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BLSE: B-lactamase a spectre étendu

BMR : Bactérie Multirésistante
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CHU : Centre Hospitaliére Universitaire CMI : Concentration minimale inhibitrice
E. Coli : Escherichia Coli

ECBC : Examen cytobactériologique de crachat

LBA : Lavage broncho-alvéolaire

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PDP : Préléevement distal protégé

PN : Pneumopathie nosocomiale

PNP : Pneumopathie Nosocomiale Précoce

PNT : Pneumopathie Nosocomiale Tardive

PNAVM : Pneumopathie Nosocomiale acquise sous ventilation mécanique
SARM : Staphylococcus aureus résistant a la Méthicilline

VNI : Ventilation non invasive
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Presentation de la structure d’accueil

Le CHU Hassan Il (Fes) est un centre hospitalier universitaire situé dans la ville de Fes,
a proximité de la faculté de médecine et de pharmacie. Ce dernier s’étend sur une
superficie de 12 hectares, et il est sous la juridiction du ministere marocain de la santé. Il

se compose de 5 hopitaux : Hopital de spécialités, Hopital Mére —Enfant, Hopital

d’Oncologie, Hopital Omar Drissi, Hopital ibn Al Hassan.

Mon stage a été effectuée au service de bactériologie au sein du laboratoire central

d’analyses médicales du centre hospitalier universitaire Hassan Il de Fés, ce derniére

comporte plusieurs départements et assure diverses activités.
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+¢+ Unités du laboratoire central d’analyse médicale du CHU Hassan

I, Fes
Salle de réception
Salle de prélevements
Laboratoire de biochimie /Pharmacologie,
Laboratoire d’Hématologie,
Laboratoire de Bactériologie /Immunologie,
Laboratoire de Parasitologie,
Laboratoire de génétique,

Laboratoire d’anatomie pathologique.

¢+ Taches effectuées au niveau du laboratoire de bactériologie

Examen bactériologique du PDP, LBA, crachat et kT
Examen bactériologique de I’hémoculture

Examen bactériologique de ’ECBU

Examen bactériologique du Pus

Examen bactériologique des Ponctions

Examen bactériologique des Prélévements vaginaux




RESUME

Les pneumopathies nosocomiales constituent I’'une des principales causes d’infection en
réanimation. Elles demeurent un probléme majeur de santé publique, et sont responsables

d’une mortalité¢ importante.

Le diagnostique microbiologique le plus fiable en cas de pneumopathie se fait a partir des
prélevements distaux protéges ou liquide de lavage broncho alvéolaire.

Notre étude s’est basée sur ces prélévements effectués en réanimation et analysés au
laboratoire de microbiologie de CHU Hassan II sur une période d’une année et demie de
(01 Janvier 2020 a 14 Juin 2021). L’analyse des 980 prélevements a montré que 47% des
cultures été positives. Les hommes adultes sont les plus touchés (75%), et les germes
majoritairement isolés sont : Acinetobacter Baumannii (62%), Klebsiella pneumonia
(17%), Pseudomonas aerogenisa (11%), Escherichia Coli (7%), Staphylococcus aureus
(6%).

Acinetobacter a diminué sa résistance a I’Imipénéme, Klebsiella pneumonia a diminué sa

résistance aux Carbapénemes et aux Quinolones.

Pseudomonas aerogenisa présente une grande résistance au Bactrim (SXT), mais reste

sensible a la majorité des antibiotiques.

E. Coli a développé une résistance aux f-lactamines a spectre étendu (BLSE), et
Staphylococcus aureus présente une résistance totale a (100%) a la pénicilline mais il est

sensible au Cefoxitine.

Staphylococcus aureus a toujours gardée sa résistance importante a I’ampicilline.







INTRODUCTION

L’infection est la pénétration de 1’organisme par un agent infectieux (bactérie, virus,
champignon, parasite) capable de s’y multiplier et d’y induire des 1€sions pathologiques.

Le terme nosocomial vient de grec « nosos » qui signifier maladie et « komein » soigner ;
qualifie ce qui se contracte a I’hopital. (1)

Une infection est dite nosocomiale si elle apparait au cours ou suite a une hospitalisation
et n’¢était pas ni en incubation ni présente au moment de 1’admission du patient. Le délai
nécessaire pour différencier le caractere nosocomial du caractére communautaire est
I’apparition des premiers symptomes 48 h apreés I’admission voire plus si la période
d’incubation de I’infection est connue. (2)

Les infections nosocomiales sont un probléme majeur en réanimation et particulierement
les infections respiratoires telles que les pneumopathies nosocomiales.

Les pneumopathies nosocomiales est un probléme de santé publique qui concerne tous
les services hospitaliers et en particulier la réanimation. Elles sont préoccupantes par leur
fréquence, leur impact éventuel sur le pronostic de 1’affection initiale et par leur co(t. Les
PN posent des probléemes spécifiques en milieu de réanimation et surviennent le plus
souvent chez des patients intubés ventilés. Elles sont alors de diagnostic difficile et les

agents responsables sont souvent résistants et leur pronostic est grave. (4)

Elles représentent la deuxiéme cause d’infections acquises et constituent la premiere
cause de mortalité par infection nosocomiale et sont responsables d’une augmentation de

la durée d’hospitalisation, allant de 7 a 9 jours. (5)

Les pneumopathies sont souvent causées par des bactéries multi- résistantes (BMR) et
sont associées a une mortalité et une morbidité plus importantes. Les PN peuvent étre
causées par des bactéries, et plus rarement par de virus ou de champignons. Les
principaux germes responsables d’apparition de pneumonie nosocomiale sont :
Pseudomonas aerogenisa, Klebsiella pneumonia, Acinetobacter baumannii,

Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus. (5)

Les PN se transmettent de maniéres différentes, principalement par voie aérienne. La
colonisation de I’oropharynx par les germes responsables et quasi obligatoire. Ces
derniers proviennent soit de I’environnement, soit de la flore digestif du patient. Le
mécanisme essentiel dans la genése d’une pneumopathie est la micro-inhalation a partir

de cette colonisation. (6)




