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Résumeé

Le sepsis sur matériel étranger rentre parmi les infections nosocomiales les plus graves et
plus difficiles a traiter. Ceci est due a la résistance bactérienne, la mauvaise pénétration des
antibiotiques et aussi a I’incompétence immunitaire locale induite par la présence de matériel

étranger.

Cette présente étude consiste a réaliser une étude rétrospective durant I’année 2021. Le but
est d’étudier I’épidémiologie et le profil bactériologique de sepsis sur materiel au laboratoire

de bactériologie au sein du CHU Hassan 11 de Fes.

Nous avons noté que ce genre d’infection nosocomial est plus fréquent chez les patients de

sexe masculin.

Les résultats montrent que les microorganismes les plus isolés sont Staphylococcus aureus
(27.19%), suivi par Klebsiella pneumoniae 18.45%, E. Coli 15.53%, 11.65% pour
Acinétobacter. Enterobacter cloacae 10.68%, 9.71% pour Pseudomonas, Proteus 2.91%,

Streptococcus group B 1.94% et Enterococcus faecalis 1.94%.

Concernent la résistance les Staphylococcus aureus sont faiblement résistants aux
méticillines. Les entérobactéries présentent une forte résistance aux bétalactamines et une
faible résistance aux carbapénemes et céphalosporinases. Une sensibilité de Pseudomonas a
I’imipéneme, céftazidime et 1’aztreonam. Les isolats d’Acinétobacter manifestent une

résistance importante a ’'imipéneme et a ’amikacine.

A T’égard des bactéries multi résistantes notre étude a révélé la prédominance des
entérobactéries productrice de BLSE (4.95%) suivies par les SARM (3.57%) et les EPC
(3.03%).

Mots clés: infection nosocomial, Sepsis sur matériel, Traumatologie, Résistance

bactérienne.



Abstract

Foreign material sepsis is one of the most serious and difficult to treat nosocomial
infections. This is due to bacterial resistance, poor penetration of antibiotics and also to local

immune incompetence induced by the presence of foreign material.

The present study consists of a retrospective study during the year 2021. The aim is to
study the epidemiology and bacteriological profile of sepsis on material in the bacteriology
laboratory of the Hassan Il University Hospital of Fez.

We noted that this type of nosocomial infection is more frequent in male patients.

The results show that the most isolated microorganisms are Staphylococcus aureus
(27.19%), followed by Klebsiella pneumoniae 18.45%, E. Coli (15.53%), (11.65%) for
Acinetobacter. Enterobacter cloacae (10.68%), (9.71%) for Pseudomonas, Proteus (2.91%),

Streptococcus group B (1.94%) and Enterococcus faecalis (1.94%).

Concerning resistance, Staphylococcus aureus are weakly resistant to meticillins.
Enterobacteriaceae have a high resistance to betalactam and a low resistance to carbapenems
and cephalosporinases. Pseudomonas sensitivity to imipenem, ceftazidime and aztreonam.

Acinetobacter isolates show significant resistance to imipenem and amikacin.

Regarding multi-resistant bacteria our study revealed the predominance of BLSE producing
Enterobacteriaceae (4.95%) followed by MRSA (3.57%) and EPC (3.03%).

Key words: Nosocomial infection, Sepsis on materiel, Traumatology, Bacterial resistance.



Avant-propos

Notre stage rentre dans la validation du dipldme de licence Sciences Biologiques appliquées
et santé pour I’année 2022. Ce stage a eu lieu au laboratoire de bactériologie au Centre
Hospitalier Universitaire Hassan Il de Fes, sous la responsabilité du Pr. KOUARA Sara et

sous la direction du Pr. BAHAFID Wifak a la Faculté des Sciences et Techniques Fés.

Période de stage Du 25 Avril au 25 Juillet 2022.
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BGN : bacilles & Gram négatif.
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BLSE : Entérobactéries productrices de béta lactamase a spectre élargi.
C1G : Céphalosporines de 1 génération.

C2G : Céphalosporines de 2°™ génération.

C3G : Céphalosporines de 3™ génération.

CGP : Cocci Gram positif.
CHU : centre hospitalier universitaire.

CMB : Concentration minimale bactéricide.
CMI : Concentration minimale inhibitrice.

COS : gélose Columbia au sang.
E. Coli : Escherichia coli.
EMB : gélose a I’€osine et au bleu de méthyléne.

EPC : Entérobactéries productrices de carbapénemase.

MH : gélose Mueller-Hinton.
SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline.

SCN : Staphylococcus coagulase négatif.
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Introduction



L’utilisation de matériel étranger tel que matériels d’ostéosynthése (vis, clou, plaque, etc.)
fixateur externe/interne, prothése et d’autre matériels en chirurgie traumatologique est
devenue indispensable. L’infection de ce matériel rentre parmi les infections nosocomiales les
plus effrayantes et les plus graves, qui débutent aprés 48H jusqu’a 1 an apres I’implantation

de ces derniers.

Ces infections représentent un enjeu majeur de santé publique. Leur fréquence et leur
difficulté thérapeutique est due aux plusieurs facteurs de risque, principalement la résistance
bactérienne. Celle-ci est développée pour échapper aux défenses de 1’hote ainsi qu’aux
antibiotiques a I’aide de mécanismes de protection comme la régulation phénotypique de

métabolisme ou bien la formation de biofilm.

