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Résumé

La septicémie est une infection bactérienne sévére, parfois mortelle. Dans le but
d’identifier les principales bactéries responsables et leurs sensibilités aux antibiotiques nous

avons fait des prélevements sanguins, sur340 patients repartis en 3 services :

. Service des maladies infectieuses homme présente un pourcentage de38.52%
. Service des maladies infectieuses femme présente un pourcentage de 31.76%
. Service des maladies infectieuses pédiatrie présente un pourcentage de 29.70%

Les 340 d’hémoculturesqui ont été réalisées au niveau du laboratoire de bactériologie de
Boufarik,14.41% étaient positives,76.76% étaient négativesalors que 8.82% étaient des
hémocultures contaminés. Les3 principales bactéries isolées avec un pourcentage élevé
étaient : Escherichia.coli (26.53%),Ce qui confirme que la porte d’entrée la plus fréquente est
la porte urinaire avec un pourcentage trés élevé (34,69%) et que les femmes sont les plus

touchées.

(42,85 %), Staphylococcus.aureus(12,24%),Salmonellatyhi(12,24%) ,Toutes les bactéries

isolées étaient sensibles a la pluparts des antibiotiques et peu résistantes aux bétalactamines.
Mot clés:

Septicémie, Hémoculture, Résistance, Maladiesinfectieuses,antibiotique.
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Summary

Septicemia is a severe bacterial infection, sometimes mortal. In the aim to identifier the
principal responsible bacteria and their sensitivities to antibiotics we made blood samples, on
340patientsdividedinto3services:

= Service of the infectious Diseases man presents a percentage of 38.52%

= Service of the infectious Diseases woman presents a percentage of 31.76%

= Service of the infectious Diseases pediatrypresents a percentage of 29.70%
The 340 samples of blood cultures were performed at the laboratory of bacteriology of
Boufarik, 14.41% were positive, 76.76% were negative while 8.82% were contaminated. The
3 principal bacteria isolated with an high percentage were: Escherichia.coli (26.53%), Which
confirms that the most frequent main door is the urinary door with a very high percentage
(34,69%) and that the women are the most touched.
(42,85%), Staphylococcus .aureus (12,24%), Salmonella typhi (12,24%), All the isolated
bacteria were sensitive to the most of the antibiotics and little resistant to the bétalactamines.

Key word:

Septicaemia, Hémoculture, Resistance, Infectious illness, antibiotic.



Introduction

Les maladies infectieuses restent une cause majeure de mortalité dans le monde.Elles sont
responsables del7 millions de décés dans le monde par année, ce qui représente un tiers de la
mortalité. Les maladies infectieuses représentent 43% des déces dans les pays en voie de
développement, contre 1% dans les pays industrialisés(Falhaut et Zylberman,2008).

La septicémie se définie comme une maladie infectieuse causée par un micro-organisme
(Carpentier ,2001). Elle est caractérisée par la présence de germes dans un site de
I’organisme, elle peut se généraliser lorsque I’organisme se défend mal contre un germe

particulierement virulent(Boulahbal ,2006).

Le diagnostic de la bactériémie et de la septicémie repose sur la mise en évidence de germes

causals par I’hémoculture(Carpentier, 2001.)

L’hémoculture est le seul examen de toutes les analyses bactériologiques réalise au
laboratoire, qui apour but de détecterla présence de bactérie dans le sang, leur isolement, leur
identification, et la détermination de leur sensibilité aux antibiotiques, ce qui va permettre de

choisir une thérapeutique efficace (Rahal , 2008).

L’objectif de notre étude est de déterminer le profil épidémiologie d’une maladie et la
sensibilité aux antibiotiques des bactéries isolées par les hémocultures dans le service des
maladies infectieux et cela pour optimiser I’antibiothérapie probabiliste aux bactériémies et
septicémies dans ces services .L"hémocultures se donne pour objectif de rechercher dans le
sang des germes qui témoignent d’une bactériémie lorsque ceux-ci s’accompagne d’un
syndrome infectieux ou d’autres syndromes qui sont responsables d’une septicémie dont la

forme la plus grave est le choc septique

Toutes ces raison nous ont motivés a réaliser une étude sur les infections d’origine
bactérienne chez les patients internes issues des différents services infectieux de I’hépital de

Boufarik. Notre déemarche expérimentale s’articule autour des principaux points suivants :

Déterminer le profil épidémiologique de bactériémie, septicémie et la mise en évidence des

germes dans le sang par hémoculture.

L’identification de ces germes et leur sensibilité aux antibiotiques.



I.1.Généralités sur le sang

Le sang est la plus importante partie du corps humain car il est I’élément essentiel qui sert a
relier tous les autres organes du corps humain entre eux .1l constitue environ 80% du poids du
corps humain et son volume est en moyenne de 5 litres chez la femme et de 5,5 litres chez
I’homme (Shewood, 2006).

I se compose de deux grandes parties :

o Le plasma

X Les éléments figurés.

Les éléments figurés que I’on appelle également cellules sanguines comprennent :

X Les globules rouges (ou hématies)

*

< Les globules blancs
X Les plaquettes ou thrombocytes(Bariety, 2003).
1.1.1. Le plasma

Le plasma est un liquide de couleur jaune péle Iégerement sale constitue de 95% d’eau (Servant
au transport), et de sels minéraux (a I’équilibre osmotique). Il'y a aussi la présence de protéines
plasmatiques telles que I’albumine, le fibrinogene et les immunoglobulines et les lipoprotéines
(Campbell et al., 2006).

1.1.2. Les cellules sanguines
Les érythrocytes

Les globules rouges sont des cellules qui ont la formes d’un disque aplatie dont les deux faces
forment des disques biconcaves, ce qui les avantage pour leur fonction: le transport de
I’oxygéne, chaque millilitre de sang contient environ Smilliards d’érythrocytes, ce qui exprime

en pratique clinique en 5 millions / mm®(Dee unglanaud, 2007).

Les globules blancs ou leucocytes

Les leucocytes sont les cellules mobiles du systeme de défense immunitaire de I’organisme .Par
immunité, on entend la capacité de I’organisme a résister a des substances étrangeres

potentiellement dangereuses ou des cellules anormales a éliminer (Sherwood, 2006).



Les plaquettes

Les thrombocytes ne sont pas des cellules a proprement parler mais des fragments cellulaires,
qui se sont détaches par bourgeonnement de trés grandes cellules résidentes de la moelle
osseuses appelées, mégacaryocytes. Les plaquettes sont schématiqguement des vésicules
contenant un peu de cytoplasme de ce mégacaryocyte et entourées par un morceau de sa
membrane, il y a normalement 150.000 & 350.000 plaquettes / mm?*(Dee unglaud, 2007).

Le sang est normalement stérile et ne contient pas de micro-organismes. Quand les bactéries
passent dans la circulation sanguine il y a développement d’une bactériémie ou d’une
septicémie (Skurnik, 2008).

1.3. Septicemie

Une septicémie se définit comme le passage répété des bactéries dans le sang, a partir d’un
foyer tissulaire de multiplication microbienne. Ce foyer s’est constitué lors de la pénétration de
bactéries exogenes par une porte d’entrée muqueuse ou tégumentaire. Au cours d’une
septicémie, les bactéries régulierement véhiculées par le sang peuvent aller ensemencer
d’autres tissus, créant alors des foyer secondaires ou métastases infectieuses qui peuvent, a leur

tour, ensemencer le sang circulant.

Les septicémies traduisent I’extension d’une infection tissulaire. L’entité pathologique

infectieuse est constituée par le foyer initial et le foyer secondaires éventuels.

La symptomatologie clinique des septicémies est dominée par :

v la fievre fréquemment accompagnée de frissons et sueurs

v le risque de choc septique, accident évolutif aigu redoutable, essentiellement di aux
toxines bactériennes, et pouvant étre responsable de la mort en quelques heures. (Jean-Louis
Fauchere, 1997)

1.3.1. Différents types des septicémies

Selon les localisations de la porte d’entrée et du foyer, on distingue trois schémas

physiologiques principaux :

Septicémie endocarditique
Ce type de septicémie survient surtout dans le cas de lésions cardiaques préexistantes

(valvulopathie par exemple) ou chez les porteurs de prothéses cardiaques ou vasculaires.



A I’occasion d’une bactériémie (le plus souvent I’origine tégumentaire ou dentaire), quelques

bactéries viennent coloniser sur petit coagulum de fibrine de plagquettes au niveau de
I’endocarde 1ésé ou de matériel étranger intravasculaire. Ce coagulum colonisé par les
bactéries augmente progressivement qui constitue le foyer de la septicémie. Les bactéries
responsables sont fréqguemment des Streptocoques.

