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ABREVIATIONS

e AAF : Aggrégative Adherence
Factor

e ADH : Arginine dihydrolase.

e AMPc : Acide Adénosine

Monophsophorique cyclique

Ampi-R : Ampicilline Résistant

e ANAES : Agence Nationale
d’Accréditation et d’Evaluation
en Santé

e ANC : Acide Nalidixique
Colistine

e BCP : bromocrésol pourpre

e BHRe : bactéries hautement
résistantes émergentes.

e BLSE : Béta Lactamases a
spectre étendu

e CHU : Centre Hospitalier
Universitaire

e CIT : Citrate

e CLSI : Clinical laboratory
standard institute

e CMI : Concentration Minimale
Inhibitrice

e CO2 : dioxyde de carbone

e CRP : Protéine C Réactive

e C1G: céphalosporines de 1lere
génération

e C3G : céphalosporines de 3éme
génération

e CTX-M :céfotaximase-Munich

ECBU : examen
cytobactériologique des urines
ECET : Escherichia coli
entérotoxinogenes

E. coli: Escherichia coli
ECOR : Escherichia coli
Reference

EHEC : Escherichia coli

entérohémorragiques

Etest :Epsillometer test
EXPEC: Extra-intestinal
pathogenic Escherichia coli
g : gramme.

GEL : Gélose

h : heure

HAS : Haute Autorité de Santé
Hek : Hémagglutinine
d’Escherichia coli K1

H202 : peroxyde d'hydrogéne
H;S : Sulfure d’Hydrogéne
| : intermédiaire

IAS : Infection Associée aux
Soins

ibeA : invasion of brain
endotheliumA

ibeB: invasion of brain
endothelium B

ibeC: invasion of brain
endothelium C

Ig : Immunoglobuline

IgA : Immunoglobuline A



1gG : Immunoglobuline G

IgM : Immunoglobuline M
IMF : Infection Materno-Feetale
IN : Infection Néonatale
INPEC: Inra- intestinal
pathogenic Escherichia coli
ISO : Infection Site Opératoire
IV : Intra Veineuse

j rjour

KCN : cyanure de potassium
KPC : Klebseilla pneumonaie
carbapénémase

Kg: kilogramme

LCR : Liquide Céphalo
Rachidien

LDC : Lysine Décarboxylase
LPS : lipopolysaccharide

MAP : Menace d’Accouchement
Prematuré

MIF : Facteur Inhibiteur de
Migration

mg: milligramme

ml : millilitre

mm : millimétre.

NDM : New Delhi métallo p-
lactamase

NT: non teste

ODC : ornithine décarboxylase
OmpA : protéine de membrane
externe A

OmpT : protéine de membrane
externe T

OMS : Organisation Mondiale de
la Santé

ONPG: Ortho-nitrophényl- -

galactoside

OXA : Oxacilline

PapGl|I : pyelonephritis
associated pili Gl

pH : potentiel hydrogéne
PAI : ilots de pathogénicité
PL : Ponction Lombaire
PV : Préléevement Vaginal
R : résistante

RAS : Rien a signaler

RM : réaction rouge de méthyle

RPM : rupture prématurée des

membranes

S : sensible

SA : semaine d’aménorrhée

S. agalactiae : Streptococcus

agalactiae

SGB : Streptocoque du Groupe B

SHYV : sulfhydryl variable

TDA : tryptophane désaminase

TEM : Temoneira (nom de

patient)

TRI : TEM Resistant Inbibitor



UFC : Unité Formant Colonie

VP : réaction de Voges-

Proskauer

TSA : Gélose Trypto-caséine soja

°C : Degré Celsius.

pm: micromeétre.

% : pourcentage.
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Introduction générale

L’infection bactérienne demeure une cause de morbidité et de mortalité néonatales malgré les
progrés de la médecine[1].Annuellement, sur 130 millions de nouveau-nés dans le monde, 4
millions en décédent durant les 4 premiéres semaines de leur vie et 99 % d’entre eux meurent

dans les pays en voie de développement[2].

La résistance des bactéries aux antibiotiques est un probléme de santé publique. Le
développement de cette résistance se fait d’une part, par des mécanismes biochimiques en
réponse a la pression de sélection exercée par les antibiotiques [3]. D’autre part, elle est due a
une épidémiologie particuliére des genes liée aux différents supports possibles : chromosomes,
plasmides ou transposons.[4]. Parmi les résistances qui évoluent considérablement, on retrouve
la production de BLSE par les Escherichia coli, ce qui influence I’évaluation et limite le

traitement des infections communautaires et associées aux soins[5]

Escherichia coli est une bactérie isolée fréquemment en maternité soit a partir de
prélévements vaginaux effectués au 3™ trimestre de grossesse, soit a partir de prélévements
périphériques de nouveau-nés[6].La colonisation vaginale d’E.coli peut étre un facteur de
risque de complications durant la grossesse, surtout si les souches présentent des facteurs de
virulence[7]. Parmi les nombreux sérotypes capsulaires d’E.coli, les souches de sérotype
capsulaire K1 se montrent plus virulentes, provoquant une infection chez le nouveau-né. En
effet, ce sérotype est responsable de 60 a 85% des méningites néonatales a E.coli [8]. Dés lors,
il est judicieux d’étudier I'antibiorésistance associée aux E.coli K1[9] ,afin de prévenir la gravité
de I'infection et le risque néonatal [10].

Alors, quelles sont les étapes a suivre afin de réaliser une étude sur I’antibiorésistance de cette
bactérie a Haut Risque Néonatal? Et comment adapter le traitement afin d’optimiser 1’effet

thérapeutique?

L’objectif de ce travail de these s’intégre dans 1’axe « Antibiorésistance des souches E. coli K1
chez les femmes enceintes » et s’intéresse particulierement a la résistance du sérotype K1 dans
les infections materno-feetales au niveau du laboratoire de microbiologie de 1’hopital Hassiba

Ben Bouali a Blida.