La présence d’un matériel étranger favorise le développement de la persistance bactérienne.
Ceci revient a la structure du tissu osseux et articulaire qui est faite essentiellement de
calcium et 1’hydroxyapatite avec peu ou pas de cellules. Ces différents critéres affaiblie la
défense immunitaire, modifie le métabolisme bactérien et augmente la résistance bactérienne

aux antibiotiques.

Ces complications ont conduit a des efforts mondiaux pour mieux comprendre cette
physiopathologie. Et donc, pour bien évaluer la gravité de sepsis sur matériel, il faut bien

comprendre son spectre.

C’est dans ce cadre que s’inscrit notre travail qui consiste a etudier le sepsis sur le matériel
utilisé en chirurgie traumatologique au Centre Hospitalier Universitaire Hassan Il de Feés.
Pour ceci nous avons procédé a étudier le profil épidémiologique, le profil bactériologique et

le profil de résistance des souches bactériennes impliquées dans ce type d’infection.
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l. Définition

Le sepsis sur matériel est la conséquence d’une infection nosocomiale grave qui débute
généralement sur materiel étranger comme matériel d’ostéosynthése, prothese, substitutifs

osseux et allogreffes.

Il se manifeste par les signes cliniques suivants : fistule, douleur d’intensité anormale,
désunion ou nécrose cicatricielle dans le mois suivant la mise en place du matériel,
descellement. En faveur d’un sepsis sur matériel, il y a une augmentation de signes

biologiques tels que protéine C-réactive, le volume de sédimentation et une hyperleucocytose

[1].
. Diagnostic

Pour diagnostiquer un sepsis sur matériel il faut se baser sur plusieurs critéres tels que :

+ Critéres cliniques qui se manifestent par des douleurs d’intensités anormales,
écoulement de pus, désunion ou nécrose cicatricielle et descellement [1].

+ Criteres radiologiques qui se basent sur la réalisation d’une radiographie, IRM,
scintigraphie ou bien un scanner [1].

+ Criteres biologiques qui se manifestent par une augmentation de la protéine C
réactive, augmentation de la vitesse de sedimentation et une hyperleucocytose [1].

+ Critéres microbiologique les trois premiers critéres seuls manguent de spécificité.
Cependant I’examen microbiologique est capable d’identifier les germes infectieux et
préciser la sensibilité et la résistance des germes pathogenes responsables des
infections pour mettre en place le bon traitement [1].

1. Prélevement.

Dans cette étude, le prélévement concerné est le pus. Il est prélevé par des spécialistes et
transporté dans un récipient stérile ou bien par écouvillon. Pour le faire, il faut respecter

certaines réegles [2].

+ Dans le cas d’un prélévement préopératoire, il est vivement recommandé de ne pas
réaliser d’écouvillonnage sur une cicatrice méme désunie, de ne pas réaliser des
prélevements en cas de fistule par son orifice, d’effectuer une ponction en cas d’abceés
en contact du matériel si pas de liquide biopsie tissulaire [2].

+ Dans le cas d’un prélévement per-opératoire, il est fortement recommandé de les

effectuer au début d’intervention et pour éviter les prelevements faussement positifs, il



est recommandé de respecter une asepsie chirurgicale lors de la réalisation du
prélevement [2].

+ Dans le cas d’un prélévement post-opératoire, il est recommandé de mettre les liquides
de drainage en culture pour s’assurer de leur négativité en cas de chirurgie septique
[2].

2. Examen microscopique.

Un frottis a 1’état frais a ét¢ étalé sur une lame et soumis a la coloration de Gram pour
mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne et différencier les bactéries en 2

groupes : bactéries Gram + et bactéries Gram -.
+ Coloration de Gram

Apres ’étalement d’un frottis sur une lame et fixation par chaleur, le premier colorant
utilisé est le violet de gentiane qui colore I’intérieur des bactéries, cette coloration est
fixée a 1’aide de Lugol. Celles-ci sont ensuite décolorées a 1’alcool-acétone. En raison de
leur paroi de structure plus épaisse et de composition chimique particuliére, les bactéries
Gram+ gardent la coloration violette. Les bactéries Gram-, avec une paroi plus fine et plus
perméable a la décoloration, perdent la couleur violette. De maniére a visualiser les
bactéries Gram-, on recolore avec de la fuschine (rose). Les bactéries Gram+ resteront

violettes alors que les Gram- seront maintenant teintées en rose.

Observation La lecture de Gram se fait au microscope a 1’aide de 1’objectif x100 et

I’huile a immersion.

L’intérét de faire un examen microscopique est de visualiser le germe infectieux pour
pouvoir initier une antibiothérapie probabilisée qui pourra étre ciblée sur le type de
bactérie observee (Figure 1).



Figure 1 : Observation des bactéries Gram+ et bactéries Gram — au microscope.

3. Culture microbienne.
Il existe différents milieux pour la mise en culture :

+ COS : gélose Columbia au sang, milieu qui permet la culture et ’isolement des
germes exigeants.

+ EMB : gélose a ’éosine et au bleu de méthyléne, milieu sélectif servant a I’isolement
et a la différenciation des BGN.

+ Chapman : gélose au sel de mannitol, milieu sélectif servant a I’isolement, le

dénombrement et la différenciation des Staphylococcus.

Sur ces trois milieux, ’ensemencement est fait par la technique des quadrants. Cette

technique permet d’obtenir des colonies isolées et des cultures pures d’espece bactérienne.

+ BHI : Brain Heart Infusion avec supplément de Fildes, milieu nutritif tamponné

d’enrichissement pour augmenter la probabilité d’isoler le germe pathogene.