(Faucher et Avril, 2002)
Septicémie thrombophlébitique

La porte d’entrée est souvent tégumentaire (bréche cutanée traumatique, chirurgicale, ou corps
étranger). Le foyer se constitue au voisinage de la porte d’entrée et consiste en un coagulum
de fibrine de cellules sanguines et immunitaires et colonisé par les bactéries (thrombus
infecte). De ce thrombus se détachent irrégulierement des fragments (micro-emboles
septiques), qui ensemencent massivement le sang. Les métastases sont fréquentes et
intéressent surtout les tissus pulmonaires, nerveux, rénaux, et le systéeme réticulo-endothélial.
L’aspect de la courbe thermique est irrégulier (fievre désarticulée), les germes en cause sont

surtout des Staphylocoques et des Streptocoques.(Faucher et Avril, 2002)
Septicémie a point de départ lymphatique

La porte d’entrée est souvent digestive .les bactéries pathogenes de la muqueuse intestinale
se multiplient au niveau des ganglions mésentériques qui constituent le foyer. A Partir de ces
foyers mésentériques , quelque bactéries peuvent gagner le sang par le canal thoracique, les
bactéries restent dans les ganglions ou leur lyse libere de grandes quantités d’endotoxines
qui passent dans le sang . Il s’ensuit des chocs endotoxiniques fréquents et une fievre
rythmée ou en plateaux de plus en plus élevées. Les bactéries impliquées sont souvent des
bactéries dites intracellulaires, notamment des Salmonelles (fievre typhoide), les Brucelles
(brucellose). (Fauchere et Avril 2002).

1.3.2. Facteurs favorisants

L’extrémité d’age est un facteur favorisant de manifestation des septicémies, les sujets les plus

ages (65 ans), les nouveau-né ainsi que les petit poids de naissance, et les prématures.



Immunodépression

Les personnes immunodéprimées telles que les diabétiques, les cancéreux, les personne atteints
de sida et d’autres facteurs peuvent étre une cause de I’immunodépression comme

drépanocytose.

Micro-organismes et porte d’entrée

Les micro-organismes ont des différentes portes d’entrées:

- Au niveau cutané: Staphylococcus sp,Streptococcus sp

- Au niveau digestif: Entérobactéries, anaérobies

- Au niveau urinaire: Escherichia coli

- Au niveau du cathéter (intraveineuse): Staphylococcus sp, Streptococcus sp, Entérobactéries,
Candida

- Au niveau génital: Clostridium, Entérobactéries, germes anaérobies.

. Les Porteurs de matériel prothétique :(Cathéter veineux, sondes, etc.), les germes en cause

sont souvent des Staphylococcus aureus ou non aureus qui ont coloniseé le matériel étranger.

(Le tableau V) explique les différents portes entrées voir annexe Il
(Christla et Tattevin ,2007).

1.3.3. Epidémiologie

Chaque année plus de 18 millions de cas de septicémies sont recensés dans le monde. Selon des
études épidémiologiques cette infection grave cause annuellement pres de 135000 décés. En
europe et prés de 21500 aux etats unis soit 200 et 300 pour 100000 habits/an

(Christla et Tattevin ,2007).

Depuis le début des années 1990, ce sont les bactéries a Gram positif (+) qui sont le plus
Souvent incriminés (50% des septicémies), suivies des bactéries & Gram négatif (-), (35%)

Puis des champignons (5%). En termes de gravite, I’ordre est inverse: champignons; bactéries

A Gram négatif; bactéries & Gram positif (Christla et Tattevin ,2007).

Les principales défaillances d’organes constatées au cours des septicémies sont rénales
(Insuffisance rénale aigue) ou respiratoires (syndrome de détresse respiratoire aigue).
La mortalité est globalement de 20% trés dépendante du nombre d’organe défaillants et du

terrain sur lequel la septicémie survient(Christla et Tattevin ,2007).



1.4. Hémoculture

L’hémoculture consiste a mettre en culture du sang circulant qui est normalement stérile, afin
de pouvoir rapidement diagnostique une bactériémie et aussi de détecte et identifier I’agent
infectieux responsable d’une septicémie (Denis et al., 2007).

L’hémoculture est la technique permettant la recherche des bactéries dans le sang par un
examen bactériologique, qui consiste a I’ensemencement sur milieu de culture approprie avec

une certaine quantité de sang dans le but de recherche des germes(Kamoun , 2002).
Les hémocultures positives

L’hémoculture positive a été jugée macroscopiquement au fond des flacons par I'apparition des
colonies blanchatres puis un trouble ou une hémolyse dans le bouillon, ou par un examen
microscopique et par des repiquages sur des milieux gélosés (gélose de chocolat, Drigalski,
gélose Columbia contenant du sang de mouton (5 %), de l'acide nalidixique et de lacolistine)
(Maiga l.et al., 2004).

Les hémocultures négatives

Les hémocultures négatives ont été gardées a 37° C pendant au moins 10 jours (Maiga.et al.,
2004).

I.5.Les principaux germes isolés par les hémocultures
1.5.1. Bacilles a Gram négatif (BGN)

1.5.1.1.Les Entérobactéries

La famille des Enterobacteriaceaeest constituée de genres bactériens qui sont rassemblés en
raison de caractéres bactériologiqgue communs.

Ce sont des bacilles a Gram négatif dont les dimensions varient de 14 6 1 de long et 0.3a 1
de large.

v Mobiles par une ciliature peritriche ou immobiles.
v Se développant en aéro- anaérobiose et sur gélose nutritive ordinaire.
v Acidifiant le glucose par voie fermentative (a la différence des Pseudomonas) avec

souvent production de gaz.
v Ne possédant pas d’oxydase (a la différence des Vibrio et Pasteurella).

v Réduisant les nitrates en nitrites.



v Commensaux de I’intestin.

v Trouvé dans I’enivrement hospitalisé.

Trouvé beaucoup plus dans les infections urinaires et nosocomiales. (Avril et al., 2000).
Classification phylogénique

Genre :Escherichia, Klebsiella , Enterobacter , Proteus , Citrobacter , Serratia , Salmonella ,
Shigella , Azizona , Hafnia , Providencia , Edwardsiella .

Especes les plus rencontres :E.coli ,K.pneumoniae , E. cloacae , P.mirabilis , P.vulgaris ,

p.morganis , S. marcescens , et d’autre espéces (Larpent, 2000).

(Le tableau V)explique les Représentation des caractéres biochimiques chez les

Entérobactérievoir annexe Il
Escherichia coli

Cette bactérie est connue depuis longtemps comme commensale du tube digestif et
pathogene pour I’appareil urinaire .Au cours des derniéres décennies, le rdle de certaines
catégories d’E. Coli dans les syndromes diarrhéiques a été précisé et les mécanismes de ce

pouvoir pathogéne ont été analysés.

E. coli est une espece commensale du tube digestif de I’homme et des animaux. Dans I’intestin
en trouve I’espece aérobie quantitativement, la plus importante est une Infection urinaires
(impliguée dans 80% des infections urinaires), elle estresponsable de 40% des septicémies est
des méningites néonatales est les Infections intestinales (gastroentérites)

(Avril et al ., 2000 ;Nauciel ,2000 ;Grosjean ,2009).

Les souches d’E. Coli sont généralement sensibles aux antibiotiques. Néanmoins cette
sensibilité doit toujours étre vérifiée par un antibiogramme.

(Avril et al.,1992)

(Le tableau VI) explique les Représentation des caractéres biochimiques chez E. colivoir

annexe Il

Klebsiella-Enterobacter-Serratia(K.E.S)

Dans le groupe Klebsiella-Enterobacter-Serratia dit K.E.S. Sont rassemblées des

Enterobacteriaceae qui ont en commun les caractéres suivants :



. La réaction de voges —Proskauer(Vp) est généralement positive. Cette réaction consiste

a mettre en évidence la production d’acetylmethylcarbinol(ou acétoine ) par la bactérie.

. Ce sont des Bactéries pathogenes opportunistes.
. Ces especes sont souvent multi résistantes aux antibiotiques (Avril el al., 2000).
Klebsiella

Sont des Enterobacteriaceae toujours immobiles, possédant généralement une capsule et
fermentant de nombreux glucides. Elles ne possédent ni ODC, ni ADH, ni TDA, ni d’H2S.
Quatre espaces ont un pathogene pour I’homme K.pneumoniae (espace type), K.oxytaca ,K.
rhinoscheromatis . (Avril et al., 2000).

Elles sont fréquemment isolées des eaux, du sol et des végétaux. Elles sont présentes dans la
flore fécale de I’homme et sont souvent commensales de la peau, des muqueuses et de la voie

respiratoire.

K.pneumoniae, la plus souvent rencontrée, et K. oxytaca sont principalement de broncho-
pneumopathies aigues ou subaigués, mais aussi d’infection urinaires, hepatobiliaires ou de pus
divers.

En raison du terrain débilite sur lequel elle se développe, les septicémies a Klebsiellaont un

pronostic tres sévere.

