMLAMC, au Céfalotine pour Enterobacter
cloacae. Mais lorsque ces entérobactéries devien@égistances aux Bétalactamines, on les
appelle entérobactéries BLSE.

Les EBLSE sont parmi les principales baegmultirésistantes (BMR). Les
bétalactamases ont une structure proche des enaympkguées dans la synthese du
peptidoglycane de la bactérie. Le mode d’actionkdgalactamines sur une bactérie sensible
consiste a entrainer une erreur des peptidasesisdani a un défaut de synthese du
peptidoglycane, ce qui provoque la mort bactérieRoar éviter que les peptidases ne se «
trompent », la bactérie synthétise une bétalactamaisva hydrolyser le cycle bétalactame.
Son ouverture va empécher sa reconnaissance paptidase et donc la synthése du
peptidoglycane est possible : la multiplicationtbaenne n’est alors pas affectée.

De tres nombreuses bétalactamases ont été idestdans presque toutes les souches
bactériennes et certaines de ces enzymes mongggagacités d’adaptation remarquables a

de nombreux substrats. [54]

V. CONCLUSION

Les infections respiratoires nosocomiales coreitwn probléeme majeur de la santé
publique, surtout au niveau des services de rédimmeu que ces services hébergent des
malades « fragiles » : 4gés, immunodéprimés, prasedes défaillances viscérales...
Cette étude nous a permis de recenser les gerspmeables des infections respiratoires
nosocomiales au sein des services de réanimaiod’ah étudier les profils de sensibilité
aux différents ATB utilisés dans ces services. Ermx études rétrospectives réalisées on
observe leur évolution dans les infections, cecirg étre le point de départ pour de
nouvelles perspectives de recherches génétiqudsssomrecanismes d’adaptation de ces
bactéries. De nouvelles perspectives peuvent éfesc savoir la mise en ceuvre de

nouvelles techniques de diagnostique ou d’idetifon rapide comme les nouvelles

N
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techniques de biotechnologie microbiennes : idieatibn rapide grace aux méthodes de la
PCR.

Des enquétes de prévalence doivent étre memédgré certaines limites, elles ont
'avantage de produire des données épidémiologigupsrmettent de mesurer le risque
infectieux nosocomial que ce soit au niveau d'@abktsement ou a une plus grande échelle.
La répétition de ces enquétes de prévalence aallierégulier, permet de mesurer les
tendances séculaires et d’évaluer ainsi I'impaaibail d’'une politique de prévention, a

condition de prendre en compte les indicateurssdgie des patients.
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