Aprés ensemencement, les cultures sont mises a 1’étuve pour I’incubation a 37°C

pendant environ 24H.

La culture bactérienne est essentielle pour identifier les différents germes afin d’initier

un antibiogramme qui permet de catégoriser la souche vis-a-vis aux antibiotiques testés.



4.

Identification biochimique des microorganismes isolées.

L’identification des microorganismes isolés se fait selon les méthodes bactériologiques

classique : coloration de Gram a partir de la souche cultivée, 1’étude morphologique des

germes cultivés et la réalisation des tests rapides d’orientation tels que :

*

Dnase qui a pour role la différenciation entre les Staphylococcus aureus et les
Staphylococcus blancs, le test est réalisé en boite de pétri contenant un milieu de
culture riche en ADN.

Coagulase pour la différenciation des souches de Staphylococcus aureus des autres
especes a coagulase négatives SCN, Staphylococcus blanc par exemple. Elle est
effectuée en mélangeant dans un tube & hémolyse stérile les bactéries dans 0.5 ml de
plasma et les placer dans I’étuve.

Bile-Esculine est un milieu servant a la différenciation des espéces d’entérocoques et
du groupe Streptococcus bovis des Streptocoques. Ce test est réalisé par
ensemencement de milieu avec 2 ou 3 colonies et I’incubé dans 1’étuve.

Catalase est une enzyme qui permet la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau
et dioxygene, elle est effectuée pour connaitre le type respiratoire de la bactérie. Il
permet la différenciation entre les Staphylocoques et les Streptocoques.

Urée Indole est un milieu qui permet la mise en évidence de I’uréase, de la
tryptophane désaminase et de la production d’indole. Il contribue a mise en évidence

des caractéres d’identification des entérobactéries.

Ces tests sont suivis par I’identification par la galerie APl ou bien une identification

automatisée a 1’aide du Phoenix TM 100 (Figure 2).



Figure 2 : BD Phoenix identifications et antibiogrammes automatisés.

Le « Phoenix™ Automated Microbiology System »  est congu pour une identification
rapide (ID) et d’un antibiogramme cliniquement significatif des bactéries pathogenes de
I’homme. Le systéme comprend un instrument, des logiciels, des panneaux jetables,
bouillons pour ID et antibiogramme, et un indicateur d’antibiogramme. L’instrument a la
capacité de contenir 100 panneaux de tests. Les panneaux jetables de tests contiennent
136 puits de micro dilutions. Les panneaux sont en lecture dans un intervalle de 20
minutes. Les concentrations minimales inhibitrices, et les interprétations des catégories
sont générées. Les résultats définitifs sont disponibles en 2 a 12 heures pour I'ID et 4 a 16

heures pour I’antibiogramme.

Un antibiogramme est fait pour les bactéries isolées et identifiées sur gélose MH.
L’ensemencement doit se faire aprés la préparation de I’inoculum. Il est réalisé par
écouvillonnage ou par inondation de telle fagon a avoir aprés incubation des colonies
distinctes mais jointives. Des disques de papier filtre imprégnés d'agents antimicrobiens
sont placés sur la gélose. Aprés une nuit d'incubation, le diamétre de la zone d'inhibition
est mesuré autour de chaque disque. En se référant aux tableaux de la norme CLSI ou
EUCAST, on obtient un rapport qualitatif de sensible, intermédiaire ou résistant.

L’antibiogramme est basé sur I’isolement et I’identification de la bactérie en cause selon

la répartition dans le tableau (tableau 1).



Tableau 1 : Antibiotiques testés pour les bacteries isolées.

Bactérie

Liste d’antibiotiques

BGN

Entérobactéries : E. Coli,

Enterobacter cloacae.

Klebsiella,

Ampicilline, Amoxicilline, Céftaxime,
Ceftazidime, Ceftriaxone, Imipéneme,
Imipénéme, Acide nalidixique,
Colistine, Bactrim,  Ertapenéme,

Lévofloxacine.

Proteus, Ampicilline, Amoxicilline, Céftaxime,
Ceftazidime, Ceftriaxone, Imipéneme,
Imipénéme, Acide nalidixique,
Colistine, Bactrim,  Ertapenéme,
Lévofloxacine, Aztréonam,
Céftazidime, Ticarcilline,
Pipéracilline,.

Staphylocoques Ampicilline, Amoxicilline, Céftaxime,

Ceftazidime, Ceftriaxone, Imipéneme,
Imipénéme, Acide nalidixique,
Colistine, Bactrim, Ertapenéme,
Lévofloxacine, Spiramycine,
Spiramycine, Céfoxitine, Teicoplanine,
Acide Fusidique, Vancomycine,
Erytromycine, Pénicilline G.

Acinétobacter

Ampicilline, Amoxicilline, Céftaxime,
Ceftazidime, Ceftriaxone, Imipéneme,
Imipéneme, Acide nalidixique,
Colistine, Bactrim, Ertapenéme,
L évofloxacine, Aztréonam,

Céftazidime, Ticarcilline, Pipéracilline,

Pseudomonas

Acide nalidixique, Colistine, Bactrim,




Ertapenéme, Lévofloxacine,
Aztréonam, Céftazidime, Ticarcilline,

Pipéracilline, .

Streptocoque & Entérocoque Pénicilline, ampicilline, céftazidime,
céftriaxne, vancomycine, teicoplanine,
erythromycine, spiramycine,
lévofloxacine, bactrim, lincomycine,

norfloxacine.