K.ozaenae n’est pratiquement isolée que d’infections respiratoires chroniques. Elles sont
rarement isolée d’urines ou d’hémoculture(L.avril. et al., 2000).
(Le tableau V)sont représentés des caractéres biochimiquesde différentes espéces de

Klebsiellavoir annexe 11
Enterobacter

Sont des Enterobacter VP(+), voisines des Klebsiella dont elles se distinguent par leur mobilité
(& rechercher a 37°C et a 22°C), par la présence d’une ODC, parfois d’'une ADH et par
I’absence d’uréase . La TDA, la DNase , la production indole et d’H,S sont négatives.

Les Enterobacter sont des commensaux du tube digestif de I’homme et des animaux .On les

trouve dans les eaux, sur la peau et les muqueuses. Ce sont des bactéries de I’hospitalisme.

Ces bactéries pathogenes opportunistes peuvent étre responsables des septicémies, des
méningites, d’infections urinaires, d’infections néonatales et des suppurations diverses
(Avril et al.,2000) .
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Le tableau Vl1explique Représentation des caractéres biochimiques de différentes especes

d’Enterobactervoir annexe 11

Serratiamarcescens

Famille des Enterobacteriaceae, qui peut produire des pigments.

Les souches de Serratiamarcescens sont souvent retrouvées lors d’infections nosocomiales
(Avril et al., 2000).

Genre Providencia

Ce sont des Bacilles a Gram négatifs appartiennent ala famille des Enterobacteriaceae. Le
genre  Providencia comprend de nombreuses espéces dont Providenciastuartii
,Providenciarettgeri , P.stuartii et P. rettgerietre responsables d’infections urinaires et autres
infections chez I’lhomme (Sougakoff et Trystram, 2003).

Genre Edwardsilla

Genre Citrobacter

Salmonella fait partie de la famille des Enterobacteriaceae.C’est une Bactérie pathogéne, a
transmission orofécale , agent des fievres typhoide et paratyphoide , et d’infection intestinales.
Les Salmonelles sont des bacilles mobiles aéro- anaérobies, a Gram négatif, oxydase négatif,

nitrate positif, fermente le glucose (Herold, 2004).

Les Salmonelles sont des Entérobactéries virulentes a tropismedigestif, pathogénes pour
I’homme et pour nombreux animaux vertébres. Il est different pour les Salmonelles

majeures(que I’on ne trouve que chez I’Homme) et les Salmonelles mineures (ubiquistes).
Salmonelles majeures

Salmonella typhi, S. paratyphi , respectivement responsables des fiévres typhoides et para
typhoidiques. La transmission se fait par les selles des malades. Apres infection, I’hémoculture

est positive avant la coproculture (passage dans le sang, puis retour dans I’intestin gréle).
Salmonelles mineures

Salmonella responsables de gastroentérites (bactéries Enteropathogenes invasives).

Ces germes sont portés par I’hnomme et I’animal. Les Salmonelles mineures sont impliquées
dans 30 a 60 % des infections alimentaires .Un mangue d’hygiéne est trés souvent a I’origine
de la transmission .La plupart des bactériémies a Salmonella, notamment mineures, ont été
observées chez les sujet infectés par le virus immunodéficience humain (VIH). (Sougakoff et
Trystram, 2003).



1.5.2. Cocci a Gram positif

Les cocci a Gram positif comprennent les Staphylocoques et les Streptocoques

1.5.2.1.Les Staphylocoques
D’apres Euzeby (2002), la nouvelle classification des Streptocoques est la suivant :

Le genre Staphylococcus comprend actuellement 44 espéces et sous espéces, dont les plus
importantes sont :

- S. aureus : dont la virulence est reconnue.

- Staphylococcus a coagulase négatives : dont la virulence est globalement plus faible, une
quinzaine d’espéces ont été decrites en pathologie humaine mais les plus fréqguemment isolés
sont :

- S. epidermidis .

(Le tableau VII) explique les caracteres d’identification des trois principales especes du genre

Staphylococcus voir annexe 11

Les Staphylococcus sp sont de plus en plus responsables de septicémie .le S.aures est le plus
sévere. Est une espece de Staphylococcus sp, qui en culture présente des colonies rondes, lisses
dorées qui sont bien distinguées sur la gélose Chapman, cette espéces secrétent une exotoxine
parfois une Enterotoxine. Par rapport aux autres espéces de Staphylococcus sp, elles produisent

de la coagulase dans le sérum de lapin en coagulant le fibrinogéne en fibrine. (Manuilz, 2004).
1.5.2.2.Les Streptocoques et les Enterocoques

La famille des Streptococaceae regroupe les genres  Streptococcus et
Enterococcusrassemblent des cocci Gram positif souvent disposes en chainettes, dépourvues

de catalase, aéro-anaérobie facultatif (Quevauvilliers et al., 2007).

La classification de Streptococcus sp reposait sur trois types de caracteres : I’hémolyse entoure
les colonies obtenues sur gélose au sang les propriétés antigéniques et les propriétés
physiologiques (Larazi, 1999).

Les Streptococcus se divisent en Streptococcus alpha-hémolytique et beta- hémolytigue.

Les Streptococcus alpha-hémolytique sont des germes commensaux de I’Homme, leur réservoir

naturel est I’oropharynx.
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Les Streptococcus beta-hémolytiques : ne sont pas des germes commensaux mais de germes

pathogénes. Deux sont trouves principalement en clinique : Les Streptococcus du groupe A et
les Streptococcus du groupe B.

La présence normale de Streptococcus au niveau cutanée et muqueux explique qu’ils peuvent
contaminer freqguemment des prélevements et constituer des souiller(Avril,2000)

Pouvoir pathogéne

Les Streptococcus sont responsable de nombreuses infections aigues tel que I’endocardite.
Infection urinaire génitale, bactériémie et abcés pulmonaires (Bonnet, 2002).

Les Streptococcus sont naturellement sensibles a de nombreux antibiotique :

Béta- lactamines, Tétracyclines, Chloramphénicol, Rifampicine et glycopeptides. Il existe une

résistance contaminer fréquemment des prélevements et constituer des souiller (Avril, 2000).

Les Entérocoques du groupe D
Selon (Pily, 1997), les espéces les plus connus sont : E. faecalis, E. faecium ,E.duran
Les Entérocoques sont des germes commensaux de I’homme. Leur réservoir est le tube

digestif. La transmission est oro-fecale(Skurnik, 2008).
1.5.3.Les germes exigeants
1.5.3.1.Neisseriaceae

Les genres Neisseria sont des cocci Gram négatif qui généralement se présentent en deux
(diplocoques) ou de petites chainettes ayant I’apparence d’un grain de café .Toute les espéces
du genre Neisseria habitent dans les surfaces des cellules mugueuses du sang chaud des hotes,
en s’aggravant ces germes provoquent des septicémies .La plupart des Neisseria sont oxydases

positives (Win Koneman, 2006).
1.5.3.2.Haemophilus influenza b

Cette espéce est un bacille Gram négatif, appartient a la famille des Pasteurellaceae. A I’époque
on pensait que c’était I’agent étiologique de I’influenza. il y a notamment différents groupes de
Influenza (Mark et al., 2002).

1.5.3.3.Listeriaceae

Le genre Listeria se présente comme le germe responsable des affections relativement rares,
les personnes immunocompétentes ne sont pas en générale malades du fait de la propagation

de la listeria non pathogéne. La listériose concernent les personnes immunodéprimées :
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personnes agées ; par contre la femme enceinte peut transmettre au nouveau ne ce germe

(infection materno-foetales, pendant la naissance ou contact post natal) enclenchant une
septicémie.

Il y a7 especes de listeria seul Liseriamonocytogene est pathogenes pour I’lHomme

(Harold, Marenne, 2004)

1.5.3.4.Bactéries a croissance lente ou difficile

Bactéries anaérobies

La majorité des bactéries anaérobies appartiennent a la famille des bactéries qui sont a
Gram négatif alors que les autres font partie du genreClostridium a Gram positif, ceux a Gram
négatif sont commensales de la cavité buccale(Raoult, 1998 ;Remic, 2004).

Groupe HACCEK

Ce groupe comprend les espéces bactériennes ou les genres bactériens suivant :
Haemophilis parainfluenza, H.aphrophilus H. paraphrophilus ,
Actinobacillusactinomycetemcomitans ,Cardiobacteriumhominis , Capnocytophaga

Eikenellacaiiodens et KingellaKingae.

Ces bactéries appartiennent a des familles différentes mais ont en commun plusieurs
caracteristiques : ce sont de petits bacilles Gram négatif pléomorphes a I’exception de
Capnocytophaga qui est un bacille fusiforme. Ces bactéries sont présentes dans la flore

commensale de I’oropharynx de I’hnomme.(Cohen, 2002).
1.6.Antibiogramme et antibioresistance
1.6.1.Définition de I’antibiogramme

L’ antibiogramme se donne pour objet de mesurer la sensibilité des bactéries aux antibiotiques,

un antibiogramme détermine des concentrations minimales inhibitrice ou CMI.