Le diagnostic, suspecté sur un ensemble de manifestations cliniques, biologiques et
radiologiques, est confirmé par la réalisation des prélévements microbiologiques
quantitatifs. Ces prélévements sont également indispensables pour ajuster

I’antibiothérapie en fonction de la sensibilité des microorganismes en cause. (7)

Le but de ce travail est de faire une étude rétrospective allant du 01 Janvier 2020 jusqu’au
14 Juin 2021 (une année et demie), En exploitant les données des prélevements distaux
protégés (PDP), les prélevements de crachat, et de lavage broncho-alvéolaire
(LBA), réalises au service de réanimations au CHU Hassan Il de Fés. L’étude a porté

sur :
1- Présentation des services de réanimation les plus touchés ;
2- Evaluation de nombre des prélevements positifs ;
3-Répartition de pneumopathies nosocomiales selon le sexe ;
4-Identification de la bactérie ou les bactéries en cause ;
5-Etude de la résistance- sensibilité des bactéries retrouvée.
Ce document est divisé en 3 parties :

Tout d’abord une étude bibliographique, suivie d’un chapitre sur le matériel et les
méthodes utilisés au cours de mon stage et se termine par une partie résultats et

discussion.




I-PNEUMOPATHIES NOSOCOMIALES

1-Définition de pneumopathie:

Une pneumopathie correspond a une pathologie des poumons (pneumo= les poumons et
pathie= pathologie), pouvant concerner une ou plusieurs parties de 1’organe (les bronches,

bronchioles, alvéoles) et apparaitre de maniére progressive ou brutale. (8)
On distingue différents formes de pneumopathies selon le site d’infection : (Figure 1)

- Lapneumonie : une infection qui affecte les alvéoles pulmonaires.
- La bronchite : comme son nom I’indique, il s’agit d’une infection au niveau des
bronches.

- La bronchiolite : une infection cette fois-ci, des bronchioles. (9)
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Figure 1 : Différents formes de pneumopathies (10, 11, 12)
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Les pneumopathies peuvent étre d’origine infectieuses ou non. Les pneumopathies
d’origine infectieuse sont les plus fréquentes; généralement provoquées par une bactérie
(pneumocoque), un parasite ou un virus (de la grippe, de la varicelle), mais le plus

souvent par une bactérie.
Les autres types de pneumopathie non infectieuses sont :

e les pneumopathies interstitielles : les maladies touchant le tissu pulmonaire
interstisielle ;ce qui correspond au tissu de soutien des pomons .Elles ont
différents causes : infectueuse (bactérie,virus, parasite)
,cancéreuse,pneumocaniose  (inhalation de fumées ou de substances

toxiques),médicamenteuse . (8)




e les pneumopathies d’inhalation : inflammation des poumons engendrée par un
reflux gastrique anormal dans le systéme pulmonaire ou par le passage d’aliments

dans les voies respiratoires lors d’une fausse route .(8)

2- Types de pneumopathies :

% Pneumopathies nosocomiales :

Par définition la pneumonie nosocomiale étant 1’infection pulmonaire qui se contracte
aprés au moins 48 heures d’hospitalisation (ou plus) aprés I’admission et n’étant pas en
phase d’incubation au moment de celles-ci, et peut aller jusqu’a 7 jours aprés la sortie de
I’hopital. (13)

Celle-ci peut étre individualisée en deux groupes selon leur délai de survenue et leur
épidémiologie a savoir :

e Pneumopathies nosocomiales précoces (PNP) : survenant avant le péme jour
d’hospitalisation, qui relévent un phénomeéne de colonisation des voies aériennes
par la flore endogene du patient.

e Pneumopathie nosocomiale tardives (PNT) : apres le peéme jour, et qui sont dues
a une contamination par des bactéries plus résistantes d’origine hospitaliére. (14)

La pneumopathie nosocomiale peut étre acquise :

v' Sous ventilation mécanique (PNAVM) chez un malade dont la respiration est
assistée par une machine qui peut étre soit invasive par intubation endotrachéal.
(Figure 2), soit non invasive (VNI) par I’intermédiaire d’un masque facial.
(Figure 3) (15)

v' En I’absence de ventilation mécanique mais par inhalation a I’admission dans une
structure hospitaliere.

Cuff inflating tube

Inflated cuff Endotracheal
tube

Trachea

Figure 2: Ventilation invasive par intubation Figure 3: Ventilation non invasive
endotrachéal. (16)
Par Un masque facial. (17)




Figure 4. Répartition des infections nosocomiales en fonction du site anatomique au
service de réanimation Polyvalente de Fés 2009-2010. (18)

La pneumopathie nosocomiale est considérée comme I’infection la plus trouvée avec un
pourcentage de 49%, suivie par les infections urinaires avec un pourcentage de (27%),
ensuite 1’infection nosocomiale sur cathéter avec un pourcentage de 19%, et enfin
I’infection pariétal avec un taux de 5%.(figure 4) (18)

¢ Pneumopathie communautaire :

La pneumopathie communautaire est définie comme étant une infection aigué du
parenchyme pulmonaire qui est contractée et qui est traitée en dehors de I’hdpital. Ce sont
essentiellement les sujets agés qui courent le plus gros risque et qui nécessite une
hospitalisation et aussi les fumeurs. La pneumonie communautaire chez ces individus
s’accompagne par l’association d’une fievre, et des symptomes respiratoires (toux,
dyspnée...) d’une opacité radiologique compatible d’apparition récente. (19)

1. Germes fréguemment retrouvés en cas de pneumopathies
nosocomiales :

Les agents pathogenes responsables des PN sont le plus souvent d’origine bactérienne, et
plus rarement d’origine virale ou fongique. Pres de 80 % de PN sont dues a des bactéries
aérobies a Gram négatif : Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aerogenisa, Klebsiella
pneumonia, Escherichia Coli, Staphylococcus aureus.

e Acinetobacter baumannii :

Une bactérie ubiquitaire présente dans I’environnement surtout hospitalier : résiste a
la dessiccation et persiste longtemps sur les surfaces seches. Peut étre retrouvée en

situation de portage chez ’Homme au niveau de la peau, de tube digestif.