6. Détection des bactéries multi résistantes
Dans cette étude, la recherche des bactéries multi résistantes a concerné :

= Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) : est un Staphylococcus
doré qui a développé une résistance aux antibiotiques de type méticilline. Son
dépistage se fait par la réalisation d’un antibiogramme qui contient un disque de
céfoxitine (FOX).

+ Les entérobactéries productrices de BLSE : entérobactéries productrices de béta
lactamase a spectre élargi, principalement E. Coli et Klebsiella. Le dépistage se fait
grace au test synergie sur milieu MH contenant 1’amoxicilline en milieu entouré¢ a
30mm de 3 disques de C3G : Les (CAZ), céfotaxime (CTX) et céftriaxone (CRO). La
présence d’une BLSE s’exprime par 1’apparition d’une synergie en bouchon de

champagne (Figure 3).

Figure 3 : Antibiogramme d’entérobactérie productrices de BLSE.




+ Les entérobactéries productrices de carbapénémase (EPC) : c’est quand les
entérobactéries possédent une résistance a I'imipénéme et il est détecté par un test
rapide CARBA. C’est un test immunochromatographique multiplex permettant de
détecter et de différencier les carbapénémases majeures (KPC : Klebsiella pneumoniae
carbapenemase, Oxa-48 like : oxacillinases, VIM, IMP : imipénémase, NDM : New
Delhi métallo-lactamase). Les especes les plus fréguemment concernées sont
Klebsiella pneumonie, E. coli et Enterobacter cloacae (Figure 4).

CARBA

Figure 4 : NG test CARBA-5.
I11.  Différents microorganismes impliqués dans le sepsis sur matériel

Les données microbiologiques des études faites sur le sepsis sur matériel ont montré que les
staphylocoques sont les germes le plus souvent isolées avec une fréquence élevée et les

infections sont 90% mono-microbiennes [1].

Parmi les autres bactéries isolées, chez la famille des bacilles Gram- on trouve
Pseudomonas aeroginosa et les entérobactéries tel que E. Coli, Enterobacter cloacae, Proteus
mirabilis. Pour les Cocci Gram + on a les Streptocoques béta hémolytiques et Streptocoques
non hémolytiques. A coté des entérocoques on a Enterococcus faecalis. Et pour les

anaérobies on trouve Propionibacterium acnes [1].

Il faut savoir qu’en présence de matériel, n’importe quelles bactéries peuvent étre isolées, y

compris Brucelle, Pasteurelle, Listeria, Haemophilus, Compyloacter [1].

Certaines bactéries ne s’identifient que par des techniques de biologie moléculaire, par
exemple : Mycoplasma et Trophyrema whippleii. Sans oublier la possibilité d’une infection

fongique [1].
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IV.  Antibiothérapie

L’antibiothérapie est 1’utilisation d’un ou plusieurs médicaments anti-infectieux dont le but
d’empécher la multiplication ou bien 1’autodestruction bactérienne en agissant sur une ou
plusieurs fonctions physiologiques précises indispensables a la vie de la bactérie tel que la
synthése de la paroi, synthése de la membrane cytoplasmiques, la réplication et la

transcription de I’ADN, ou encore la respiration cellulaire [3] (figure 5).

1- lnhibiu’qn de !a_synthcsc 2- Inhibition de la synthese
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique

3- Inhibition de |a

synthese proteique
4- Inhibition de |a
synthése de |I"ADN

Figure 5 : Modes de fonctionnement des antibiotiques
On différe deux types d’antibiotiques :

+ Les antibiotiques bactéricides, il est indiqué par la CMB qui convienne a la plus
faible concentration d’ATB capable d’entrainer la mort d’au moins 99,99% des
bactéries d’un inoculum [3].

+ Les antibiotiques bactériostatiques il est indiqué par la CMI qui convienne a la plus
faible concentration en ATB capable d’inhiber toute culture visible apres 18H

d’incubation [3].

Si les CMI et CMB sont proches cela signifie que I’ATB tue quasiment tout de suite les

bactéries = bactéricide [4].

Si les CMI et CMB sont un peu éloignées, au début I’ATB empéche simplement les

bactéries de croitre et c’est seulement en augmentant la dose d’ATB que les bactéries meurent

[4].

Si les CMI et CMB sont carrément trés €loignées, cela signifie que L’ATB stoppe la
croissance des bactéries mais que celles-ci le supportent bien puisqu’en augmentant la dose,

elles survivent encore. Elles sont donc tolérantes [4].
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V. La résistance bactérienne aux antibiotiques

En ce qui concerne la résistance bactérienne aux antibiotiques, une souche bactérienne est
dite résistante s’elle supporte une concentration d’antibiotique plus élevée que celle qui inhibe

le développement de la majorité des autres souches de la méme espece [3].

Une résistance intrinseque se définit comme une caractéristique fonctionnelle ou structurelle
conférant une certaine tolérance, voir une insensibilité totale, a tous les membres d’un groupe
de bactéries une espéce, un genre ou parfois un groupe plus grand, vis-a-vis d’une molécule
particuliere ou vis-a-vis d’une classe d’antimicrobiens. L’absence ou la réduction de
sensibilité a un antibiotique peut étre due a : un manque d’affinité du composé pour la cible
bactérienne (par exemple, la faible affinité de I’acide nalidixique pour la gyrase des
entérocoques), une inaccessibilité de la molécule a la cellule bactérienne (imperméabilité de la
membrane externe des bactéries Gram négatives aux glycopeptides comme la vancomycine),
une expulsion de I’antibiotique par des pompes a efflux chromosomiques (résistance aux
tétracyclines, au chloramphénicol et aux quinolones chez Pseudomonas aeruginosa, ou encore
une inactivation enzymatique innée de I’antibiotique (la production d’une béta-lactamase

AmpC chez certains membres de la famille Enterobacteriaceae) [5].