Le but essentiel de I’antibiogramme est I’aide a la décision thérapeutique .11 sert également a la
surveillance épidémiologique de la résistance bactérienne et a I’identification bactérienne.
(Caquet, 2006)

1.6.2.L antibiorésistance

La résistance d’une souche, est la capacité de se multiplier dans une concentration
d’antibiotique supérieure a celle qui inhibe la majorité des souches appartenant a la méme

espéce (Boles et al., 2001).
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PARTIE EXPERIMENTALE

I1. Matériel et méthodes

L’objectif de notre travail était de diagnostiquer la septicémie bactérienne, chez des patients
suspects afin d’évaluer la fréquence de cette infection apres la mise en évidence de cette
pathologie. L’identification des germes causals était notre second objectif pour passer
finalement a faire I’antibiogramme dans le but d’utiliser I’ATB du choix pour les patients.

11.1.Matériels

11.1.1. Matériel biologique

Notre lieu d’études a été effectué au niveau du laboratoire principal de I’établissement public
hospitalier de Boufarik, unité bactériologie durant une période de 5mois (a partir de
février2014 jusqu’a juin2014). Notre échantillonnage est de 340 prélévement de sang contenu
dans des flacons d”’hémocultures dont 131 provenant du sexe masculin est 108 provenant du

sexe féminin, est 101 provenant des enfants.

Nombre total des
hémocultures 340

y ) v ) v o
Médecine Médecine (D Médecine
infectieuse infectieuse Femme infectieuse
Homme (131) (108) pédiatre(101)
— L )
—/

Figure 1: Nombre d’hémoculture recue par les trois services
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11.1.2. Matériels non biologique
Les produits et les appareils qui ont été utilisé durant notre stage, nous ont été fournis par le
laboratoire principal de I’établissement public hospitalier de Boufarik, unité bactériologie,

sont cités en annexe.

11.2.Méthodes

Le diagnostic étiologique d’une septicémie est assure par L’hémoculture.C’est un
prélevement veineux pour étude bactériologique. L'examen s'effectue dés qu'il y'a suspicion
de bactériemie, de préférence au moment des pics d'hyperthermie (>38.5°C) ou d’hypothermie
(<36°C) ou d'apparition de signe de décharge bactériennes (frissons), pour chercher et

identifier un éventuelagent infectieux dans le sang(Carpentier et al., 2001).

11.2.1.Préléevement

Le prélevement a été effectué par les clinicien, doivent étre effectué si possible au début de la
maladie et avant toute, administration d’antibiotique et au moment des pics fébriles.

Le volume de sang prélevé par flacon d’hémoculture doit étre : 7 a10 ml chez I’adulte et 2 ml

chez le nouveau-né (Denis et al., 2007).
Le prélevement se fait dans les conditions suivantes :

- Ladésinfection des mains et le port des gants sont obligatoire.
- Le site de prélevement doit étre soigneusement désinfectéavec I’alcool & 70°.
- Le prélevement doit étre réalisé soit par une seringue stérile soit par un dispositif

d’aspiration a usage unique.
11.2.2.Le milieu de culture (bouillon d’hémocultures)

Le milieu pour hémoculture est classiquement un bouillon nutritif conditionne en
flacon, permettant la croissance rapide de tous les microorganismes ayant une signification
pathogenes, permettant la culture de la plupart des bactéries rencontrées en pathologie
humaine et contiennent un anticoagulant comme Le polyanéthol sulfonates de sodium
(SPS) qui est trés généralement utilisédans les bouillons pour hémoculture a uneconcentration
de 0,025 a 0,05 %. Le SPS favorisela croissance de la plupart des bactéries car ilinhibe
I'activité bactéricide du sérum, il inhibe laphagocytose, il inactive le complément, neutralisele
lysozyme et les antibiotiques de la familledes aminosides. , que I’on inclue avec le sang du

patient.
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11.2.3.Nombre de prélévement

En I’absence de traitement antibiotique dans les jours précédents, il est recommandé de
réaliser une premiere série de deux a trois hémocultures dans un intervalle de 24 heures
espaces de 30 a 60minutes est généralement suffisant pour isoler le germe responsable de la

bactériémie.
11.2.4.Acheminement au laboratoire

Le flacon d’hémocultures sont correctement étiquetés, envelopper dans le coton, et
accompagnes d’une fiche de renseignement bien remplit : le nom, le prénom, la date, le
service, heure, I’Age, et le numéro de flacon. (Kamoun., 2001)

11.2.5.Incubation des flacons d’hémocultures

Les flacons d’hémocultures doivent étre incubés & 37°C pendant 24a48h dans I’étuve et

inspectés quotidiennement pendant 10jours. (Kamoun., 2001)

11.3.Diagnostique bactériologique

11.3.1. Examen macroscopique

Au laboratoire les flacons sont examinés chaque jour a partir de la 6eme heure d’incubation.

Les différents aspects du bouillon d’hémoculture en cas de positivités est représenté par le

tableau ce dessus

Tableau Il : Différents aspects du bouillon d’hémoculture en cas de positivités

Aspect macroscopique Bactérie en cause

Turbidité Bacilles a gram (-) aérobies
Staphylococcus sp

bateroidessp.

Hémolyse Streptococcus sp
Staphylococcus sp

Listeria monocytogenes
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Clostridium sp

Bacillus sp

Production de gaz Bactéries aéro- anaérobies ou anaérobies
strictes

Coagulum Staphylococcus aureus

Colonies au fond du flacon Streptococcus sp

Nocardiasp

(Remic, 2004)

Bouillon d’hémoculture avec le sang de patient

Coagulum au fond du flacon

La figure 2 : Représente cas positif d’hémoculture positif (Originale)
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11.4.1solement

Un examen microscopique positif ou négatif doit étre complété par des repiquages, qui
sont réalisées aprés 24h (1% jour) et (3eme jour), car certain germes poussent sans signes
apparent sur le flacon, ainsi que devant tout signe de positivité en dehors des jours de mise en
culture aprés confirmation par un état frais ou coloration de Gram.
Le dernier repiquage sera effectué apres 10 jours d’incubation avant de rendre un résultat
negatif.

11.5. Technique

Quelgues ml de sang sont prelevés a I’aide d’une seringue stérile. On dépose une a deux
goutes au point périphérique d’une boite de gélose au sang cuit (GSC) milieu en riche pour
toutes les germes exigeant et une boite de gélose Hectoen pour les Entérobactéries. La
technique d’ensemencement la plus habituellement appliquées est la méthode des quadrants.
Les boites de pétri gélosée au sang cuit (GSC) sont incubées sous une atmosphére de 5% de
CO, dans uneétuve spéciale, et les boites de pétri gélose Hectoen dans une étuve ordinaire a
37°C pendant 24-48h.

L’aspect macroscopique des colonies sont representée par le tableau ce dessus

Tableau 111 :Aspect macroscopique des colonies selon les différents milieux de culture

Les milieux de cultures Aspect macroscopique des | Identification
colonies
Gélose nutritive Des colonies isolées ou | Tous les germes non
regroupées exigeants
Chapman Colonies luxuriantes d’une | Staphylococcus aureus
couleur jaune-orange Staphylococcusepidermidis
Hectoen Colonies verts Pseudomonas
Colonies saumon , Shigella,

Colonies saumon a centre | Providencia,
noir Escherichia coli,
Klebsiella,
Enterobacter

Proteus, Salmonella.

Gélose au sang cuit Colonies muqueuses Gonocoque

Hémolyse Pneumocoque
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a Hémolytique verdatres Streptococcus sp

B Hémolytique claire

(Anonyme, 2010)
11.6. Examen microscopique

Les examens microscopiques ont pour intérét d’étudier I’absence ou la présence de germes.

Examen a I’état frais
Principe

L’examen a I’état frais permet I’observation des bactéries vivantes en I’absence de toute
fixation ou coloration, cet examen permet I’observation de la morphologie des bactéries, leur

mode de regroupement ainsi que leur mobilité.

Technique

Une goutte de I’eau physiologique est déposée sur une lame propredans une zone stérile
devant le bec de bunsen, auquel on ajoute quelques colonies prélevées a I’aide d’une pipette
de Pasteur ou avec I’anse de platine stérile. Aprés homogénéisation, on couvre la culture avec
une lamelle puis on passe a I’observation au microscope photonique avec I’objectif X
40(Faucher, 1997).

Coloration avec bleu de méthylene
Cette étude est réalisee par coloration avec du bleu de méthylene.
Principe

Cette coloration permet d’observer la présence des leucocytes (lymphocytes, polynucléaires
alteres ou non), les globules rouge, la présence et I’aspect morphologique des bactéries
(bacilles et cocci), ainsi que leur mode de regroupement (diploides, grappes de raisin...etc).