Est une Bacille a gram négatif, Pathogene opportuniste, immobile, non fermentant,
elle peut prendre parfois la forme de cocci et résister parfois a la décoloration, certains

souches sont capsulées.

srazehs catarrt

Figure 5 : Aspect de colonies d’Acinetobacter Baumanii sur gélose au sang. (21)

L’isolement des Acinetobacter est trés aisé, ils cultivent sur des milieux non sélectifs
(gélose au sang), sélectifs (EMB) a une température de 30 a 37°C. En 24h a 48h, les

Acinetobacter forment des colonies bombées, brillantes, et parfois muqueuses. (Figure 5)

Les bactéries du genre Acinetobacter sont aérobies strictes, Oxydase négatif, ce dernier
caractere permettant de le différencier des bactéries appartenant au genre Pseudomonas.
(20)

e Klebsiella pneumoniae :

Bacille a gram négatif, immobile, capsulée, aérobie anaérobie facultatif, forment des

colonies plus muqueuses. (Figure 6)
Fermentent le glucose, ayant une oxydase négatif, catalase positif, DNase négatif

Elle est présente naturellement dans le tube digestif et les voies aériennes supérieure de
I’homme. (20)




Figure 6 : Aspect de colonies de K. Pneumonia sur milieu gélosé. (22)

e Pseudomonas aerogenisa :

Bacille a gram négatif, non fermentant, aérobie strict, mobile, pathogene
opportuniste responsable fréquemment d’infections nosocomiales.
Bactérie non exigeante ; cultivée facilement sur milieux ordinaires développant une
odeur caracteristique en fleur de seringa.
Ces bactéries ne fermentent pas le glucose et posseédent 1I’oxydase. Sont caractérises
aussi par une nappe verte due a la production de fluorescéine (pigment coloré
diffusible de couleur verte). (Figure 7) [20]

Figure 7: Aspect de colonies de P. aerogenisa sur milieu gélosé. (23)

e Haemophilus influenzae :

Germe commensal de I’oropharynx et du naso pharynx de I’homme. Il est fragile

transmise directement par voie aérienne.




Présente une morphologie assez caractéristique sous forme de fins coccobacilles gram
négatif, aérobie anaérobie facultatif.

La culture nécessite des milieux enrichis en facteurs de croissance : gélose au sang cuit (Chocolat)
+ polyvitamines. (Figure 8) [20]

Figure 8: Aspect de colonies d’Haemophilus influenzae sur chocolat. (24)

e Staphylococcus aureus

Ce sont des cocci a gram positif, immobiles, regroupés en amas, en tétrades ou en
diplocoques. Les staphylococcus sont des germes peu exigeants et peuvent étre isolés sur
des milieux ordinaires ou gélose au sang ou geéloses sélective. lls sont aérobies anaérobie

facultatifs, fermentent le glucose et possédant la catalase.

Ils forment des colonies jaunatres dorées (sa teneur en caroténoides lui confere une

couleur dorée). [Figure 9] (20)

Figure 9 : Aspect des colonies de staphylococcus aureus sur gélose CLED. (25)




4-Facteurs de risque :

Un facteur de risque désigne la source de risque qui augmente la probabilité pour un
individu de développer une maladie ou de souffrir d’un traumatisme. Les facteurs de
risque les plus fréquents sont ; I’age, Insuffisance respiratoire, tabagisme ou 1’alcool .....

Les facteurs de risque se classent en facteurs intrinseques et en facteurs extrinséques :

> Facteurs intrinséques :

e L’age:
Les enfants moins de 2 ans et les personnes agées plus de 60 ans sont plus vulnérable a
I’infection bactérienne qui provoque la pneumopathie. La raison principale et celle chez
les jeunes enfants dent le systéme immunitaire n’est pas encore assez mature pour traiter
de telles infections alors que la grande vulnérabilité du sujet &gé aux infections
respiratoires s’explique par des facteurs généralisés (vieillissement, comorbidité,
dénutrition) et locaux (altération du réflexe de la toux, trouble de la déglutition....) (26)

Contexte chirurgical

Les pneumonies postopératoires et les infections du site opératoire sont des complications
frégquentes et graves en chirurgie thoracique. Plusieurs études ont montré que 1’incidence
des PN est élevée chez les malades chirurgicaux que chez les malades médicaux par
exemple. Dans une étude réalisée en 2010 au CHU de Rabat, 62,5% des patients qui ont
un PDP positif ont été opérés. Ces complications sont dues aux conditions de

I’intervention au niveau de la salle opératoire (matériel non souillé ....).(27)

» Facteurs extrinséques :

e Ventilation mécanique :

La ventilation mécanique constitue un facteur de risque majeur pour la survenue d’une
pneumopathie nosocomiale. Nombreuses études ont montré que la pneumopathie
nosocomiale acquise sous la ventilation mécanique augmente la durée de ventilation
mécanique. Le risque augmente de 1 a 3% pour chaque jour de ventilation, et de 6,5% a
10 jours, et jusqua 69% a 30 jours. Une large étude de cas-témoins publiée jusqu’a
maintenant a montré que sur 9080 patients de réanimation ventilés mécaniquement plus
de 24 heures, un taux de PNAVM de 9,3 % a été enregistré. (28)




e Cathéter veineux central et artériel :