Contrairement a la résistance intrinséque, la résistance acquise se définit comme une
caractéristique propre a quelques souches bactériennes d’un genre ou d’une espéce
particuliére, provoquant 1I’émergence et la diffusion de résistances au sein de populations de
germes normalement sensibles. On décrit deux phénoménes majeurs a la base de ’acquisition
de résistances par modifications du génome bactérien, a savoir, les mutations responsables des
résistances endogenes, et I’acquisition horizontale de matériel génétique étranger responsable
des résistances exogenes. En outre, certaines résistances résultent de 1’association d’une
mutation et d’un transfert horizontal de géne, comme par exemple les événements conduisant
a I’élargissement du spectre des béta-lactamases ou qui leur conférent une résistance aux

inhibiteurs de béta-lactamases [5].
VI. Notions sur le biofilm
1. Définition

Le biofilm se définit comme une population bactérienne adhérée a une surface inerte ou
vivante, et enrobée d’une matrice d’exopolysaccharide. Il protége les bactéries et leur permet
de survivre dans des conditions environnementales hostiles [6]. lls sont reconnus comme

particulierement dangereux lorsqu’ils colonisent du matériel médical implanté.
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2. Etape de la formation du biofilm

La premiére étape deformation du biofilm est I’étape d’attachement aux polymeéres de surface
ou a la matrice extracellulairede I’hote. Cette étape fait intervenir plusieurs f acteurs de la
surface (hydrophobicité) mais égalementde la bactérie (autolysines, acides teichoiques,
MSCRAMMSs). L’agrégation des bactéries conduit a lamaturation du biofilm. Cette
maturation, médiée par des forces adhésives (PIA, ADNe et autresprotéines) et des forces
disruptives (PSM, Prot éases, Nucléases) permet la formation de canauxapportant les
nutriments aux cellules des couches inférieures. Lorsque le biofilm mature est formé, desamas
bactériens se détachent pour former des foyers infectieux secondaires [8]
(Figure 6).
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Figure 6 : Etapes de la formation et de la dispersion du biofilm
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l. Critéres d’étude.
1. Type d’étude

C’est un travail rétrospectif a visé statistique descriptive et analytique. Ce travail est réalisé
sur une durée d’un an, du 01 janvier au 31 décembre 2021, au sein de laboratoire de
bactériologie de CHU Hassan Il. 1l s’intéresse aux patients pris en charge par le service de

traumatologie et ayant bénéficiés d’un prélevement de pus.

Nous avons collecté un total de 95 prélevements de pus prélevés aupres des patients
hospitalisés au service de traumatologie au CHU Hassan Il et suspectés d’étre atteints de

sepsis sur matériels.
2. Modalité de recueil des données

La collecte des données a été effectué par analyse du registre de prélévements de pus de
laboratoire de bactériologie de CHU Hassan Il. Le registre comporte les informations sur les
patients tels que la date de prélévement, le service, I’'IP du patient, le nom et le prénom du

patient, le sexe, 1’age, les germes isolés et leurs profils de résistance.
3. Critéres d’inclusion et d’exclusion de I’étude

L’¢tude a inclue les patient pris en charge par le service de traumatologie qui ont un
diagnostic d’infection osseuse avec présence de matériel étranger. Tous les &ges sont inclus et

le prélevement intéressé par ce travail est le pus.

Au moment ou les autres patients pris en charge par le service de traumatologie ont une
infection osseuse avec absence de matériel étranger, les patients qui ont bénéficiés des
prélevements d’hémoculture, I’examen cytobactériologique des urines, les prélevements

distales protégés et KT sont exclus.
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Reéesultats
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. Répartition de la population étudiée

1. Répartition selon I’Age
L’age moyen des patients est de 43,5 ans avec comme ages extrémes 14 et 88 ans.

La répartition des patients par groupes d’ages est représentée par la figure si dessous. Un pic
de fréquence est noté de 20 a 30 ans chez les hommes et de 50 a 60 ans chez les femmes
(Figure 7).

de 803 90 [
de 70 4 80 I
de 60 4 70 I
de 50 a 60 I
de 40350 ]
de 302340 | ]
de 20430 | |
de 104 20 [ ]

B homme Hfemme

Figure 7 : Répartition des patients selon I’4ge.

2. Reépartition selon le sexe

L’étude a montré une prédominance masculine avec 73 patients soit 76.84%, alors que

seulement 22 patientes soit 23.15% a été représenté chez les femelles (Figure 8).

= male = female

Figure 8 : Répartition des patients selon le sexe.
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. Identification macroscopique des microorganismes isolés

La culture des différents échantillons (95 cas) nous a permis d’isoler un nombre total de 103
isolats. L’identification macroscopique des colonies nous a permi de révéler que la culture est
mono-microbienne dans 75 cas (80%), bi-microbienne dans 12 cas (12.63%) et

polymicrobiennes dans 7 cas (7.36%) (Figure 9).
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40
30
20

10

Monomicrobienne Bimicrobienne Polymicrobienne

Figure 9 : Répartition des cas selon I’aspect macroscopique des colonies.