Technique
On recouvreun frottis fixé a la flamme avec le bleu de méthyléne, qu’on laisse agir pendant 3
minutes. On rince a I’eau de robinet et puis on séche la lame avant qu’on passe a I’observation

au microscope optique objectif X100.
Lecture

Tous les éléments cellulaires ainsi que les bactéries apparaissent colorés en bleu.
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Nous apprécions aussi la morphologie (bacilles ou cocci). (Faucher., 1997)

Coloration de Gram
Principe

Coloration basée sur la perméabilité de la paroi des bactéries a I’alcool, cet examen permet
I’observation de la morphologie des bactéries, leur mode de groupement et le type de leur

paroi.
Technique
La technique de coloration de Gram est présentée comme suit :

Le frottis sur la lame est préparé, et doit étre mince et homogene. Ce dernier est séché puis
fixé a la chaleur.

1%temps : on couvre le frottis avec une solution de violet de Gentiane, et on laisse agir
pendant une minute.

2°™temps : on couvre le frottis par le lugoldurant une minute.

3*™temps : on effectue une décoloration par I’alcool (20 secondes) puis on rince a I’eau du
robinet.

4°™*temps : une recoloration par la fushine est effectuée pendant une minutepuis on rince a
I’eau du robinet.

La lame est séchée a I’étuve pendant quelque minutes, on ajoute une goutte d’huile immersion

sur la lame, puis on passe au microscope photonique avec un objectif X100.
Résultat

Ce caracteére est essentiel pour classer les bactéries en deux catégories :
Bactéries ou cocci a Gram positif : celle qui garde la coloration primaire et qui apparaissent
violettes apres décoloration par I’alcool.

Bactéries ou bacille a Gram négatif : celle qui apparait rose teintées par la fushine.

La coloration de Gram ne permet pas une identification mais une orientation.

La présence (ou absence) de bactéries leur forme (cocci ou bacille, cocobacille, fusiforme)
Leur groupement (amas, chainettes, diplocoques)

Leur Gram (+ou-)

Tres utile car oriente I’antibiothérapie(Faucher., 1997).
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11.7.1dentification
Apres repiquage et incubation, la croissance bactérienne peut révéler un seul type de colonie
ou plusieurs types de colonies. Dans ce dernier cas, il faut les purifier et réisoler.
L’identification bactériologique, se fait a partir d’une culture pure en deux étapes :

Test d’orientation

Il comprend la coloration de Gram, le test de catalase.

Test de confirmation

Il comprend la galerie biochimique spécifique pour chaque group de bactérie pour déterminer
le genre et I’espece. L’identification est complétée par un antibiogramme spécifique.

Teste d’ catalase

Le but pour avoir les différences entre les Streptocoques et Staphylocoque

Principe

Cette enzyme empéche I’accumulation de I’eau oxygénée (H,0,) dont I’action serait Iétale
pour la cellule bactérienne, H,O, provient de la respiration oxydative des bactéries. Cette

technique est représenté par la réaction suivant :

H20; Catalase "M,0, + 12 O,
Ce test est effectué pour différencier les cocci a Gram positif.
Technique

Sur une lame de verre propre, déposer une goutte de H,O,, puis la mettre en contact avec une
colonie isolée, prélevée directement avec une pipette Pasteur boutonnée ou une anse

plastique.

Lecture

Si des bulles se forment, la bactérie posséde la (catalase +), des genres Staphylococcus et
Micrococcus

Si rien n'est observable, la bactérie ne posséde pas l'enzyme, des genres Enterococcus,

Streptococcus, Pediococcus, Lactococcus et Leuconostoc (catalase -).

Test spécifique au Staphylococcus aureus (doré)

La recherche de coagulase

19



PARTIE EXPERIMENTALE

Principe

La coagulase libre est une enzyme capable de coaguler in vitro le plasma, pour déterminer la

pathogénicité et de différencier des Staphylocoques.

On dépose 0.5 ml du plasma de lapin dansles trois tubes sec :

Le 1* tube témoins: on ajoute quelque colonies de souche de référence (ATCC25 923,
ATCC6538P)

Le2*™tube : on n’ajoute rien,

Le 3°™tube : on ajoute quelque colonie bactérienne de notre souche, onlaisse dans un bain

marie a 37°C pendant 3h ou bien en incube dans I’étuve a 37°C pendant18-24h.
Lecture
Reéaction positif : la formation d’un coagulum indique la présence de S aureus.

Réaction negatif :pas de coagulation, ce sont des Staphylococcus a coagulase
négative :S.epidermedis, S. saprophyticus .
Tests appliqués pour I’identification Streptococcus pneumoniae

La recherche du pouvoir hémolytique
Principe

Le pouvoir hémolytique est la lyse de globules rouges, observé sur gélose au sang frais, qui
permet de déterminer le type d’hémolyse :
B hémolyse

a hémolyse ou absence d’hémolyse.
Technique
Ensemencement sur gélose au sang frais, puis incubation a 37°C pendant 24heures

Lecture
Une zone verdatre autour des colonies : Streptococcus ehémolytique

Une zone claire autour des colonies : Streptococcus ghémolytique
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Test de I’esculine

Principe

Ce test permet d’identifier le Streptocoque du groupe D.
Technique

A partir de pipette stérile on préléve quelques colonies qui on ensemencerpar piquer centrale
dans un tube contient de la bille esculine, puis on incuber pendant 18-24heures a 37°C

Lecture
Le noircissement de milieu indique que la bactérie est esculine positive
11.8.1dentification par micro méthode

La galerie biochimique AP20E est compose de 20 micro tubes surmontes de cupules,
contenant des substrats déshydrates, qui permettent de réaliser 20 tests biochimiques du
métabolisme respiratoire, glucidique, protéique. Le test d’oxydase constitue le 21°™test
d’identification a effectuer hors galeries, des autres tests complémentaires peuvent étre

réalise. (Biomerieux ,2006)
Technique

Apres la préparation de la suspension bactérienne, nous commencgons le remplissage des
tubules de la galerie en suivant les étapes suivantes :

La galerie était sortie de son emballage,placée dans la boite d’incubation et remplie d’eau
pour former une chambre humide. Nous avons commencée de remplir les tubules puis
mentionner la référence de la souche sur la boite pour éviter de mélanger avec les autres lors
de manipulation. Une culture bactérienne pure était prise, pour son identification sur la
galerie API20E, nous avons préparé une suspension bactérienne homogene dans un tube
contenant 10ml d’eau physiologique stérile. Cette suspension bactérienne était introduite
dans les tubes de la galerie a I’aide d’une pipette pour éviter la formation des bulles au fond
des tubes poser la pointe sur les cotes de la cupule en incluant légerement la boite
d’incubation ver I’avant .

les cupules doivent étre remplis complétement avec la suspension sauf Pour les tests CIT,
VP, GEL puis les tests ADH, ODC, LDC, H2S, et URE sont couvertes d’huile de vaseline

afin d’obtenir une anaérobiose puis nous avons passé a I’incubation a 37C° pendant 18-24h.
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Pour les tests TDA, IND, VP on ajoute des réactifs apres incubation pendant 18-24h ou

moment de lecture (Biomerieux ,2006)
_» A
TDA réactif TDA

—

IND réactif KOVACS
—» i

VP réactif VPI, VPII

Lecture

Apres incubation, la lecture se fait immédiatement pour certaines substrats par le virage de
couleur, mais pour d’autre il faut ajouter des réactifs et attendre quelques minutes puis
oninterpréte les résultats et obtenues en un profil numérique et se référer au catalogue
analytiqgue AP20E pour I’identification totale du germe en cause.

11.9.L antibiogramme

L’ antibiogramme est une méthode qui permet de définir in vitro la sensibilité ou la résistance
des bactéries pathogéne vis —a vis des antibiotiques .On utilise largement la méthode des
disques sur gélose, en suivant une recommandation du réseau algérien de surveillance aux

ATB en collaboration avec I’institut Pasteur d’Alger.

Technique

La technique de I’antibiogramme est basée sur I’observation de la croissance bactérienne en
présence d’un gradient de concentration de I’antibiotique, obtenu aprés sa diffusion a partir du
disque, qui est initialement chargé d’une quantité connue d’ATB (Cheilala, 1996).