Les infections liées aux cathéters demeurent une cause importante d’infection
nosocomiale en réanimation. Les infections sur cathéter représentent 3 a 10% des PN et
20 a 80 % des bactériémies primaires. Ces taux varient selon le type d’étude et le lieu
d’hospitalisation. Les cathéters veineux périphériques donnent rarement des bactériémies,
par contre les cathéters veineux centraux sont impliqués dans 90% des bactériémies.
Plusieurs études montrent que le cathétérisme central et périphérique sont des facteurs de

risque certains d’infection nosocomial. (29)
5-Transmission :
Il existe quatre grands modes de transmission :

e L’auto-infection : I’infection du malade par ses propres germes a la faveur d’un
acte invasif (porte d’entrée) et/ou d’une fragilité particuliere. Les germes sont
celles de la peau, des muqueuses, du tractus digestif, etc. (30)

e L’ hétéro-infection : Dans ce cas le germe responsable de I’infection nosocomiale
est transmis d’un malade a ’autre par les mains ou les instruments de travail du
personnel médical. Ces infections sont dites « croisées» et se sont les plus
fréquemment retrouvées parmi les infections exogeénes. (30)

e La xéno-infection : Ce mode de transmission est un peu a part, dans ce cas les
agents pathogénes sont transmis par des personnes venant de I’extérieur
(personnel soignant, visiteurs, sous-traitants), et présentant eux-mémes une
pathologie infectieuse, déclarée ou en cours d’incubation .Et ils se transmettent
par voie aérienne, par contact direct ou indirect. (30)

e L’Exo- infection : cette infection est liée soit a un dysfonctionnement technique
d’un matériel (filtre a air non stérile ; eau pollué) soit a une erreur commise dans

I’exécution des procédures de traitement du matériel médico-chirurgical. (30)
6-Particularité de covid 19 :

La pandémie de COVID-19 est une crise sanitaire mondiale sans précédent, connue par
une série de cas de pneumonie virale provoquée par un nouveau coronavirus. Celui-ci
identifié sur prélevements des voies aériennes, a été nommée SARS-COV 2 appartient a

la famille des coronaveridae.
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La présentation clinique la plus typique du covid-19 est celle d’une infection respiratoire
fébrile avec toux séche, dyspnée, fatigue. Environ 15- 20% des cas sont graves et 2-3%
sont mortels. Les résultats d’une étude rétrospective des caractéristiques des PAVM
survenant chez des patients hospitalisés en réanimation a la suite d’une infection
documentée a Covid-19 entre le ler mars et le ler mai 2020 dans un hopital général de

350 lits en France. & montrées que :

Parmi 112 patients hospitalisés en réanimation sur la période ayant une PCR Covid-19
positive, 80 (71 %) ont bénéficié de ventilation mécanique. Parmi ceux-ci 59 épisodes de
PAVM ont été identifiés concernant 42 (52 %) patients.

Les pneumopathies bactériennes au cours de cette pandémie sont aussi augmentées
d’une maniére progressive ; parce que les patients qui ont un PCR covid 19 positif sont
déja immunodéprimé et sont fragilisés donc sont facilement infectés par les

pneumopathies bactériennes. (31)

llI-Antibiothérapie :

1-Définition :

Une antibiothérapie désigne un traitement médicamenteux qui implique 1’utilisation d’un
ou plusieurs médicaments anti- infectieux appartenant a la classe des antibiotiques, et

dont I’activité s’exerce contre les bactéries a 1I’origine de cette infection. . (32)
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2- Famille des antibiotiques :

Tableau 1 : antibiotiques et leurs familles. (15)

Famille des antibiotiques

Antibiotiques

Mode d’action

Ampicilline, Amoxicilline,
Oxacilline, Méthicilline...

Pénicillines
Monobactam Aztronam Inhibiteurs de la
synthése des
BETALACTAMINES | Carbapénemes | Imipénéme enveloppes
Ertapénéme bactériennes
Céphams : cefotaxime, ceftriaxone,
Cephalosporine | ceftazidime
S
GLYCOPEPTIDES Polypeptides (vancomycine,
teicoplanine)
AMINOSIDES amikacine, gentamicine,
kanamycine,
netilmicine, spectinomycine,
streptomycine, trobramycine Inhibiteurs de la
synthese des
PHENICOLES chloramphenicol, thiamphenicol protéines

TETRACYCLINES

minocycline, oxytetracycline,
tetracycline, erythromycine

QUINOLONES

Ciprofloxacine, norfloxacine,
levofloxacine

Inhibiteurs de la
synthese des
acides nucléiques

Inhibation de la synthéese
de la paroi bactérienne

.\\_‘l
Inhibition de la

synthése protéique

Déstabilisation de la
membrane plasmique

Détérioration de I'ADN

Figure 10: mode de fonctionnement des antibiotigues (33)
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3. Résistance bactérienne aux antibiotiques :

La résistance bactérienne aux antibiotiques peut étre soit une résistance naturelle, ou bien
une résistance acquise.

% Résistance naturelle :

Certaines bactéries sont naturellement résistantes & des antibiotiques. Elles font, donc,
partie du patrimoine génétique normal du germe et elles transmettent aussi ces résistances
a leur descendance. Elle détermine donc le phénotype sauvage d’une espéce vis-a-Vvis

d’un antibiotique. (34)
% Résistance acquise :

C'est l'acquisition de nouveaux genes capables de rendre une souche dans I’espéce
insensible a un antibiotique ou a un groupe d'antibiotiques. La résistance acquise résulte
soit d’une mutation du patrimoine génétique de la bactérie, soit I’acquisition par la
bactérie, d’un “plasmide” qui est un matériel porteur de génes de résistance provenant

d’une autre bactérie. (34)
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I-Etude rétrospective :

1-Type et cadre d’étude :

Il s’agit d’une étude statistique a visée descriptive et analytique s’étalant sur une année
et demie du 1 Janvier 2020 au 18 Juin 2021, menée au niveau de laboratoire de
bactériologie de CHU Hassan 1l; s’intéressant a des cas de pneumopathies nosocomiales
chez des patients hospitalisés aux services de réanimations et ayant bénéficiés d’un

prélévement distal protége, un prélevement de crachat et un lavage broncho-alvéolaire.