Ce travail est encadré par Pr. Oukid Samira. Nous entamerons avec les caractéristiques
générales d’Escherichia coli, puis son pouvoir pathogéne, le role du laboratoire dans 1’étude de
I’antibiorésistance de la souche E.coli K1, et enfin les moyens de lutte contre les infections

materno-feetales causées par cette bactérie.



Chapitre 1 : Généralités sur Escherichia coli

1 Historique:
Escherichia coli est I’une des bactéries les plus étudiées étant un organisme bien connu en plus

d’étre une source trés appréciée pour la production de protéines recombinantes a grande échelle
[11]. Des travaux considérables en génétique et biologie moléculaire ont été entrepris sur une
méme souche d’Escherichia coli et les résultats ont souvent été extrapolés un peu abusivement

sur la totalité des entérobactéries [12]

Cette espéce est connue depuis la fin du X1IXe siécle. [13]Elle représente 1’espéce prédominante
de la flore aérobie-anaérobie facultative a des quantités de 108-10%g de selles chez
I’homme[14].

E.coli fait maintenant partie de la famille des Enterobacteriaceae .Isolée pour la premiére fois en
1885 par le bactériologiste TheodorEscherich, a partir de féces d’enfants [15].Le pédiatre
germano-autrichien a utilisé ses propres méthodes de culture anaérobie, puis la nouvelle
technique de coloration de Hans Christian Gram[16].E.coli est un bacille gram négatif anaérobie
facultatif. Escherich I’a nommée d’abord Bacterium coli commune. Puis, en 1919 Castellani et
Chalmers ont proposé le nom de E.coli mais c’est jusqu’a 1958 que cette dénomination a été
officiellement reconnue. Escherich a appelé a l'origine le bacille du c6lon commun Bacterium
coli commune. Castellani et Chalmers ont proposé le nom E. coli en 1919, mais il n'a été
officiellement reconnu qu'en 1958[17]

Avec I’avénement de la bactériologie moléculaire et du séquengage génomique, E.coli a attiré
tous les regards des chercheurs. [18].Ainsi, E coli a été le modeéle choisi dans 11 prix Nobel. Le
prix Nobel Jacques Monod (1965) qui élucida chez elle propriété de réguler 1’expression des

géenes[19].

La combinaison des antigenes de surface ( flagellaires et capsulaires) déterminent environ

700 000 E.coli différentes. La majorité des souches appartiennent a la flore commensale
digestive, cependant, d’autres peuvent acquérir des facteurs de virulences spécifiques qui
donneront des pathologies[20]. Les maladies touchent les humains et les animaux provoguant
une infection des voies urinaires (IVU, évoluant parfois vers un syndrome hémolytique et
urémique ou SHU), infection du sang et du systéme nerveux central (septicémie / méningite) et

infection gastro-entérique[21].



Les souches d’E.coli sont classées en groupes appelés pathotypes selon le site et le type
d’infection. Les groupes comprennent les E. coli entéroagrégatives,
entérohémorragiques(EHEC), entéropathogénes, entérotoxinogénes, uropathogénes, associées a

la méningite et septicémiques [22].

La plus connue des souches est I’E. coli O157: H7 entérohémorragique qui produit la shiga
toxine [23]. On constate récemment une augmentation de la densité d’incidence des
entérobactéries productrices de béta-lactamase a spectre étendu (EBLSE), liée a I’émergence
d’Escherichia coli BLSE[24].

2  Caracteres bactériologiques d’Escherichia coli :

2.1 Caracteres morphologiques:
Escherichia coli est un bacille mesurant quelques microns de long et 0,5 mm de large, les

bactéries en croissance rapide étant plus allongées que les bactéries quiescentes (0,5-3um)[21].
A fort grossissement, elle ressemble a un batonnet. (figure 1).Elle possede des flagelles en
forme de fouet gu'elle utilise pour se déplacer dans son environnement, ou des pili en forme de
cheveux afin de se fixer a des surfaces ou a d'autres cellules. [25].E.coli est non sporulée,
environ 70% des souches sont mobiles a 37°C, avec une ciliature péritriche, sans capsule, mais

certaines souches peuvent exceptionnellement en posséder une. (capsule K1) [12].

Une souche d’E.colide laboratoire avec une morphologie typique en
forme de batonnet. (Crédit photo: Brian Wade)




Une souche entéropathogéne d’Escherichia coli qui produit des pili
ressemblant & des cheveux.

2.2 Caracteres culturaux:
E.coli est un germe aéro-anaérobie facultatif, sa culture est facile sur milieux ordinaires et

lactosés. Sur milieux solides aprés 18-24h les colonies sont arrondies, lisses, a bords réguliers,
de 2 a 3 mm de diametre. Les entérobactéries type Mac Conkey, Drigalski poussent sur les
milieux sélectifs. [12]. Sa température de croissance optimale est de 37°C. [26]

> En bouillon liquide, E.colidonne un trouble homogéne aprés 8 a 24 heures d'incubation.

> Sur gélose nutritive, les colonies apparaissent aprés 12 a 18 heures d’incubation, elles sont

rondes, lisses, a bords réguliers, de 1 a 3 mm de diamétre, non pigmentées, facilement

émulsionnées.
> Sur les milieux lactosés, les colonies sont généralement lactose positif.

> Sur gélose au sang, certaines souches peuvent étre béta hémolytiques. [27]

Certaines souches déficientes en thymidine donnent des colonies naines, tandis que d’autres se

cultivent exceptionnellement sous forme de colonies muqueuses [28](Figure 4).