Cas des bactéries non exigeantes

Principe

A partir d’une culture jeune. On racle a I’aide d’une pépite de Pasteur quelques colonies bien
isolées et parfaitement identiques. Puis on décharge la pipette dans 10ml d’eau physiologie
stérile, on homogénéise la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5Mc
Ferland.on passe a L’ensemencement sur le milieu MH (Mueller Hinton). Puis on Trempe un
écouvillon stérile dans la suspension. Puis on Frotte I’écouvillon sur la totalité de la surface
gélosé en stries trés serrées. Finalement on Répété I’opération 02 fois en tournant la boite

60°a chaque fois sans oublier la périphérie de la gélose.
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Application des disques d’antibiotique

Il est préférable de ne pas mettre plus de 06 disques d’antibiotiques sur une seul boite, les
disques doivent étre espaces de 24mm (centre a centre)

On applique les disques d’antibiotiques en pressant chaqu’un a I’aide une pince de
bactériologie stériles pour s’assurer de son application. Une fois est appliqué, le disque ne doit
pas étre déplacé

Les disques antibiotiques est différents selon le type de bactérie isolée, la liste des
antibiotiques est indiquée dans I’annexe 11

Incubation

L’incubation se fait pendant 18-24h a 37°C dans une étuve.

Lecture

Les diameétres des zones d’inhibition sont mesurés avec précision a I’aide d’un pied a coulisse
métallique a I’extérieur de la boite fermee.

Les résultats sont comparés avec des tableaux de lecture spécifique a chaque groupe des
bactéries (voir annexe II).

Les bactéries sont classées dans trois catégories : S, R, |

Cas des bactéries exigeantes
Dans ce cas nous avons les Streptococcussp, dont I’antibiogramme est effectué sur gélose
sang frais qui permet de voir le diamétre d’inhibition de la croissance autour des disques

impregnes d’antibiotiques, en permettant de classer les bactéries dans trois catégories : S, R, |

Test de sensibilité a I’optochine

Principe
Ce test permet de voir la sensibilité de Streptococcus pneumoniae a I’optochine et de conclure
que le germe test est S.pneumoniae, (car il est 95% sensible a I’optochine).
Technique
On ensemence sur le milieu de culture gélosé au sang cuit la culture bactérienne
S.pneumoniae (oo hémolytique) a I’aide d’une pipette de Pasteur stérilise, on ensemence des
stries trés serrées. Puis on dépose le disque d’optochine a 15mm du bord de la boite. A I’aide
d’une pince flambée et refroidie. On incube les boites dans I’étuve CO,a 37C° pendant
18-24 h

Lecture
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Nous avons mesurés le diamétre d’inhibition a I’aide d’un pied & coulisse ou une regle, Un
diametre d’inhibition supérieur ou égale a 12mm indique la présence d’un Pneumocoque.
Certaines souches de Pneumocoque peuvent donner un petit diamétre d’inhibition avec

I’optochine.S’il y’a pas une zone d’inhibition ou si son diametre es inferieur al2mm, la
bactérie est résistance a I’optochine.
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Flacon d’hémoculture Ensemence avec 1ml de sang du malade

l

Incubation & 37c° pendant 24 heures

/ N\

[ Hémoculture positive [ Hémoculture négative ]
\l/ \|
er - er:
Etat frais et coloration de Gram [ 1" repiquage au 1 jour }
Galerie biochimique et Hémoculture posmve }[ Hémoculture négative }
antibiogramme

A

Galerie biochimique J Incubation a

et antibiogramme 37cjusqu’au 3 °™ jour

v

<
Hémoculture positive 2°™ repiquage au 3
emeJour

v

~

Galerie biochimique et [ Hemoculture négative ]
antibiogramme
-
v Incubation 37c° jusqu’au 10
Hémoculture positive 5 “Mejour
R _ : .
3°" repiquage au 10°™ jour j
R
N \%4
Galerie biochimique et Hémoculture négative
antibiogramme
Y

»
[ Figure 3 : Les différentes étapes de traitement des hémocultures au laboratoire }
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RESULTATE ET DISCUTION

111.1.1. Résultats globaux des hémocultures

La fréquence des hemocultures positive et négative est représentée dans la figure 4

H positif
m négatif

contaminés

Figure 4 : Représente les résultats totaux des hémocultures

Les résultats totaux des hémocultures révelent que le nombre des prélevements négatifs est
tres éleve et remarquable 261 (soit 76,76%) par rapport le nombre des prélevements positif
49 (soit 14,41%) et les prélevements contamines et plus faibles30 (soit 8,82%).

L'hémoculture n'est pas toujours demandée sauf si le malade a une fiévre supérieure ou
inférieure & 38°C, des frissons ou une hypothermie. Elle a été pratiquée la plupart du temps
plusieurs fois durant [I'hospitalisation du malade.Le taux important d’hémoculture,
261(76,76%) a €té considére négatifs, ceci peut étre dd a :

-L’origine de fievre n’est pas infectieuse
-Cependant ces hémocultures peuvent étre faussement négatives pour plusieurs raisons :

<> Prise préalable d’antibiotique, ce qui entraine I’inhibition bactérienne.

<> Le prélévement a été en dehors des pics thermiques ou la décharge bactérienne n’est
Pas importante dans le sang

<> Quantité de sang prélevée non respectée, insuffisante ou trop importante.

X Cas d’un germe trés exigeant nécessitant des facteurs de croissance, donc il serait
préalable d’améliorer les techniques d’hémocultures pour les Selon
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(M. Archambaud et al., 2008).

30 cas (8.82%) sont des cultures contaminées, c’est-a-dire présence de 2 a 3 types des germes
différents dans le méme flacon , ou bien la présence des germes de I’environnement ou des
germes saprophytes de la peau comme , Bacillus sp , Micrococcussp , corynebacteriemsp et
propionibacteriumsp , pour cela les hémocultures doivent étre prélevées a des moment

différents .

Le nombre de 3 a 4 hémocultures échelonnées sur 48 heures est suffisant lors de fievre
typhoide ou paratyphoide ou de brucellose. Dans l'endocardite, 3 hémocultures sont
demandées sur une période d'une a deux heures le premier jour.Selon PHILIPPON et
al.(1983).

111.1.2.Répartition des résultats positifs selon les services

La fréquence de I’hémoculture positive selon les services est représentée par la figure 5

40 -
35 -
30 -
25 - 2
20 -
15 -
10 -

Pourcentage

MIH MIF MIP

service de maladie infectieuse

Figure 5 : Répartition des résultats positifs selon les services

Cette figure montre que le taux des hémocultures provenant de service MIF (42,85%), est plus
élevé que celui provenant du service MIH (36,73%), alors que celui provenant de service MIP
est de (20.49%). Notre résultats est comparable avec DEMBELE 2008 Le taux élevé des
hémocultures positives chez les femmes pourrait étre expliquée par le fait que les femmes
possédent plus de portes d’entrée que les hommes.
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111.1.3.Répartition des résultats positifs selon I’Age des patients

La fréquence de I’hémoculture positive selon I’age est représente par la figure 6

Enfant(1j-12ans) Adulte(13ans-50ans) Vieux(>50ans)

Figure 6 : Repartition des
résultats positifs selon I’age

Les tranches d’Age des 340 patients étudiés, se divisent par trois catégories entre enfant
(1j-12ans) adultes(13ans-50ans) et vieux (>50ans), la tranche d’Age la plus touchée par les
septicémies dans nétres études est la tranche d’adulte avec un taux trés élevé 53,06%, suivie
par le tranche d’enfant avec un taux de 28,57%, et la tranche d’Age des vieux avec un taux de
18,36%. Nos résultats sont similaires a ceux trouvés par DEMBELE 2008.

111.1.4.profiles des résultats positives selon les portes d’entrées
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Les portes d’entree des germes isolés par hémoculture sont représentées par la figure 7.

m Urinaire
m Cutané
m Digestive

m Inconnue

Figure 7: Répartition des portes d’entrées des germes

D’aprés cette figure , nous remarquons que la porte entrée la plus fréquente est urinaire avec
un taux de (34,69%) ,le taux de la septicémie dont la porte d’entrée est inconnue, est élevee
similaire & la porte d’entrée urinaire , suivie par la porte entrée cutanée avec un taux de

(18,36%) , puis par la porte entrée digestive avec un taux de (12,24%).

Les portes entrées la plus fréquente est inconnu avec un taux de 34,71%, qui peut étre lie a la
flore endogéne et saprophyte du malade ou & une origine nosocomiale, suivie par la porte
entrée urinaire avec un taux de 34,49%, cela peut étre explique par influence d’un ensemble
de facteur I’infection :

-Le sondage vésical, qui est le facteur principal responsable des infections urinaires lies au
soin

-L’hospitalisation & longue durée

-manque d’hygiene (désinfection incompléte de matériel réutilisable selon

(Bonnet JMet al ., 2002).
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111.1.5.Représentation des bactéries isolées selon la coloration Gram

Les bacteries isoler selon la coloration de Gram est représenté par la figure 8

mgarm-

mgram+

Figure 8: Répartition des bactéries isolées selon la coloration de Gram

D’aprés cette figure, nous avons remarqués que le taux des bacilles Gram négatif ou BGN et
plus élevé par rapport au taux des cocci Gram positif obtenu.Nos résultats sont confirmés par
les résultats de. KI-ZERBO GA et al .1996, DOSSO M, et al 1988, NKURIKIYINFURA JB
et al 1985 qui ont travaillé sur plusieurs région au niveau du Mali ( Abidjan, Dakar, Kinshasa

et Bamako).
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111.1.6.Répartition des résultats selon les souches isolées

Les différents germes identifies sont représenté par la figure 9
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Figure 9: Répartition des germes isolées

A partir de 49 germes identifies, nous avons remarqués que E. colioccupe la 1* classe avec
une fréquence de 26.53% suivie par S. aureus et Salmonella typhiavec un taux de 12.24%,
suivie par Enterococcus et K. pneumoniae avec un taux de 8.16% , suivie par Brucella
melitensis et Streptococcus a hemolytique et Pseudomonaseaeroginosa avec une fréquence
de 6.12%

Les plus faibles taux sont ceux des Cloaceae avec un taux de 4.08%, suive par Proteus
mirabilis, Serratiaodorifera , Streptococcussp.