Nous avons colligé un total de 808 prélévements distaux protégés (PDP) et 117
préléevements de crachats et 55 de LBA prélevés chez des patients admis au service de

réanimation du méme hopital et suspectés d’étre atteints de pneumopathies nosocomiales.
2. Critéres d’inclusion :

Ont éte inclus dans notre étude tous les malades hospitalisés atteints de pneumopathie
nosocomiale (PN) et les malades non infectés au sein de services de réanimation 1, et 2,
réanimation Mére —enfant quel que soit leur &ge. Les malades atteints de pneumopathie
nosocomiale (PN) qui ont été inclus dans notre étude, répondaient aux critéres

suivants. (Tableau 2)

Tableau 2 : Critéres de diagnostic des pneumopathies nosocomiales. (27)

Critéres cliniques et/ou Biologie Microbiologie
Radiologique
*Fievre (Température> 38°C) *Hyperleucocytose (> 12000 GB/mm3)

Ou
hypothermie(Température<36°C) [ RIVele] oI A CL 000N €1 =TI 1))

* Isolement d’un agent
pathogene dans les
prélevements.

*Expectoration purulentes
* Augmentation de la CRP et

*signe d’épanchement pleural Procalcitonine

*I’essoufflement et des frissons * Altération des échanges gazeux
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3-Critéres d’exclusion :

Sont exclus de notre étude, tous les patients hospitalisés pendant une période de moins de
48 heures aux services de réanimation de CHU Hassan Il sachant qu’ils peuvent
présenter des signes d’infections nosocomiales.

4-Modalité de recueil des données :

Le recueil des données a été effectué par 1’analyse du registre de prélévements (PDP,
LBA, Crachat) du laboratoire de bactériologie de CHU Hassan II.

Ce registre est tenu par un résident et il comporte les informations des patients qui ont
bénéficiés d’un PDP ou LBA ou crachat. Ces informations sont : le numéro du patient,
I’IP, la date de prélévement, le service, 1’age, le sexe, les germes isolés, leurs profil de
résistance.

| .Etude microbiologique :

Dans cette étude nous avons procédés a analyser des échantillons (PDP, LBA, Crachat)

réalisés au niveau de service de réanimation de CHU Hassan |1 de Fés.

1. Types de prélévements :

a-Prélevement distal protégé (PDP) :

Une aspiration bronchique réservée aux malades intubés et ventilés; réalisée par
I’introduction d’un cathéter protégé a 1’aveugle, apreés I’injection de Iml de sérum
physiologique puis réaspiration de sérum introduit a 1’aide d’une seringue, suivie par la
sélection de I’extrémité du cathéter aseptiquement comme une brosse et son placement

dans un tube stérile .( Figure 11) . (35)

Figure 11 : Principe de prélévement distal protégé. (36)
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b- Expectorations (crachat) :

Il s’agit de sécrétions issues de 1’appareil respiratoire et de la cavité orale (mucus,
salive) ; c’est Le seul préléevement réalise par le patient ; il doit étre réalisé a jeun aprés

ringage buccodentaire a 1’eau distillée stérile ; aprés un effort de toux. (14)

L’exsudat produit doit provenir d’une origine profonde et non 1’exsudat rhinopharyngé

contaminé par la salive.

c- lavage broncho- alvéolaire(LBA) :

by

Elle consiste a injecter par le fibroscope un liquide physiologique stérile dans les
bronches et les alvéoles ; puis a récupérer le liquide injecté par une aspiration douce
(Figure 12)). (37)

Bronchoscopy

Bronchoscope

Trachea Larynx

Right Main o Left Main
Bronchus N\ Bronchus

Right Lun
o 9 Left Lung

Figure 12 : Fibroscopie bronchique. (38)

1- Analyse Bactériologique :
a-Examen microscopique :
Nous avons réalisés une observation microscopique de 1’échantillon :
e A I’état frais, entre lame et lamelle a partir d’une parcelle purulente ou a
partir de mucus a I’objectif 40 ce qui nous a permis de Compter les

leucocytes, les cellules épithéliales et les autres cellules.
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e Aprés coloration de Gram, qui nous a donnés un renseigne sur la

morphologie des bactéries, et leur groupement

Figure 13: Examen direct aprés coloration de gram des sécrétions broncho-
pulmonaires au laboratoire de CHU Hassan 11.

A : Staphylococcus. Coloration de gram de PDP d’un patient atteint d’une pneumopathie
staphylococcique montrant d’abondant Cocci a gram positif en grappe. B : Coloration de
gram d’un échantillon de PDP montrant des bacilles a gram négatif fin (Pseudomonas
aerogenisa). (Figure 13)

b-Culture :

Durant la période de mon stage, tous les prélevements que nous avons recus sont
ensemenceés sur des milieux de cultures spécifiques pour chaque prélévement directement
ou apres dilution. Par exemple I’isolement des prélévements distaux protégés (PDP) et de
lavage broncho-alvéolaire (LBA) est réalisé sur 3 milieux de culture : (Figure 14)
e Gélose au sang (Cos) : sur lequel nous avons ensemencés une goutte de
I’échantillon pur en utilisant la technique de I’ensemencement en étoile.
e FEosinate de bleu de méthyléne : Ensemencement en étoile d’une goutte
de I’échantillon pur.
e Gélose au sang cuit (Chocolat) : nous avons utilisés deux boites

- 1 boite pour ensemencer une goutte de 1’échantillon dilué, aprés une
dilution de 10 (0,5 ml de prélévement +4,5 ml de sérum).

-1 boite pour ensemencer une goutte de 1’échantillon dilué, aprés une

dilution de 10 (0,5 ml de prélévement+ 4,5 ml de sérum).
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e Culture de prélévement de crachat:

L’isolement est réalisé sur les mémes milieux de cultures précédents (EMB,
chocolat, COS) par la méme technique d’ensemencement (en étoile), sauf que

la deuxiéme boite de chocolat est ensemencée aprés une dilution de 107>,

Figure 14 : Milieux de culture utilisés pour ensemencer un PDP, crachat, LBA et la
technique de ’ensemencement en étoile.

d-ldentification Bactérienne :

L’identification des bactéries est d’abord orientée par 1’examen direct ; aprés coloration
de gram. En effet, I’examen direct nous permet de choisir les tests biochimiques a
réaliser.

Cette identification se fait par exploration des caractéres biochimiques des germes sur
galerie classique :

e Recherche des enzymes telle I’oxydase, I’ADNase, la catalase.....