I11.  Profil bactériologique

Une étude microscopique et une identification biochimique des différents isolats ont été
effectué. Les résultats sont présentés dans la (figure 10).

30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%
5,00%
0,00% . . .
Cocci Gram + Enterobactéries BGN non fermentants
B Staphylococcus aureus B Streptococcus B M Entérococcus faecalis
B E Coli B Klebsiella Enterobacter cloacae
H Proteus B Pseudomonas B Acinétobacter

Figure 10 : les différents germes isolés.
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D’aprés les résultats obtenus nous remarquons que :

+ 32 bactéries sont des CGP (31.07%) dont 28 Staphylococcus aureus (27.19%), 2
Streptococcus group B (1.94%) et 2 Enterococcus faecalis (1.94%).

+ 49 sont des BGN entérobactéries (47.57%) dont 3 Proteus (2.91%), 11
Entérobactéries cloacae (10.67 %), 19 Klebsiella pneumoniae (18.45 %), 16 E. coli
(15.53%) et 10 Pseudomonas (9.61 %).

+ 22 sont des BGN non fermentants (21.36%) dont 12 Acinétobacter (11.53%) et 10

Pseudomonas (9.71%).

V. Associations bactériennes

L’infection était bi-microbienne dans 12.63% des cas, et polymicrobiennes dans 7.36%.
Les tableaux si dessous présentent les associations microbiennes trouvees (tableau 2,3).

Tableau 2 : les associations polymicrobiennes.

Les associations polymicrobiennes

Klebsielle pneumoniae / E. Coli /
Streptococcus B

Staphylococcus aureus / E. Coli /
Enterococcus faecalis

E. Coli / Pseudomonas / Acinétobacter

Klebsielle pneumonaie / E. Coli /
Pseudomonas

Klebsielle pneumoniae / E. Coli /
Acinétobacter

Tableau 3 : les associations bi-microbiennes.

Les association bi-microbiennes

Klebsielle pneumoniae / Pseudomonas

Enterobacter cloacae / Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis / Enterobacter cloacae

Pseudomonas / Acinétobacter

Staphylococcus aureus / Acinétobacter

Proteus / E. Coli

Klebsielle pneumoniae / E. Coli
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Pseudomonas / BGN

Klebsielle pneumoniae / Enterobacter cloacae

BGN / Klebsielle pneumoniae

E. Coli / Streptococcus B

Acinétobacter / Enterobacter cloacae

BGN / Staphylococcus aureus

V. La résistance bactérienne des Cocci Gram +

1. Staphylococcus aureus

Les isolats de Staphylococcus aureus posseédent une résistance a la pénicilline de 100% qui
est une résistance naturelle et une résistance acquise de 3.57% a la céfoxitine
(céphalosporines de 2°™ génération), la résistance aux céfoxitine permet le dépistage de
SARM (Figure 11).

Staphylococcus aureus

PenicillineG Cefoxitine

Figure 11 : Profil de résistance de Staphylococcus aureus N=28.

2. Enterococcus faecalis

Les Enterococcus faecalis ont une résistance naturelle aux aminosides : gentamicine (bas

niveau), Les lincosamides : lincomycine et clindamycine (bas niveau).

La (Figure 12) révéle une résistance acquise a 1’érythromycine et spiramycine de 25%

chacun.
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Enterococcus faecalis
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Figure 12 : Profil de résistance de I’Entérocoque faecalis N=2.

3. Streptocoque B

La sensibilité aux bétalactamines, aux céphalosporines et aux carbapénémes des
Streptocoques des groupes B se déduit de la sensibilité a la pénicilline G. La recherche de la
résistance aux fluoroquinolones peut se faire a 1’aide de la norfloxacine, si Streptocoque de

groupe B est sensible a ce dernier il est sensible aussi a la Iévofloxacine et ciprofloxacine.

Dans notre étude, on a trouvé 2 Streptocoques de groupe B sensibles a tous les

antibiotiques testés.

VI. Résistance bactérienne des bacilles Gram-
1. Les entérobactéries

1.1. Klebsiella pneumoniae

Les isolats de Klebsiella pneumonie (groupe 2 des entérobactéries) présentent une résistance

naturelle a I’ampicilline (pénicillinase de bas niveau)

D’apres les isolats de notre étude on constate que Klebsiella pneumoniae a acquis d’autres

résistances aux antibiotiques mais ils ne dépassent pas les 20% (Figure 13).
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Klebsiella pneumoniae
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Figure 13 : Profil de résistance de Klebsiella pneumoniae N=19.

1.2. E.Coli

E. Coli appartient au groupe 1 des entérobactéries et sensible de facon naturelle a toutes les

bétalactamines.

Concernant les isolats de notre étude on note une résistance élevée a 1’ampicilline26.19%,
I’amoxicilline + I’acide clavucique 16.66%, céfalotine et le bactrim 14.28%, une faible
résistance aux carbapénemes, colistine et C3G. Face a une résistance aux céfépimes (Figure
14).
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Figure 14 : Profil de résistance d’E. Coli N=16.
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1.3. Entérobactérie cloacae

Les Entérobacters cloacae (groupe 3 des entérobactéries) ont une résistance naturelle a
I’ampicilline, 1’amoxicilline + D’acide clavucique et céfalotine (céphalosporine de 1%

génération) ce sont des céphalosporinases de bas niveau.