Les figures ci-dessous montrent 1’aspect des colonies d’Escherichia coli sur différents
milieux de culture :

Figure 4 Milieu chromogene pour ECBU : Colonies roses ( B-Galactosidase+)



Figure 6 Escherichia coli sur gélose Mac Conkey



Figure 7 Culture d’Escherichia coli sur gélose Chocolat + polyvitex 24h a 37°C

2.3 Caracteres biochimiques :
Escherichia coli posséde les caractéres biochimiques suivants :

e Elle est catalase +

e Oxydase —

e Nitrate reductase +.

e Elle fermente le glucose, le lactose, le saccharose, et le maltose en produisant un gaz.

o Citrate de Simmons -

e Acidification du mannitol ( mannitol +)

e Production d’indole ( Indole +)

e Laréaction de VogesProskauer est négative ( VP -)

o Elle fermente les sucres via la voie des acides mixtes soit la réaction du Rouge de
Méthyl est positive (RM +)

e L’hydrolyse de ’ONPG est positive (ONPG + ), il n’y a pas de production de H>S ( -),
et la réaction de 1’urée est négative ( Urée -)

e Elle possede une ODC et une LDC.,

e Elle est dépourvue de phénylalanine-désaminase, de gélatinase, et n’utilise pas le

malonate.



e Enfin, elle est KCN, adonitol et inositol négative. [12]

Le tableau suivant résume les activités enzymatiques et la fermentation des sucresa partir de
galeries d’identifications validées. Ces derniéres permettent également de faire le diagnostic

différentiel entre Escherichia coli et les autres Entérobactéries.
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Légende :

+ : caractére positif
- : caractéere négatif
+/- : caractere inconstant.[29]

Seulement, les caractéres peuvent étre erronés ou aberrants : 4% des souches sont Indole — et ce
dd a une mutation. Aussi, les plasmides sont capables de coder certains caracteres tels que la
production d’H>S. Notons aussi que les E.coli entéro-hémorragiques de sérotype O157 : H7 sont

sorbitol — contrairement aux autres souches[12]

2.4 Caracteres antigéniques :
E.coli posséde quatre types d’antigénes qu’on va détailler :

L’antigene somatique O, définissant le sérogroupe, est contenu dans les lipopolysaccharides
présents sur la paroi bactérienne des souches a coloration de gram négative. L’antigéne
flagellaire H est de nature protéique entrant dans la structure du flagelle permettant la
mobilité de la bactérie. L’antigéne de surface K est présent de fagon inconstante mais
bloque I’agglutinabilité de 1’antigéne O et donc le sérogroupage lorsqu’il est présent.
L’identification des antigénes et sérogroupes a permis de différencier des souches
pathogénes des souches commensales. En effet, certains sérotypes ne sont jamais, ou

rarement, associés a des maladies tandis que d’autres le sont trés fréquemment. [30]

2.4.1 L’antigéne somatique O :
Les antigénes somatiques sont composés de lipopolysaccharides (LPS) présents sur la

paroi bactérienne. Certaines molécules de LPS permettent a la bactérie de se protéger




contre I’action lytique du complément, la fixation des anticorps et la phagocytose. Sa
structure a plus de 190 variétés antigéniques [12].Cet antigene somatique est identifié
par des immuno-sérums spécifiques en formant lentement des agglutinats granulaires et
difficilement dissociables par agitation [12].Cette propriété permet de classer par
sérologie les différentes souches d Escherichia coli dans les groupes O [28]. La
synthése de I’antigéne O peut étre interrompue en culture par le passage des colonies
E.coli du type S(smooth, lisse) au type R ( rough, rugueux) n’exprimant plus 1’antigéne
O. Son absence empéche le sérotypage via les méthodes classiques, cependant le typage
génétique reste possible. Les génes codants pour les enzymes impliquées dans la
synthése de I’antgéne O sont regroupés dans le << Cluster de géne rfb>>
[31].L’amplification puis la restriction par 1I’endonucléase Mboll permet I’obtention de
profils permettant I’identification du sérogroupe des souches R. Le sérogroupe identifié
sera noté par exemple R157 par analogie au sérogroupe identique O157 obtenu par
agglutination. En outre, ce type d’identification permet une caractérisation plus fine des

souches par rapport au sérogroupage classique[32].

2.4.2 L’antigene flagellaire H :
De nature protéique,il entre en jeu dans la structure du flagelle permettant la mobilité de

la bactérie [33].La diversité des antigenes H tient a la variabilité des sous-unités de
flagellines qui constituent le flagelle. Ces antigénes sont variables entre les espéces et
méme au sein d’une méme espéce parfois, contribuant de ce fait a la définition du
sérovar. Le typage est réalisé par séroagglutination mais n’est effectué que par de rares

laboratoires spécialisés[30].

2.4.3 L’antigene de surface K:
L’antigeéne K entoure la paroi de E.coli et peut masquer I’antigéne O [34]. Il est de nature

polysaccharidique et est inégalement réparti dans I'espéce. Certains antigenes K constituent
une Véritable capsule semblable a celle des Klebsiella [35].Le polysaccharide capsulaire K1
est une virulence majeure prendre en compte les souches d'E. coli responsables de la
méningite nouveau-né [36]. C'est aussi, cependant, trouve dans les souches UPEC, en
particulier celles isolé des enfants atteints de pyélonéphrite.Le polysaccharide capsulaire
K1 est un polymeére linéaire lié o -2,8-1 de environ 200 résidus d'acide sialique (NeuNAC),
se terminant a leurs extrémités réductrices par estérification en phosphatidique acide, une
modification qui ancre vraisemblablement ces chaines a la membrane externe, conférant

ainsi un charge de surface négative nette élevée [37].

Il existe 3 types de ’antigene K désigneés par les lettres L, A ou B.



e L’antigéne L : plus fréquent mais thermolabile (il est détruit en une demi-heure, a
100°C).Le chauffage provoque une perte du pouvoir antigénique.

e L’antigéne A : rare. C’est un antigéne capsulaire (les E.coli encapsulées sont
relativement fréquentes dans les infections urinaires). L’Ag A est trés thermostable (il
faut un autoclavage pour le détruire).

e L’antigéne B :polysaccharide non séparable de I’antigéne O [38]. Sa thermolabilité
devient intermédiaire a 100°C pendant plus de 30 minutes. L’antigéne persiste mais
I’antigéne O peut entrer en contact avec le sérum a cause du « trouage» de I’enveloppe.
La fixation de ’anticorps est toujours positive mais le pouvoir antigénique décroit

progressivement (proportionnellement avec la durée de chauffage)[39].