L’identification précise des bactéries (genre et espece) a été réalisée par méthode
automatisée sur pheenix 100 de becton beckinson ; en utilisant des galeries automatiques
numérotées et spécifiques pour chaque type de bactérie. (Figure 15) (38)
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Figure 15: Pheenix 100 de becton beckinson. (39)

e- Etude de la sensibilité aux antibiotiques :

La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée par antibiogramme automatisé (phcenix
100) en milieu liquide, ou par antibiogramme standard par écouvillonnage selon la
méthode de diffusion en milieu de Mueller- Hinton.

Les critéres de lecture et d’interprétation sont ceux de comité de ’antibiogramme de
I’association frangaise de microbiologie (CASFM). (40)

1- Méthode automatique :

L’analyse se fait par 1’automate pheenix 100 ; c’est un systeme d’identification
automatisée qui permet 1’identification précise des souches bactériennes. (40)

2- Antibiogramme standard :

Sur une ou plusieurs boites selon le cas, contenant le milieu de Mueller - Hinton on
étale a I’aide d’un écouvillon la suspension bactérienne calibré. Les disques
imprégnés d’antibiotiques sont alors disposés a la surface de la gélose et 1’antibiotique
diffuse tres rapidement de maniere concentrique autour de chaque disque. Les boites
alors mise en incubation a 37°C. (Figurel6) (40)

La lecture consiste a mesurer les diameétres d’inhibition de la culture autour de chaque
disque manuellement.
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Figure 16 : Antibiogramme standard

e-Détection des bactéries multirésistantes :
— Staphylococcus aureus résistant a la Méthicilline (SARM).
— Staphylococcus aureus résistant aux glycopeptides.

— Les entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme génération (C3G) par
production de béta-lactamase a spectre élargi (BLSE) ou de

Céphalosporines.
— Les entérobactéries résistantes aux Carbapénemes.
— Pseudomonas aeruginosa résistant a la ceftazidime et/ou aux Carbapénemes.

— Acinetobacter baumannii multirésistantes aux bétalactamines
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I-  Données Démographiques
1-Frequence des pneumopathies :

Durant la période d’étude (01/01/2020 au 14/06/2021), nous avons colligés 808
échantillons de prélévement distal protégé (PDP), 117 échantillons de ’ECBC, et 55
échantillons de LBA.

L’analyse de ces données nous a fourni les résultats suivants :

e 398 échantillons de PDP se sont révélés positifs contre 410 échantillons négatifs
e 39 échantillons de crachat se sont révélés positifs contre 78 échantillons négatifs

e 23 échantillons de LBA se sont révéles positifs contre 32 échantillons négatifs

Sur I’ensemble des cas étudiés (980 échantillons), 47% se sont révélés positifs et

53% échantillon négatifs.

100% -

90% -

80% -

70% -

60% -

53%

50% 47%
6 -

40% -

30% -

20% -

10% -

0% -

Cultures négatives Cultures positives

Figure 17: Pourcentage de cultures positives et négatives retrouvés au laboratoire
de CHU Hassan 11 de Fés.

Le pourcentage des PN varie d’une étude a I’autre. Dans une étude réalisée au service de
réanimation de CHU Hassan Il Fés en 2015 concernant les PDP prélevés durant cette
année le pourcentage des cas positifs a été de 48%. Dans notre étude le pourcentage de
I’incidence des PN a été de 47%. (Figurel?)
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Cette petite différence pourrait étre due, a la stérilisation des dispositifs médicaux, a la

variation des dispositifs invasifs et les moyens de diagnostique d’un service a I’autre.
2-Répartition des pneumopathies selon les unités de service de réanimation :

La répartition des PDP, LBA, ECBC des patients selon les différentes unités de service de

réanimation permet 1’évaluation des sujets les plus touchés par les pneumopathies.

Les résultats obtenus sont répartis comme suit :

m Réanimation Adulte 1,2

m Réanimation Mére- enfant

Figure 18: Répartition des pneumopathies nosocomiales selon les unités de service

de réanimation de CHU Hassan |1 Fés.

D’aprés ces résultats on peut déduire que les sujets les plus touchés par les
pneumopathies sont ceux provenant de la réanimation Adulte 1 et 2 avec un pourcentage
de 70,59%. Les patients provenant de la réanimation Mére — enfant ne représentent que
29,41%. (Figure 18)

Notre résultat est confirmé par une étude rétrospective réalisée en 2015-2016 au sein du
service de réanimation de CHU Hassan Il Fes qui a montré que les patients hospitalisés
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en réanimation Adulte sont les plus touchés par les pneumopathies nosocomiales avec un

taux de 79% contre 31% de réanimation Mére- enfant.

On peut déduire aussi que la pneumopathie impose fréquemment une hospitalisation chez
I’adulte, en plus ce risque augmente avec 1’age. Selon 1’étude américaine EPIC (Etiologie
of pneumonia in the Community), concernant 2300 patients, les personnes de 50-65ans
ont 4 fois plus de risque d’étre hospitalisés que les sujets de moins de 50 ans. Les 65-79

ans ont 9 fois plus de risque de développer une pneumopathie.

Cette grande sensibilité des sujets agés aux infections respiratoires s’explique par des

facteurs généraux (vieillissement, dénutrition,).
3-Répartition des PN selon le sexe :

Dans notre étude, la population présentant une pneumopathie nosocomiale (460 cas) était
majoritairement masculine : 345 Hommes soit (75%) et 115 Femmes soit (25%). Ce qui
signifie que les hommes sont plus touchés par les infections pulmonaires que les femmes.
(Figure 19)

m Hommes

Femmes

Figure (19) : Répartition des patients présentant une pneumopathie nosocomiale

selon le sexe.
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Dans une étude réalisée en 2015 a I’hépital militaire Avicenne (HMA) de Marrakech, la
fréquence des PN chez le sexe masculin était de 77,57%, ce qui confirme que les hommes
sont les plus touchés par les pneumopathies et qui font 1’objet d’une hospitalisation en

réanimation.