Nous avons aussi constaté que les Enterobacteries prédominent par rapport les autres
bactéries & Gram positif nos hémocultures confirme les résultats de DOSSO et al ,1988de
KI-ZERBO et al1996,et de NKURIKIYINFURA et al 1985.

Les principales Entérobactéries isolée dans notre travail, E. coli, et Salmonella typhi est,K.
pneumoniae, nousconfirme que nos résultats sont similaire a ceux retrouvés par I’hopital de
point G, Escherichia coli et K.pneumoniae, Salmonella enterica, Klebsiellapneumoniae et
Enterobactersp. ont été les principales Entérobactéries isolées des hémocultures au C.H.U. de
Cocody a Abidjan de1982 a 1986 (DOSSO et al., 1988) .
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Ces résultats peuvent s’expliquer par, le faite que les infections dues aux bacilles a gram

négatif, qui sont localisé peuvent généres une septicémie.

Parmi les BGN, nous remarquons qu’Escherichia coli est le germe, qui a été le fréquemment
isolé 26,53% surtout dans la septicémie a porte entrée urinaire. Cette fréquence est expliquée
par le faite qu’E.coli :

- Est une espece ubiquitaire, hdte normale de I’intestin et elle peut étre également
trouvée au niveau de diverses muqueuses chez I’Homme.

- Un germe facile a diagnostiquer

Concernant les cocci gram positif et Staphylococcus aureus occupent la perriere place suivie
par Enterococcuset Brucella melitensis en deuxieme place. Nous avons recus dans notre
stage des flacons pour trois patients de I’hopital d’EL AFFROUN de la wilaya d BLIDA, ces
patients agés entre 26-35ans étaient des éleveurs qui ont consommé du lait crus (lebane) de
la méme vache. Les trois patients étaient hospitalisés, ils avaient les mémes symptomes, des
frissons hypothermies. Ces trois patients étaient touchés par Brucella melitensis.

Alors que les Staphylococcus o hemolytique et Proteus mirabilis c’est un germes hospitaliers
ne présentent qu’un faible pourcentage.

11.1.7.Résultats de I’antibiogramme des souches identifié

Le taux de résistance et de sensibilité chez E. coli est illustré dans la figure 10
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Figure 10 : Profile résistance et de sensibilitéd’E. Coliaux antibiotiques
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Les résultats d’antibiogramme d’E. Coli sont représentés dans cette figure , montrent que les
souches d’E coli se manifestent par un taux de sensibilité 100% a AMC et la CZN, FOX,
CAZ, IPM ,CN ,AKN ,CHL et un taux de la sensibilite de 92,30% a CST alors que le taux de
sensibilité a la CIP est de 84,61% puis la AMP de 61,53% , puis la TIC 38,61% .

Le taux de résistance et de sensibilité chez S.aureusest illustre par la figure 11
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Figure 11 : Profil de résistance et de sensibilite de S. aureus aux antibiotiques

Les résultats d’antibiogramme de S .aureussont représenté dans cette figure , montrent que
les souches de S aureus se manifestent par un taux de la sensibilit¢ 100% a PIP et la
FOX, CN, CHL,SXT ,FAD,RIF, TEC , CIP et un taux de la sensibilité 83,33% a P 00, OX1
,CFM ,VAN, OX5 et la TM de fréquence de 50% , puis de AKN , E, 30,76% .

Le taux de résistance et de sensiblite chez Salmonella typhiest illustre par la figure 12
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Figure 12 : Profil de résistance et de sensibilité de Salmonella typhi aux antibiotiques

Les résultats d’antibiogramme de Salmonella typhiSont représentés dans cette figure |,
montrent que les souches de Salmonella typhi se manifestent par un taux de la sensibilité de
100% a AMC et la IPM, CN, CHL, AKN et le taux de la sensibilité 83,33% a AMP ,TIC
,CZN,CAZ, CIP SXT et la CST de frequence de 66 ,66% , puis la 50% a la NAL.

Le taux de résistance et de sensiblite chezK. pneumoniaeest illustre par la figure 13
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Figure 13 : Profil de résistance et de sensibilité de K. pneumoniae aux antibiotiques
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Les résultats d’antibiogramme de k.pneumoniae sontreprésentés dans cette figure, montrent
que les souches de k. pneumoniae se manifestent par un taux de la sensibilit¢ de 100% a
FOXet la IPM, CN, AKN ,CIP et le taux de la sensibilité 75% a AMC ,CZN,SXT, CHL

Le taux de résistance et de sensiblite chez D’Enterococcusest illustre par la figure 14
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Figure 14 : Profil de résistance et de sensibilité d’Enterococcusaux antibiotiques

Les résultats d’antibiogramme d’Enterococcus sont représentés dans cette figure , montrent
que les souches d” Enterococcus se manifestent par un taux de la sensibilité de 100% a P et la
TIC, CZN, GN, PT ,AKN ,CIP ,SXT ,VAN, CHL, IPM ,SXT et le taux de la sensibilité
75% a AMP , FOX , E, RIF, PTN et la fréquence de 50% a la PA ,PTN ,TE .

Le taux de résistance et de sensiblite chez Brucellamelitensisest illustre par la figurel5

36



RESULTATE ET DISCUTION

100 100 100 100
£ 100
)
(%2}
g 80 66,66 66,66
L
L 60
&
2 40 33,33 33,33
L
S 20
S 0 0 0 0
% O — pr— = p— y y
g STR CN DOC TE RIF NCCLS  Typed'ATB
&£
m Brucellamelitensis Sensible CMI Brucella melitensis Resistant CMI
+

Figure 15 : Profil de résistance et de sensibilité de Brucella melitensis

Les résultats d’antibiogramme de Brucella melitensissont représentés dans cette figure,
montrent que les souches de Brucella melitensis se manifestent par un taux de la sensibilité
de 100% a STR et la CN, DOC, TE et le taux de la sensibilité 66 ,66% a RIF, NCCLS.

Notre étude menée sur les tests des espécesbactériennesisolées, sensibles aux antibiotiques
(antibiogramme), a mis en évidence I’existence de fréquences variable de I’antibioresistance
des différentes bactéries identifiées. Ceux-ciont montré que les bactéries ont développées des
moyens de résistance, qui leur conférent une insensibilité aux antibiotiques, ce qui pose un

probléme majeur dans la thérapeutique.

Dans notre étude nous avons trouvées que la majorité des bacilles & Gram négatif, qui font
parties des Entérobactéries qui a une fort sensibles (100%) a les p — lactamines sauf a la
pénicilline nous avons observé une fort sensibilité a100% a I’Amoxicilline (AMC), (FOX),
(IPM) et une fort sensibilité aussi a les aminosides (CN), (AKN) et autre (CHL), est une
sensibilité de 80% a (SXT),(AMP). Selon Nampouzanga Anselme DEMBELE, (2008).

Nous avons observé que la majorité des cocci Gram positif, qui a une forte sensibilité (100%)
a lesp — lactamines (AMC) Aminoside (CN),(AKN) est les Quinolones (CIP) est les
Glycopeptides (VAN) (TEC) , est une sensibilite de 80% a (CHL), (SXT) ,(RIF),(F) Selon
Nampouzanga Anselme DEMBELE, (2008).
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Conclusion

Le sang, milieu naturellement stérile, peut devenir un foyer de développement pour les

germes pathogénes, opportunistes ou commensaux.

Le diagnostic de la septicémie doit étre rapide et précis, alors que I’hémoculture (24h jusqu’a
10jours) reste la méthode la plus utile et la plus puissante qui permettent de réaliser ce
diagnostic, dans le but d’affirmer une infection sanguine généralisée et de guider la thérapie.