2.4.4 L’antigeneF:

Cet antigene est de nature protéique, thermolabile qui n’a aucune importance dans la

classification antigénique d’Escherichia coli [27]

3 Facteurs de virulence
Escherichia coli est la seule espéce dans le monde bactérien qui se distingue par la diversité de

son comportement pathogénique. 1l existe une remarquable variété de pathotypes, responsables
d’infections intestinales (InPEC) ou extra-intestinales (EXPEC) [40].

Par exemple : les souches EHEC pourraient avoir acquis la majorité de leurs facteurs de
virulence par transfert horizontal de matériel génétique.

Cette virulence est due essentiellement a la plasticité dans son génome qui lui a permis
d’intégrer des geénes regroupés dans « des ilots de pathogénicité » (PAI) ou portés sur des
plasmides dont le produit est impliqué dans le pouvoir pathogeéne de la bactérie sur I’hote. Ces

facteurs sont classés en cing catégories selon leur role biologique[14].

3.1 Lesadhésines:
Les adhésines sont des protéines fixées a la surface du corps bactérien dont la structure

stéréochimique leur permet de reconnaitre des récepteurs, souvent constitués de sucres
antigéniques, présents a la surface des cellules hotes[14].Ce sont des facteurs de virulence
importants car ils permettent aux bactéries uropathogenes de se fixer et de coloniser un appareil
urogénital humain en créant une réponse immunitaire [41].Certaines adhésines permettent aux
souches d’adhérer aux entérocytes de I’intestin afin d’y maintenir et de persister dans le tube
digestif [28],tels que : le pilus de type IV ; ’intimine ; adhésine AAF (aggrégativeadherence
factor) [42].
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3.2 Lesinvasines:
Les invasines sont des structures protéiques variées qui permettent 1’internalisation de la

bactérie dans les cellules pour traverser la barriére épithéliale et/ou endothéliale par tanscytose.
Elles sont impliquées soit, dans la translocation digestive ( protéine Hek) « Hémagglutinine de
E.coli K1 », soit dans I’invasion de la barriére hémato-méningée en se fixant aux récepteurs
spécifiques présents a la surface des cellules endothéliales cérébrales ( les protéines de surface
ibeA, ibeB et ibeC, ainsi que la protéine de membrane externe OmpA) [14].

3.3 Lestoxines:
On appelle toxine, tout type de protéine capable de provoquer une altération de la forme et

de la fonction des cellules de I’hote. Deux types de toxins sont majoritairement retrouvées
chez les Escherichia coli uropathogenes : A hémolysine et le Facteur Cytotoxique
Nécrosant ( CNF1) [43].

Certaines d’entre-elles contribuent a la fragilisation de 1’épithélium rénal (1’hémolysine a ;
la toxine Sat), favorisant ainsi le passage d’E.coli des urines dans le sang ; puis du sang
dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) [14].Et d’autres jouent un réle déterminant dans la
virulence digestive comme les entérotoxines produites par les E.coli entérotoxinogénes

(ECET) et la shiga-like libérée par les E.colientérohémorragiques (EHEC) [42].

3.4 Les systemes de capture du fer :
Ce sont I’ensemble des molécules qui permettent a la bactérie de capturer des quantités

suffisantes en fer, nécessaires au maintien de ses fonctions métaboliques, qui est retrouvé
sous forme ion ferrique Fe+3 complexés aux ions citrates (le systeme fec) ou liés a I’héme
des hémoglobines (le systéme chu) [14]. La capacité a acquérir le fer est essentielle pour
toutes les bactéries pathogenes, dont E.coli [37]. Le fer est indispensable pour le transport et
le stockage de I’oxygéne, la synthése de I’ADN, et le transport des électrons. E.coli sécrete
également des molécules appelées « les sidérophores » qui sont capables de soustraire les
ions Fe+3 aux transporteurs physiologiques et de les acheminer a la bactérie via un
récepteur spécifique. Les plus fréquemment rencontrées sont : 1’entérobactine (récepteur
FepA) ; I’aérobactine (récepteur IutA) ; la yersiniabactine (récepteur Fyu A), la
salmocheline (récepteur IroN) [14].Ces sidérophores lui offrent ’avantage de pouvoir

croitre dans un environnement de faible teneur en fer .
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3.5

4
4.1

Les protectines :
Représentent I’ensemble des facteurs qui assurent la protection de la bactérie contre le

systéme immunitaire de 1’hdte. Particuliérement contre le complément sérique, la
phagocytose par les cellules de la lignée macrophagique ; et les polynucléaires
neutrophiles. Et ce, soit en formant une barriére stérique de nature glucidique (Ag k, Ag
0) qui empéche la fixation du complexe d’attaque membranaire du complément
sérique, soit en intervenant sous forme de protéines de surface (Iss, OmpA) qui protége
la bactérie contre I’action du complément sérique. Il existe méme d’autres structures

(OmpT) destinées contre les peptides antibactériens (défensines par exemple) [14].

Sensibilité aux antibiotiques
Généralités sur les antibiotiques :

L’antibiothérapie a complétement révolutionné le domaine médical a partir des années
1940, entrainant une réduction significative de la mortalité associée aux maladies
infectieuses. Malheureusement, la résistance bactérienne aux antibiotiques traditionnels
a constitué un probléme de santé mondial. La premiere résistance qui concerne la
pénicilline s’est développée aux années 1950. Puis apparut la résistance aux C1G (
1970) et aux C3G (1990). De nos jours la fréquence des infections par les bactéries
résistantes a augmenté autant en milieu hospitalier qu’en milieu communautaire[44].
Escherichia coli est une bactérie majoritairement sensible aux antibiotiques
suivants : les sulfamides, triméthoprimes, tétracyclines, chloramphénicol et
aminosides[27].Sa souche sauvage présente une résistance naturelle aux macrolides
et aux glycopeptides[45], mais reste sensible aux [3-lactamines malgré I’existence a

I’état naturel d’un géne capable de produire une céphalosporinase [19].
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Figure 8 E. coli produisant CTX-M