Les hommes sont le plus souvent tabagiques chroniques donc leurs poumons sont altérées

et seront facilement infectés par les pneumopathies nosocomiales.
I1-Données microbiologiques:

1-Répartition de germes isolés selon le genre bactérien :

Parmi les 980 prélevements réalisés au sein de laboratoire, 460 ont été positifs soit 47%
alors que 520 d’entre eux étaient négatifs soit (53%), avec un seuil de positivité supérieur
ou égale & 10° unités formule colonies (UFC). Parmi les germes isolés responsables de
ces pneumopathies nosocomiales, 92% étaient des bacilles a gram négatif (BGN)
dominés essentiellement par [’Acinetobacter baumannii (62%) suivie par Klebsiella

pneumonia (17%), Pseudomonas aerogenisa (11%) et E. Coli (7%).

Les cocci gram positif (CGP) représentés par Staphylococcus aureus ne représentent

que 6%.

W Escherichia Coli

W Autres

B Acinetobacter Baumanii

M Klebsiella pneumonia

W Pseudomonas aerogenisa

W staphylococcus aureus

Figure 20 : Répartition des germes isolés selon le genre Bactérien au niveau de

service de réanimation de CHU Hassan 11 Fés.
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Selon une étude réalisée au service de réanimation de CHU Hassan Il en 2015, la
bactérie qui a été en téte de liste des germes fréqguemment trouveés est I’Acinetobacter
Baumannii (47%) suivie de Pseudomonas aerogenisa (18%), Staphylococcus aureus
(15%) et Klebsiella pneumoniae avec (11%) . (13)

Une autre étude réalisée en 2010-2011 au niveau du service de réanimation de CHU
HASSAN Il Fés a montré que la bactérie Acinetobacter Baumannii occupe le premier
rang avec (49%), suivie par Staphylococcus aureus (16%), Pseudomonas aerogenisa, et
finalement Escherichia. Coli et K. pneumonia (6%).

D’aprés ces résultats on constate que L’Acinetobacter reste dans le méme ordre que
celui des années précédentes par contre P. aerogenisa devient la troisiéme cause de
pneumopathie. Le taux de K. pneumonia devient largement supérieur au taux de
staphylococcus aureus et aussi E. Coli devient supérieure aux autres bactéries

(Enterobacter cloacae, Serratia). (Figure 20)

Acinetobacter Baumannii est un agent pathogene opportuniste qui affecte divers groupes
de personnes en particulier les patients hospitalisés en soins intensifs.

La capacité de survie dans des conditions rudimentaires, la résistance naturelle et la
grande diversité des plasmides conferent a la bactérie un potentiel d’acquisition des
résistances ; il est encore plus résistant que P. aerogenisa, il résiste a de nombreux

antibiotiques et antiseptiques.

2-Etude de la sensibilite des Antibiotiques :
a-Acinetobacter Baumanii :

L ’Acinetobacter Baumanii est naturellement résistante a de nombreux antibiotiques

en raison de I’existence de plusieurs mécanismes internes :

- Membrane externe peu perméable,

- Production de céphalosporinases chromosomiques de type Amp C qui conférent la
résistance aux Aminopeénicillines C1G- C2G-AMC,

- Production d’une oxacéllinase qui hydrolyse faiblement les Carbapénemes.

Les antibiotiques actifs sur A. Baumanii sont les suivants :
e [-lactamines:  pipéracilline-tazobactam,  ceftazidime,  céfépime,
imipéneme et méropénéme.
e Aminosides : tobramycine, gentamicine et amikacine

e Polymyxines : polymixine B et colistine
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e Tétracyclines et glycylcyclines
Par ailleurs A. Baumanii est capable d’accroitre son niveau de résistance a un ou
plusieurs de ces antibiotiques, soit par le biais de mutations modifiant ses mécanismes
intrinséques, soit par I’acquisition de matériel génétique étranger codant des mécanismes
transférables.(20)
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Figure 21: Profil de résistance d’Acinetobacter Baumanii aux principaux
antibiotigues au service de réanimation

Selon une étude réalisée en 2015- 2016, les différentes souches de [’Acinetobacter
baumannii, présentaient une résistance presque totale a la majorité des antibiotiques testés
(Fos, Tic, Cip, IPM), mais restaient sensibles a la colistine (CT) et a I’Amikacine (AK).
(13)

D’aprés notre étude on peut confirmer la résistance totale ou presque totale aux trois
antibiotiques (Fos, Tic Cip), par contre la résistance a I’Imipénéme diminue au cours des
années. La sensibilité a la colistine et a I’ Amikacine restait la méme. (Figure 21)
b-Klebsiella pneumoniae :

Les souches de Klebsiella pneumoniae ont développé de multiples résistances aux
antibiotiques. L’Organisation Mondiale de la sant¢ (OMS) classe cette bactérie parmi

les « agents pathogénes prioritaires » résistants aux antibiotiques. Par exemple, Klebsiella
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pneumoniae peut produire une enzyme, la carbapénimase, qui inhibe 1’effet de la quasi-

totalité des antibiotiques de p-lactamamine dits a large spectre. (20)
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Figure 22: Profil de résistance de Klebsiella pneumoniae aux principaux

antibiotiques au service de réanimation du CHU Hassan 11 Fés.

Dans une étude réalisée en 2015 au service de réanimation du CHU Hassan IlI, la
résistance de K. Pneumoniae a I’AMC était 70%, et la résistance aux Quinolones était
maximale (100%), et 30% pour les Carbapénemes. (13)

Dans notre étude on constate que la résistance aux quinolones représente 63,10%, ce qui
montre une diminution de taux de résistance aux cours des années. (Figure22)

On note ainsi que la diminution de taux de résistance pour les Carbapéenemes (5,48%), par
contre la résistance de KP a I’AMC restaient presque la méme.

c- Pseudomonas aerogenisa :

Pseudomonas aerogenisa résiste naturellement a plusieurs classes d’antibiotiques :
Aminopénicillines, Céphalosporines 1% et 2°™ génération, Céfotaxime, Ceftriaxon,
Ertapéneme, Tétracycline.