Dans notre étude I’Entérobacter cloacae a développé une résistance pour chacun de C3G et

bactrim 12.12%, face a une sensibilité a I’ertapéném et la colistine (Figure 15).

Entérobacter cloacae
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Figure 15 : Profil de résistance des Entérobacter clacae N=11.

14. Proteus

Proteus appartient au groupe 1 des entérobacteéries, il est sensible a toutes les bétalactamines

et la colistine.

Notre étude a revélé une résistance acquise a 1’ampicilline50%, amoxicilline + acide

clavucique25% et céfalotine (céphalosporine de 1°" génération) 25%. (Figure 16)
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Proteus
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Figure 16 : Profile de résistance de Proteus N=3.

2. Les bacilles Gram — non fermentants

2.1. Acinétobacter

Les Acinétobacters possédent une résistance naturelle a la colestine 100%, avec une faible

résistance a I’imipénéme 9% (Figure 17).

Acinétobacter
70%

60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%
Colestine Imipénéme Amikacine

Figure 17 : Profil de résistance de I’Acinétobacter N=12.

2.2. Pseudomonas

Les Pseudomonas résistent naturellement a plusieurs antibiotiques : céfalotine
(céphalosporine de 1°" génération), céphalosporine de 3™ génération sauf ceftazidime, ’acide
nalidixique, bactrim, I’ertapénéme. Au moment ou ils sont sensibles a 1’imipénéme,

I’aztreonam, et céftazidime comme il est représenté dans la (Figure 18).
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Figure 18 : Profil de résistance de Pseudomonas N=10.
VII. Les bactéries multirésistantes

En ce qui concerne les bactéries multirésistantes, 1’é¢tude a révelé la présence de 3.57%
SARM, 4.95% des Entérobactéries productrice de BLSE répartie en 1.92% Kklebsiella
pneumoniae BLSE et 3.03% Enterbacter cloacae. Et 3.03% des Enterobacter cloacae

carbapénémase (Figure 19).

Les batéries multirésistantes
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B SARM  HEEnterobacter cloacae  m Klebsiella pneumoniae

Figure 19 : les différents bactéries multirésistantes isolées.
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Discussion

26



Cette étude a montré que 1’age moyen de nos patients est de 43.5 ans et la catégorie la plus
atteinte est les hommes (76.84%) avec un pic de fréquence entre 20 et 30 ans. Ces résultats
peuvent s’expliquer par le fait que la population jeune est la plus active, est la plus exposée
aux infections osseuses avec présence d’un matériel étranger [8]. Une autre étude faite sur 61
cas aupres du service de traumatologie-orthopédie a 1’hopital civil Ibn Tofail de Marrakech a
trouvé un peu pres les mémes résultats en ce qui concerne 1’4ge moyen 45.8 ans et la
prédominance masculine avec (78.68%) [9]. Cependant cet age moyen est remarquablement
inférieur a celui qui est trouvé dans 1’étude de GUILLON qui est de 63.1 ans et la catégorie
d’age la plus atteinte est celle de 55 a 79 ans. Cette large différence revient a la nature
démographique de la France qui se caractérise par la prédominance de la population agée
[10]. La prédominance masculine a été noté dans la plupart des études ce qui nous permet de

conclure que la prévalence de sepsis sur matériel est sexe-dépendante.

Selon notre étude la culture est mono-microbienne dans 80% des cas, bi microbienne et
polymicrobienne dans 20% des cas, dont I’association la plus fréquente est celle de Cocci
Gram positif et bacille Gram négatif. Ces résultats sont renforcés par 1I’étude de PENSOTTI
qui avait trouvé que 76% de cultures était monomicrobienne et 24% des cas de culture a été

polymicrobienne [11].

En ce qui concerne le profil bactériologique, parmi les 104 isolats on a révélé la dominance
du genre Staphylococcus aureus 27.19% (Cocci Gram positif 31.07%) suivie par une
fréquence tres basse (1.92%) pour chacun des Streptococcus B et Enterococcus faecalis. Cette
prépondérance de Staphylococcus aureus est confirmé par les résultats du congrés national de
la société tunisienne de pathologie infectieuse dont 13 parmi 18 patients avaient une infection
causée par ce dernier, ainsi que 1’étude de SUZUKI a approuvé ces résultats avec 47.05%
[12]. Le fait que le germe infectieux le plus isolé dans le sepsis sur matériel est justifié par les
mécanismes moléculaires d’adhésion sur matériel métallique et sur les tissus nécrotiques, [13]
et le grand nombre d’adhésines pour les substances protéiques et glycoprotéiques appartenant

a la matrice osseuse et au cartilage que ce germe possede [14].

Nos isolats de Staphylococcus aureus étaient 100% résistants a la pénicilline, cela revient a
la résistance enzymatique par production de pénicillinase extra cellulaire qui inactive les
pénicillines G et V. Et 3.57% a la cefoxitine qui permet de détecter les SARM, la résistance
aux meéticillines est due a une mutation des PLP (PLP additionnelle : PLP2a) qui confére aux

staphylocoques une résistance a toutes les b-lactamines.

A 1’égard de Streptococcus de groupe B trouve, il sous sa forme sauvage sensible a tous les

antibiotiques testés. Cependant 1’Enterococcus faecalis a acquis une résistance a la
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spiramycine et a I’érythromycine, cette résistance acquise et peut étre due a une méthylation
de I’ARN ribosomale [23].