4.2 Larésistance aux antibiotiques:
La pression sélective de I'utilisation, de la surutilisation et du mauvais usage des antibiotiques a

entrainé cette augmentation progressive de résistance. Les bactéries autrefois traitables sont
désormais incurables ou nécessitent la derniére ligne d'antibiotiques [46]. Les souches
Multirésistantes d'Escherichia coli (MDR), celles extrémement résistantes aux médicaments
(XDR) ainsi que les E.coli pan-résistantes (PDR) sont devenus un probléme mondial critique
[47]. Le transfert horizontal de génes interspécifiques et intra-espéces est suspecté d’étre le
processus dominant pour s’octroyer des bactéries multirésistantes , a la fois en milieu
communautaire et hospitalier [46]. Par conséquent, I’émergence des souches d'E. coli EXPEC
MDR, telles que la souche (ST) O25b: clone ST131, représente un défi majeur pour la
prévention et la prise en charge des infections & E. coli [48]. Des données de suivi des années
2000 indiquent que la résistance a toutes les classes d’antibiotiques existe parmi les souches d'E.
coli. Ceci inclut la production de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) (y compris TEM,
SHV, CMY et Types CTX-M),la production de carbapénémases (y compris KPC, NDM, VIM,
Types OXA-48 et IMP),la résistance aux fluoroquinolones, aux aminosides et triméthoprime-
sulfaméthoxazole [49], et derniérement, on a découvert une résistance a la colistine par
médiation par un plasmide [50]. La diffusion rapide des E.coli des clones EXPEC néo-résistantss
produit des flambées localisées de maladies extra-intestinales. Actuellement, les CTX-M-15 est
le BLSE sont les plus répandus parmi les EXPEC [48]. De plus, l'augmentation d'E. Coli ST131,
qui est souvent résistante aux céphalosporines a spectre étendu et aux fluoroquinolones (FQ), a
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gravement compliqué la traitement des infections des voies urinaires et celles transmissibles par
le sang aux Etats-Unis et dans le monde [51]. Une enquéte clinique sur 1’antibiorésistance a
révélé que E. coli ST131 est responsable d'environ 70% des infections cliniques résistantes aux
FQ et 55% des infections résistantes a la fois aux FQ et au triméthoprime-sulfaméthoxazole
[51]. Les souches d'E. Coli résistantes aux antibiotiques sont de plus en plus répandues, aux
Etats-Unis, 31,3% des isolats d'E. Coli étaient résistants a la FQ (FQ-R) parmi les patients
hospitalisés, de 2007 a 2010 [52]. En Inde, la prévalence d'E. Coli MDR des isolats, parmi les

patients hospitalisés avec des infections urinaires, était de 76% [53].

l\ N
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Traduit de la référence 11, Campagne de prévention de la résistance antimicrobienne du CDC américain.

Figure 9 Sélection de souches résistantes aux antimicrobiens

Pression de . Lgtte
sélection inadéquate

antibiotique contre les
infections
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Figure 10 Emergence et propagation de souches résistantes.
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4.3

Les mécanismes de résistance aux antibiotiques :

Les bactéries développent de la résistance a la suite d’une exposition aux antibiotiques.

L’antibiorésistance se propage a grande échelle selon les étapes suivantes : sélection

d’organismes résistants, élimination de la flore normale sensible au médicament et colonisation

avec ces micro-organismes résistants, contact d’une personne a I’autre et transmission dans

I’environnement puis finalement la transmission globale. La résistance bactérienne est d’origine

génétique. Les génes de résistance se trouvent soit dans le chromosome (résistance

chromosomique), soit dans un élément mobile, comme les plasmides, les éléments transposables

ou les intégrons (résistance extrachromosomique). 1l existe deux grands types de résistance : la

résistance naturelle ( ou intrinséque) , et la résistance acquise [44]

La résistance naturelle ou intrinseque : Les génes de résistance font partie du patrimoine
génetique de la bactérie. La résistance naturelle est un caractere présent chez toutes les
souches appartenant a la méme espéce. Elle délimite le spectre d’action des
antibiotiques. Par exemple, la présence d’une membrane externe chez les bacilles a
Gram négatif entraine la résistance a diverses classes de molécules par imperméabilité
(glycopeptides, macrolides, lincosamides, streptogramines, etc.). Aussi, la résistance
des entérobactéries et des Pseudomonas aux macrolides ou des bactéries a gram négatif
a la vancomycine est intrinséque.Ce phénomene peut étre dil a I’inaccessibilité de la
cible par I’antibiotique, a une faible affinité de la cible pour I’antibiotique ou encore a
I’absence de la cible.La résistance bactérienne naturelle est permanente et d’origine
chromosomique. Elle est stable, transmise a la descendance (transmission verticale) lors
de la division cellulaire, mais elle n’est généralement pas transférable d’une bactérie a
I’autre (transmission horizontale).

La résistance acquise : elle n’est présente que chez certaines souches d’une méme
espece ou d’un méme genre. Des fois, elle peut concerner la grande majorité de ces
souches comme, par exemple, la production de pénicillinase chez le staphylocoque qui

intéresse plus de 90 % des souches [3].
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Sur le plan biochimique, les bactéries ont développé quatre grands mécanismes
d’acquisition de la résistance: 1) la modification de la cible, qui entraine une perte d’affinité
de D’antibiotique pour cette derniére ; ii) la production d’une enzyme qui va détoxifier
I’antibiotique ; iii) 'imperméabilité, notamment par diminution du diameétre des porines
(pores au niveau de la membrane externe) chez les bacilles a Gram négatif et iv) I’efflux des
antibiotiques a I’extérieur de la cellule par des pompes énergie dépendantes. Le motif
commun a ces différents mécanismes de résistance est d’empécher 1’interaction de
I’antibiotique avec sa cible [3].

Figure 11 Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques 1- modification de la cible, qui
entraine une perte d’affinité de I’antibiotique pour cette derniére ; 2- production d’une enzyme qui va
détoxifier I’antibiotique ; 3- imperméabilité, notamment par diminution du diametre des porines chez les
bacilles & Gram négatif; 4- efflux des antibiotiques a [’extérieur de la cellule par des pompes énergie
dépendantes.