La résistance acquise fait appel a plusieurs mécanismes :

Hyper-expression de la céphalosporinases naturelle, acquisition d’enzyme plasmidique
(Pénicillinase, BLSE, carbapénimase), modification de la perméabilité membranaire. (20)
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Figure 23: Fréguence de résistance de Pseudomonas aerogenisa aux principaux

antibiotigues au service de réanimation de CHU Hassan |1 Fés.

En 2010 — 2011. Pseudomonas aerogenisa avait une sensibilité importante a I’AK, a la
colistine et aux quinolones, en 2013- 2014 le germe reste sensible a ces antibiotiques, ce
qui confirme les résultats obtenus. Mais ce germe représente une grande résistance au
SXT (81%). (13) (Figure23)

d- Escherichia Coli :

E. Coli est sensible de fagon naturelle a toutes les B-lactamines malgré la présence d’un

céphalosporinase chromosomique qui est exprimée a trés bas niveau
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Figure 24: profil de résistance d’E. Coli aux principaux antibiotiques au service de

réanimation de CHU Hassan 11 de Fés.

Dans une étude menee au service de réeanimation de CHU Hassan 1l de 2015 a 2016, La
résistance d’Escherichia Coli a la pénicilline a éetait 97%. D’aprés nos résultats on peut
déduire gque la bactérie Escherichia Coli a diminué sa résistance a la pénicilline (22,03%).
(Figure 24)

e- Staphylococcus aureus :

Les infections a staphylocoques étaient traitées avec des Antibiotiques dérives de la
pénicilline telle que la Méthicilline. Le staphylocoque pouvant étre traité avec ces
médicaments S’appelle le Staphylococcus aureus sensibles a la Méthicilline ou SASM.
Malheureusement certaines souches de ce staphylocoque sont devenues résistantes a la
Methicilline et a d’autres antibiotiques similaires. Ces souches sont connues sous le nom
SARM, lequel ne peut étre traité avec des médicaments conventionnels derivés de la
pénicilline. Le SARM doit plut6t étre traité avec des antibiotiques alternatifs. (19)
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Figure 25: Profil de résistance de Staphylococcus aureus aux principaux

antibiotigues au service de réanimation de CHU Hassan 11 Fés.

Nos résultats montrent que le Staphylococcus aureus présente une résistance maximale a

I’ampicilline (100%), par contre il est sensible a 90% a la Cefoxitine. (Figure 25)
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CONCLUSION

Les pneumopathies nosocomiales sont la premicre cause d’infections nosocomiales en

réanimation.

Cette étude nous a permis de compter les agents pathogenes responsables de
pneumopathies nosocomiales au service de réanimation de CHU Hassan Il de Fés afin
d’étudier le profil de résistance aux différents antibiotiques des germes frégquemment

isolés.

Les résultats des prélevements réalisés (PDP, Crachat, LBA) montrent que la prévalence
de PN est de 47% chez I’ensemble des malades hospitalisés au service de réanimation

cotre 53% négatives.

Nos résultats montrent que la population la plus touché par la pneumopathie nosocomiale
est de sexe masculin avec un pourcentage de 75% contre 25% des femmes et que 70,58%
des cas de pneumopathies sont attribués a I’unité de réanimation 1,2, réservees aux
adultes alors que 1’autre unité de réanimation mere-enfant ne donne qu’un pourcentage de
29,41%, ce qui peut étre expliqué par certains facteurs liés a 1’age et au conditions de vie

comme la tabagisme par exemple.

Au cours de cette étude on a noté que les germes isolés sont essentiellement des Bacilles
Gram Négatifs (92%), avec en téte /’Acinetobacter Baumanii (62%), suivie par Klebsiella
pneumoniae (17%), Pseudomonas aerogenisa (11%) et Escherichia Coli (7%). Les cocci

Gram positifs (8%) dominés par le Staphylococcus aureus (6%).

Quel que soit le germe isolé, I’antibiogramme reste un examen obligatoire pour connaitre
le profil de résistance du germe a différentes familles d’antibiotiques et pour établir un

traitement adéquat.

L ’Acinetobacter Baumanii est résistant (100%) a la Fosfomycine (FOS) et Ciprofloxacine
(Cip), 99% a la Ticarcilline (TIC) et Ceftazidime (CAZ), 88% au Gentamicine (GN) et
34% a I’'Imipénéme (IPM). Et il est sensible a 68% a I’Amikacine (AK) et 99% a la

colistine.

Klebsiella pneumonia résistante naturelle a 1’Amoxicilline et a la Ticarcilline et une
résistance acquise aux Carbapenémes et au BLSE. Et elle reste sensible a I’Imipenéme
(IPM), Ceftazidime (CAZ) et Amikacine (AK).
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Pseudomonas aerogenisa résiste naturellement a plusieurs classes d’antibiotiques :

Aminopénicillines, Céphalosporines 1ére et 2éme genération, Céfotaxime, Ceftriaxon,

Ertapénéme, Tétracycline. Mais elle reste sensible & la majorité des antibiotiques.
Escherichia Coli est sensible de fagon naturelle a toutes les f-lactamines.

Staphylococcus aureus présente une sensibilité maximale (100%) a la cefoxitine est une

résistance aussi maximale a I’ampicilline.
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ANNEXE

COS : Columbia au sang

e Composition de milieu :
Mélange spécial de peptones : 23 grammes,
amidon : 1g,
chlorure de sodium : 5 g,
agar : 10g,

sang : 50 mL.
Le potentiel hydrogéne (pH) est de 7,3

EMB : Eosinate de bleu de méthylene

e Composition de milieu :
peptone (quelconque) : 10 g
lactose : 5 ¢
saccharose :5g
hydrogénophosphate de potassium : 2 g
éosine Y : 400 mg
bleu de méthyléne : 65 mg
agar:13,5g¢.
Ajuster le pH a 7,2 £ 0,2 a 25°C (apres autoclavage).

PV X : Poly Vitex (chocolat)
e Composition du « Poly vitex »
Chlorhydrate de cystéine 25,0 g
L-cystine 1,10¢
Chlorhydrate de guani

Chlorhydrate de thiamine 0,003 g
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