Pour les bacilles Gram négatifs qu’ils soit les entérobactéries (47.57%) : E. Coli 15.53%,
Klebsiella pneumoniae 18.45%, Enterobacter cloacae 10.68% et Proteus 2.91%. Et les
bacilles Gram négatifs non fermentants 21.36% répartie en 9.71% pour Pseudomonas et
11.65% pour Acinétobacter. Cependant les données du 14e Congres international sur les
maladies infectieuses ont trouvé 10,4 % de bacilles gram négatifs (P. aeruginosa 8%
Enterobacteriaceae 4%) avec I’existence de 1.6% champignons et 0.8% des bactéries
anaérobies. Les donneées de la littérature soulignent qu’ils sont souvent isolés chez les patients
agés en raison de la fréquence des bactériémies d’origine digestive ou urinaire dans cette
population. La fréquence de ces isolats dans notre étude est probablement d’origine
nosocomiale, ils posent un probléme épidémique dans toutes les structures hospitaliéres
universitaires marocaines par opposition aux centres européens et internationaux reconnus par

leur haut niveau d’hygiéne [15].

Toutes les entérobactéries ont présenté une résistance plus au moins importantante aux
bétalactamines surtout a 1’amoxicilline + acide clavulanique, et une faible résistance a
I’imipénéme et aux céphalosporines (. Ceci est confirmé par I’étude de C. EL KHOMSI qui a
trouvé environ les mémes résultats [9]. Cette résistance acquise aux bétalactamines est peut-
étre due a plusieurs causes tels que modification des porines, modification de la cible, I’efflux

actif ou bien une inhibition de la libération des enzymes autolytiques [23].

Pour les BGN non fermentants, nos résultats ont notés une sensibilité de Pseudomonas a
I’imipénéme, céftazidime et I’aztreonam. Cependant tous les isolats d’Acinétobacter
manifestent une résistance de 58.83% a I’imipénéme qui revient soit a la surexpression des
oxacillinase naturelle ou acquise soit expression des carbapénémases [23]. Cependant 1’étude
de C. EL KHOMSI a noté un peu pres les mémes résultats en ce qui concerne Pseudomonas,
cette résistance revient peut étre a ne hyper-expression des céphalosporinases naturelle, ou
bien I’efflux actifs qui procurent une resistance croisée entre les bétalactamines et les

fluroquinolones [23].

Dans le cadre des bactéries multi-résistantes notre étude a révélé la présence de SARM
(staphylococcus résistant au méticilline) avec un pourcentage de 3.57%, ceci est inférieur aux
résultats obtenus lors 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches de staphylococcus
aureus communautaires dans la région de Nouakchott (Mauritanie) qui a marqué un taux
entre 25 et 26% [14]. Selon la littérature la fréquence du taux de SARM augmente dans les

pays et les services hospitalier les plus prescripteur d’antibiotiques [17].
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Pour les entérobactéries productrices de BLSE, ils représentent dans notre étude avec une
fréquence de 4.95%, alors qu’en France des taux plus élevés ont été isolés 63% [18]. Ceci est
did a l’utilisation de nombreuses classes d’antibiotiques comme Les cephalosporines de
troisieme genération, les fluoroquinolones, le triméthoprime-sulfaméthoxazole, les

aminoglycosides et le métronidazole [19].

Notre étude a noté aussi la présence des carbapénémases 3.03%, Une étude sur
I’épidémiologie des entérobactéries multirésistantes productrices des carbapénémases a
I’hopital ibn tofail a marqué une évolution de 6% (de 3 a 9%) dans leurs fréquences entre
2011 et 2015 [21]. La reésistance aux carbapénemes chez les entérobactéries peut étre liée a
deux mécanismes : La production a haut niveau d’une Case chromosomique ou plasmidique,

associée a une modification de la perméabilité ou bien La production de carbapénemases.
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Conclusion
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Notre étude a permis de réaliser une description du profil épidémiologique et
bactériologique ainsi que le profil de résistance des germes isolats lors d’un sepsis sur
mateériel au laboratoire de bactériologie de CHU Hassan Il de Fes entre janvier et décembre
2021.

D’aprés I’identification des microorganismes infectieux on a trouvé que :

+ Staphylococcus aureus est le germe le plus isolé suivie par Klebsiella pneumoniae, E.
Coli, Acinétobacter, Enterobacter cloacae et Pseudomonas. Alors qu’on dernier arrive

Proteus, Streptococcus B et Enterococcus faecalis.
Concernent la résistance bactérienne :

+ la résistance les Staphylococcus aureus sont faiblement résistants aux méticillines.

+ Les entérobactéries présentent une forte résistance aux bétalactamines et une faible
résistance aux carbapénémes et céphalosporinases.

+ Une sensibilité de Pseudomonas a I’imipénéme, céftazidime et I’aztreonam.

+ Les isolats d’Acinétobacter manifestent une résistance importante a I’imipénéme et a

I’amikacine.

Parmi les bactéries multirésistantes on a la prédominance des entérobactéries productrice de
BLSE suivies par les SARM et les EPC.

Devant cette situation assez alarmante et vu le risque accru d’impasse thérapeutique
engendré par ces souches multirésistantes. 1l est trés interessant de poser des stratégies de
prévention de I’hygiéne hospitalier.Ceci a pour but de limiter I’émergence de ces bactéries
multirésistantes, et de réduire de fagon massive les prescriptions d’antibiotiques afin de lutter

contre ce genre d’infection nosocomiales.
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