Sur le plan génétique, la résistance peut étre acquise par deux voies totalement distinctes. Soit
des mutations dans le génome, on parlera alors de transmission verticale a la descendance, soit
I’acquisition d’information génétique étrangere, en provenance d’autres bactéries, par transfert

horizontal.[3]

Les capsules augmentent la virulence des E.coli par deux mécanismes. Premiérement, en
permettant au pathogéne la fuite de la réponse immunitaire de I'héte par imitation des
molécules de I’hote; deuxiemement, en inhibant les activités opsonisantes du complétent et en

contribuant a la résistance sérique [54]

La capsule polysaccharidique d’E.coli K1 est un polymére linéaire li¢ a-2,8-1 d’environ 200

résidus d'acide sialiqgue (NeuNAc), se terminant a leurs extrémités réductrices par estérification

16



en acide phosphatidique, une modification qui ancre vraisemblablement ces chaines a la
membrane externe, conférant ainsi uncharge de surface négative élevée. Cela fournit a la
bactérie une barriere anti-phagocytaire qui inhibe la voie alternative du complément. De plus,
elle imite la structure moléculaire des vertébrés d’acides polysialiques, présentes sous la forme
embryonnaire de la moléculed’adhésioncellulaireneurale (N-CAM), et il a été suggéré que ces
similitudes entre la capsule d’E.coli K1 et les structures tissulaires de 1’h6te peuvent expliquer

sa faible immunogénicité chez I'homme [54].

Chapitre 2 : Pouvoir pathogene d’Escherichia coli K1

1 Portage vaginal d’Escherichia coli K1

1.1 La composition de la flore normale cervico-vaginale
Les microorganismes présents dans la flore vaginale sont classés en trois groupes en

fonction de leur concentration [55].

Groupe Composition
| Cetle flore est constifuée de bacléries acidophiles, essentiellement des Lactobacillus (flore de Doderlein)
reconnaissables facilement au GRAM dans leur morphologie classique = longs bacilles @ Gram posilif. De
Flore dominante nombreuses espéces peuvent éire présentes, les plus fréquentes &tant - Lactobacillus crispaius, L. gassern, L

jensenii, L iners. Certaines espéces ont un aspect trompeur a la coloration de Gram (aspect fin ou coccolde

(10° 2 10° bact / g) évoquant a tort des corynébactéries ou des streptocoques).

“ Variable d'une femme a une autre, les espéces qui la composent sont frés variées :
- Streptococcus agalactiae, Enterococcus, sireptocogues non groupables,
Flore sous dominante | -  entérobacténes (Eschenchia coli surtoul, mais aussi Proleus, Morganella, Klebsiella, Enterobacler el
Serratia aprés antibiothérapies prolongées ou mulfiples),
(104 bact / g) Staphylococcus aureus et autres staphylocoques,

bactéries anaérobies (Bacteroides, Prevotella, Fusobacterium, Clostridium, Peptostreptococcus,
Veillonella, Mobiluncus),

Gardnerella vaginalis,

Atopobium vaginae,

Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp,

Candida albicans (levure)

"l - Haemophilus influenzae el para-influenzae,

Streptococcus pyogenes, Streplococcus pneumoniae,
Flore exceptionnelle - Neisseria meningifidis, autres Neisseria et Moraxella
(<10 bact/ g)

Tableau 1 Flore vaginale de la femme

La flore vaginale d’une femme en bonne santé est composée du bacille doderlein (différentes
especes de lactobacilles) formant un biofilm sur la muqueuse. Ces bactéries ont un effet bénéfique
en inhibant la croissance, I’adhérence ou la propagation d’autres micro-organismes. Différents
mécanismes sont reconnus, y compris la sécrétion d’acides organiques, la production de
substances antimicrobiennes (peroxyde d’hydrogéne, bactériocines et biosurfactants), la

concurrence pour les nutriments (arginine deiminase), la concurrence pour les récepteurs
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(adhérence sur I’épithélium), I’exclusion stérique (biosurfactants, adhésion a 1’épithélium ou sur

la fibronectine) et la coagrégation [55].

1.1.1 Laformation de la flore vaginale
*A la naissance : la persistance chez la fillette des cestrogénes transmis par la mére en période

foetale explique que cette flore soit presque exclusivement composée de lactobacilles.

eDe la naissance a la puberté : apres disparition des cestrogénes d’origine maternelle, le taux
d’hormones reste faible et le pH vaginal plus élevé. La flore est alors variée et équilibrée bien
qu’assez peu abondante (entérobactéries, entérocoques, bactéries anaérobies, Streptococcus

agalactiae, Gardnerella vaginalis, staphylocoques..).

eChez la femme pubéere non ménopausée : cette période se caractérise par une forte
production d’cestrogénes et un pH vaginal bas. La flore est de nouveau dominée par les

lactobacilles, sauf parfois apres les regles ou un certain polymorphisme est souvent observé.

eAprés la ménopause : le tarissement des sécrétions hormonales explique le retour a un pH

vaginal élevé idem et une flore commensale variée et équilibrée[55].

1.1.2 Les bactéries de la flore vaginale normale
La flore bactérienne dominante est composée d’une diversité de lactobacilles essentiellement

(Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus jensenii, et Lactobacillus iners)
appelés Flore de Doderlein [56].
Ce sont des bactéries qui transforment différentes formes de sucres (présents dans la mugueuse
vaginale) en acide lactique, ce qui acidifie le milieu vaginal (donc diminue la prolifération des
mauvaises bactéries qui ne supportent pas le milieu acide) [56].
Il'y aaussi des bactéries appartenant a divers groupes écologiques issues des flores digestives et
oropharyngées de I’homme et des bactéries de portage fréquent issus d'hotes usuels de la flore
digestive, essentiellement [57]:
e Streptococcus agalactiae et Enterococcus sp ;
o Des entérobactéries : Escherichia coli majoritairement et des bactéries anaérobies ;
e etautres: Gardnerella vaginalis, Corynébactéries, mycoplasmes et certains Haemophilus
Sp;
o Des bactéries d'origine oro-pharyngée sont parfois présentes dans la flore vaginale :
Haemophilus influenzae , Streptococcus pneumoniae , voire Streptococcus pyogenes et

Neisseria meningitidis ;
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e Des bactéries des maladies vénériennes : Neisseria gonorrhoeae et Chlamydia

trachomatis [56].