Sur les 340 préléevements d’hémoculture étudiés pendant une période de 5 mois (fevrier-juin),
261 (76,76%) étaient négatifs un taux qui est trés élevé et remarquable, vue la nécessité de

trouver une nouvelle méthode de diagnostic plus rapide,

Parmi les germes les plus isolés d’hémocultures, les bacilles & Gram Négatif 67,33%, E coli
représente 26,53% des cas positif,

Ce qui confirme que la porte d’entrée la plus fréquente est la porte urinaire (34,69%) et que
les femmes sont les plus touchées (42,85 %),

La plus par des hémocultures positives sont d’origine nosocomiale cela est explique par la
fréquence élevé des bactéries multi- résistance qui sont en générale des Entérobactéries

L’émergence de phénomene de résistance aux antibiotiques conduits a des échecs
thérapeutique et des problemes économique due a la rareté des molécules des antibiotiques

actuellement active sur les bactéries
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Gélose sang cuit (Originale) Gélose Hektoen (Originale)

Gélose sang frais (Originale) Gélose Mueller Hinton (Originale)

Souche de référence S.aureus Souche de référence S.aureus (ATCC6538P)

(ATCC25923)
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Colonie d’E. Coli (Originale) Colonie de S.aureus (Originale)

Colonie de Brucella (Originale) Colonie de Salmonella typhi (Originale)

Colonie de K. pneumoniae (Originale) Colonie de Staph blanc (originale)
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Galerie de Proteusmirabilus (Originale) Galerie de K.pneumoniae (Originale)

Galerie de Brucella (Originale) Galerie de K. pneumoniae (Originale)

Galerie d’E. Coli (Originale) Galerie aprés incubation (Originale)
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Bacteriologie (Originale) Represente unité Bacterlologle (Original

v

Etuve pour seche les milieux (originale) Etuve CO; (Originale)

Etuve de laboratoire (Originale) Réfrigérateur de laboratoire (Originale)
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Incubateur de laboratoire (Originale)

Agitateur de laboratoire (Originale)

1

Disque d’antibiotique (Originale) Microscope optique (Originale)
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Coloration de gram (originale)

Test de coagulase (originale) test de catalase (originale)



Les Composition des milieux

Gélose Mueller -Hinton : formule g/ml

infusion de viande de bceuf déshydrate : 300 g

peptone de caséing ...................... 175¢
amidonde mais ...........oociieiiinnnn 15¢g
210 1| PP PUPPPUPPPOR I 4o
I’eau physiologie ..................... 1000 ml
pH=74

Gélose nutritif : formule

extrait de viande........................1,0g/L

extrait de levure..............ooooiniies 2.5g/L
peptone..........ecvevveiiiieinnnnn...5,0g/0
chlorure de sodium...................... 5,00/L
Agar.........oooeiiiiieiii e 15,0g/L0

pH=7,0

GéloseHektoen :formule

PEPLONE......ee e 129
JEVUNE. ... 39
SOTIUM...ciiiiiiie e 59
SOAIUM...ciiiiiiie e 59
DIHAITES. ... 99
AGAr. ..o 14g

pH final = 7,5

Gélosé Chapman : formule

PEPLONE i 119
Extrait de viande de beeuf :..........cccooeieinne. 19
Chlorure de sodium :.........ccoceevvviiiieiieennn 759
Mannitol @i 109
Rouge de phénol :.........ccccoevviiiiic 0,025¢
AGAr-Agar @i 159
Eau distillée ©........ccooevvviieiiiecieee 1 Litre

pH =74
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Les Liste des Tableaux
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Tableau VI: Différents ports entrée dans le tableau ci-dessous

Port d’entrée Circonstances Germes les plus

probables

Peau Furoncle, abces, plaie | Staphylococcus aureus.
infectée, cellulite.

Cathéter. S.Pyogénes, BGN,
Clostridium
, S.epidermidis, KES
Acinétobacte,
Pseudomonas, candida.

Broncho- Pneumonie,  broncho- | Streptococcus

pulmonaire pneumonie (acquise en | pneumonie,
dehors de I’hdpital). Haemophilusinfluenzae,
Pneumonie par | Staphylococcus aureus
aspiration. Anaérobies, E. coli,
Trachéotomie, KES,proteus,
ventilation assistée. acinetobacter.

Intestin Obstruction, Bactéroidessp,
perforation, cancer, | E. coli, KES,
diverticules, proteus, anaerobies
intervention Gram positifs
chirurgicale. Diarrhées. | Salmonella.

Voie biliaires Cholécystites, E. coli, KE, proteus,
cholongites, entérocoques.
obstruction.

Urinaires Pyélonéphrite, E. coli,entérocoques.
chirurgie,
instrumentation,
sondage, obstruction.

Geénitale féminine Accouchement, E. coli
avortement. Streptocoques (A, B, D,

anaérobies),
Bacteroidessp,
clostridium.
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BGN :

Aucune

visibau
Aucune visible

Saplyngite .

Leucémie, neutropénie,
cancer,
immunodépression.

Neisseriagonorrhoeae.
Staphylococcus aureus,
BGN, Streptocoques.
P.aeroginosa,

Valvulopathie. E. coli,

Prothese cardiaque. , KES.

Fermier, vétérinaire. Streptococcus viridans,
entérocoques, S.bovis,

autres Streptocoques,
S epidermidis .Brucella

Bactéries Gram Negatifs.(Pechere et al., 1992).
KES : Klebsiella, Entérobactér ,Serratia

Tableau V:Représentation des caractéres biochimiques chez les Entérobactérie

GLUC | LACT | ONPG | INDOLE | VP | CIT MOBILITE | UREE | TDA | H»S
RATE
Escheichia + + + + - - + - - -
Citrobacter + + + - - + + - - + /-
Klebseilla + + + + /- + + - + - -
Serratia V + - + - + + + - - -
Salmonella + - - - - + /- + - - +
Shigella + - +/- +/- - - - - - -
Proteus + - - +/- - +/- + + + +/-
Providencia + - - + - + + - + -
Yersinia + - + +/- +* |- +* + - -
Enterobacter + + + - + + + - - -
*:20C° seulement (Krieg et al. 1984)
Tableau VI:Représente des caractéres biochimiques chez E. coli
ONPG | MANITOL INDOL LDC | ODC | CITRATE VP | UREE | TDA | ADH
+* + +* F* HEx . . _ _

E.coli

*Quelques exceptions
**90% Des souches

(Berche et al. ,1999)

Tableau VII:Représentation des caractéres biochimiques de différentes especes de
Klebsiella
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VP ONPG LDC IDOLE UREE
K.pneumoniae + + + - 1%
K.oxtaca + + + + +
K.ozaenae - + D - D
K.rhinosceromatis | - - - - R

(Fauchet et Avril.,2002)

Tableau VIII: Représentation des caractéres biochimiques de différentes especes
d’Enterobacter

ADH LDC oDC UREE PIGMENT
JAUNE
E.cloacae + - + - -
E.aerogenese - + + - -
E.agglomerans | - - - - D
E.sakazakii + - + - +
E.asburiae - - + - +

(Fauchet et Avril., 2002)

Tableau : IX les caractéres d’identification des trois principales espéces du genre
Staphylococcus

Caracteres S.aureus S.epidermidis S.saprophyticus
d’identification
Coagulase + - -
Acidification + - +
Réduction des + + -
nitrates
Production de a + - -
toxines
Protéine A + - -
sensibilité a la Sensible Sensible Résistant
novobiocine

(Fauchet et Avril.,2002)
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Liste Des Antibiotiques Pour Chaque Germe

Tableau X : Les Antibiotiques spécifique Pour Les Entérobactéries

ANTIBIOTIQUE

ABREVIATION

Amoxicilline AMC
Ampicilline AMP
Cefazoline CZN
Ceftazidime CAZ
Colistine CST
Imipenem IPM
Gentamicine CN/GN
Ciprofloxacine CIP
Chloramphenicol CHL
Cefoxitine FOX
Cefotaxine/ Ceftriaxone CTX-CRO
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Tableau XI : Les antibiotiques spécifique pour les Staphylococcus

Antibiotique Abréviation
Peénicilline P
Oxacilline 5 OXCs

Oxacilline 4 OXCy

Cefoxitine FOX
Gentamicine CN/GN

Amikacine AKN
Erytromycine E
Vancomycine VAN

Teicoplanine TEN
Ofloxacine OFX
Chloramphenicol CHL
Acide fusidique FAD
Fosfomycine FOS
Pristinamycine PTN
Cotrimoxazole SXT




ANNEXE 1l

Tableau XII : Les antibiotiques spécifique pour les Streptococcus Et S. Pneumoniae

Antibiotique Abréviation
Peénicilline P
Erytromycine E
Ticarcilline TIC
Levofloxacine LVvX
Vancomycine VAN
Cefoxitine FOX
Rifampicine RIF
Imipenem IPM
Streptomicine STREP

Tableau X111 : Les antibiotiques spécifique pour les Brucella melitensis

Antibiotique Abréviation
Streptomycin STR
Gentamicin CN
Doxycycline DOC
Tetracycline TE
Rifampim / Sulfamethozaxole RIF

/

NCCLS
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