Figure 12 La flore vaginale normale (Identification bactérienne).

1.1.3 L’importance de I'équilibre de la flore vaginale
La présence des lactobacilles qui constituent la flore de Ddderlein est indispensable car ces

bactéries bénéfiques possedent a des degrés divers des fonctions de protection des voies génitales
[56]

Les Lactobacillus inhibent la croissance des pathogenes :

*En créant un environnement acide qui protege le vagin de la colonisation par des germes
pathogénes. Seules les levures ne sont pas sensibles a cette acidité. Cette acidification résulte de
la fermentation du glycogéne en acides organiques (acide lactique essentiellement).

*En produisant de puissants oxydants par réduction incompléte du dioxygene en peroxyde
d’hydrogéne (H202) et anion superoxyde (O2-). Ces produits sont toxiques pour les bactéries,
comme les anaérobies strictes, qui ne possédent pas de systeme de détoxification (catalase,

peroxydase, super oxyde dismutase = SOD)
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En produisant des bactériocines qui agissent sur la plupart des pathogénes vaginaux en formant
des pores dans leur membrane cytoplasmique[12].

Les Lactobacillus inhibent 1’adhésion des pathogénes :

*En se fixant avec une meilleure affinité aux cellules épithéliales ;

*En sécrétant des biosurfactants, comme la surlactine, molécules amphiphiles qui créent un film

a la surface des cellules épithéliales empéchant ainsi I’adhésion des pathogénes.

Les Lactobacillus inhibent I’expansion des pathogenes

L. gasseri sécrete une protéine qui provoque la migration des macrophages facilitant ainsi
I’élimination des pathogénes.

Certains lactobacilles stimulent les monocytes qui sécrétent des substances pro-inflammatoires
dont TNF alpha, IL6 et 1L10 [12].

Tous les lactobacilles présents dans la cavité vaginale ne sont pas dotés de toutes ces propriétés,
ce qui explique, en partie, la disparité de réactions vis-a-vis des agressions microbiennes d’une

femme a I’autre [58].

1.1.4 Les éléments perturbateurs de la flore vaginale
Une flore vaginale équilibrée est une flore dominée par les lactobacilles chez la femme pubere

non ménopausée.

Les facteurs susceptibles de rompre cet équilibre et donc d’entrainer des infections sont multiples

: les antibiotiques (sauf le métronidazole et les quinolones), les antifongiques, les spermicides, les
diaphragmes, les stérilets, les douches vaginales, les pantalons serrés, la multiplicité des
partenaires sexuels et le tabac[12].

La composition de I'écosystéme vaginal n'est pas statiqgue mais change au fil du temps et en
réponse aux influences endogenes et exogenes. [59].

Les variables comprennent le stade du cycle menstruel, la grossesse, l'utilisation d'agents
contraceptifs, la fréquence des relations sexuelles, les partenaires sexuels spécifiques, le vagin
douches vaginales, utilisation de protege-slips ou de deéodorants vaginaux et utilisation
d'antibiotiques ou d'autres médicaments a activité immunitaire ou endocrinienne. L'exposition a
un milieu modifié entrainera une fluctuation de I'environnement local et augmentera ou diminuera
I'avantage sélectif de microbes vaginaux spécifiques. Par exemple, la perte de lactobacilles dans
le vagin a été associée a des rapports sexuels ou a l'utilisation d'antibiotiques pour des maladies
non vaginales. . [59].

Une autre étude a révélé que les rapports sexuels sans préservatif n'avaient aucun effet sur les
lactobacilles vaginaux mais conduisaient a une élévation les niveaux d'Escherichia coli et les

bacilles Gram négatifs facultatifs.[59].
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Au cours du cycle menstruel, les niveaux vaginaux d'hormones et de glycogéne varient, et le sang
menstruel modifie le pH vaginal et fournit un substrat pour de nombreux micro-organismes.
Néanmoins, les niveaux de lactobacilles vaginaux semblent rester constants tout au long du cycle;
les espéces non Lactobacillus augmentent pendant la phase de prolifération, tandis que les
concentrations de Candida albicans sont les plus élevées vers la menstruation (selon la
culture)[60]

2 Escherichia coli dans les infections urinaires basses
Infection urinaire est considérée comme l'infection bactérienne la plus fréquente; Escherichia coli

étant I'agent causal le plus courant [61].

Escherichia coli est une bactérie naturellement présente dans la flore intestinale de 1’homme et
des animaux homéothermes. Elle colonise de fagon asymptomatique le tractus digestif des
nouveaux nés dés les premiéres heures de la naissance, environ 107 a 10° Unité Formant Colonie
d'E.coli par gramme (UFC/g) de féces ce qui en fait la bactérie aéro-anaérobie facultative
majoritaire .Les isolats vaginaux d’E.coli qui sont pour la moiti¢ de sérotype K1 [56], possedent
un égquipement génétique codant certains facteurs de virulence qui favorisent la colonisation de
la cavité vaginale, I’envahissement du liquide amniotique et le développement d’une infection

chez le nouveau-né [9],et au tube digestif [62].

3 Escherichia coli dans les infections néonatales

3.1 Définition de I'infection néonatale
Toute infection bactérienne, virale ou parasitaire qui intervient entre le premier jour et la

quatrieme semaine aprés la naissance est appelée infection néonatale. On distingue deux types
d’infection néonatale. L’infection néonatale dite précoce apparait entre le jour de la naissance et
le quatriéme jour aprés la naissance. L’infection néonatale retardée va apparaitre entre le
cinquiéme et le vingt-huitieme jour aprés la naissance

L’infection néonatale précoce (INP) reste une préoccupation majeure dans les pays en voie de
développement comme dans les pays industrialisés. Parce qu’aucun élément clinique ni marqueur
biologique n’est assez sensible, ni spécifique pour permettre a lui seul d’établir le diagnostic, la
prise en charge repose sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques et expose de
nombreux nouveau-nés a des examens complémentaires et antibiothérapies néonatales dont les
effets délétéres sont aujourd’hui établis (émergence de bactéries multi résistantes, perturbations
du microbiote impliquées dans la survenues de pathologies ultérieures). Alors que la prévalence
des infections néonatales précoces a diminué depuis la généralisation de 1’antibioprophylaxie per-

natale, 1’évidence s’impose d’adapter notre stratégie médicale a ces modifications

21



épidémiologiques récentes. Une approche basée sur un fort niveau de preuve scientifique,
combinant des données d’anamnése, cliniques et de biologie comme la procalcitonine semble a
ce jour la meilleure stratégie pour distinguer la population des nouveau-nés a trées faible risque

infectieux de celle a fort risque et limiter ainsi les indications d’antibiothérapie néonatale. [63].

3.1.1 Infections mterno-foetales
Elles sont fréquentes et présentent un taux de mortalité élevé en particulier chez les prématurés

avec un risque de complications majeures de type neurologique, il s’agit donc d’un probléme de
santé publique qui nécessite une stratégie diagnostic et thérapeutique optimale, il appartient au
microbiologiste de collaborer étroitement avec le clinicien pour intervenir, efficacement, le plus

rapidement possible [12].

3.1.1.1 Septicemie
Le sepsis néonatal est une infection invasive, habituellement bactérienne, survenant au cours

de la période néonatale. Les symptdmes sont multiples, non spécifiques et comprennent une
diminution de l'activité spontanée, une succion moins vigoureuse, apnée, bradycardie,
instabilité thermique, détresse respiratoire, vomissements, diarrhée, distension abdominale,
nervosité, convulsions et ictére. Le diagnostic est clinique et est basé sur les résultats de la
culture. Le traitement comprend initialement de I'ampicilline, avec de la gentamicine ou du
céfotaxime, qui est ensuite adapté avec des antibiotiques plus spécifiques dés que
possible.[64].

Les signes précoces de sepsis néonatal sont souvent non spécifiques, modérés et ne permettent
pas d'orienter vers un agent infectieux particulier (méme viral). En particulier, les premiers

signes communs comprennent

e Diminution de l'activité spontanée

e Succion moins vigoureuse

e Anorexie

e Apnée

e Bradycardie

o Instabilité thermique (hypothermie ou hyperthermie)

e La fiévre n'est présente que dans 10 a 15% des cas mais quand elle persiste (p.
ex., > 1 h), elle ttmoigne généralement d'une infection[64].Le risque de
septicémie, qu'elle soit précoce ou tardive, est beaucoup plus élevé chez les
prématurés que chez les enfants nés a terme en raison de l'immaturité de leur

systéme immunitaire. Les prématurés sont dépourvus de certains anticorps contre
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des bactéries spécifiques car ces anticorps ne traversent la barriére placentaire de

la mére que tardivement pendant la grossesse [65]

3.1.1.2 Méningites
La méningite bactérienne néonatale est une inflammation des méninges due & un envahissement

bactérien. Les symptdmes sont ceux du sepsis, une irritation du SNC (p. ex., léthargie,
convulsions, vomissements, irritabilité, [en particulier irritabilité paradoxale], rigidité du cou,
fontanelle bombante), et des anomalies des nerfs craniens. Le diagnostic repose sur la ponction
lombaire. Le traitement repose sur les antibiotiques.La méningite néonatale est la forme la plus
sévere des infections néonatale & Escherichia coli qui représente une urgence médicale et
thérapeutique [66].

3.1.2 Infections associées aux soins

Les infections nosocomiales représentent un probléme majeur pour les prématurés et les enfants
a terme présentant des troubles médicaux nécessitant une hospitalisation prolongée. Le nouveau-
né a terme en bonne santé a un taux d'infection < 1%. Dans le cas des enfants en unités de soins
spécialisées, l'incidence augmente de facon inversement proportionnellement au poids de
naissance. Les infections nosocomiales les plus fréquentes sont les infections sanguines associées

aux voies centrales et la pneumonie hospitaliére. Pour les infections du site opératoire (1SO), on

considere comme (IAS), les infections survenant dans les 30 jours aprés intervention ou s’il y a
mise en place d’un implant ou d’une prothése dans I’année suivant I’intervention [12].

3.1.3 Infection post natales

Elles sont moins fréquentes que les IMF et surviennent aprés un délai de plusieurs jours de la
naissance, elles résultent, le plus souvent, d’un germe provenant de I’environnement direct du
nouveau-né, de D’alimentation ou bien d’un germe maternel révélé secondairement ou

effectivement acquis a distance de la naissance [67].

3.2 Epidémiologie des infections néonatales
3.2.1 Facteurs de risque

3.2.1.1 Prématurité spontanée
Selon I’Organisation Mondiale de Santé (OMS), toute naissance avant le terme de 37¢™ semaine

d’aménorrhée mais de plus de 22°™ semaine d’aménorrhée (SA) est considérée comme
prématurée. Une naissance prématurée peut étre spontanée ou provoquée, une prématurité
spontanée résulte d’un déclenchement inopiné de travail alors que la prématurité provoquée
recouvre toutes situations ou interruptions de la grossesse avant terme, qui est le résultat d’une

décision médicale [68].

23


https://www.msdmanuals.com/fr/professional/troubles-pulmonaires/pneumonie/pneumonie-associée-aux-soins

En 2015, 9,63% des naissances aux Etats-Unis étaient prématurées (contre 10,44% en 2007).
Parmi celles-ci, 71% étaient tardives et 29% (2,76% des naissances) sont survenues a < 34
semaines (1). Les prématurés, méme peu prématurés qui ont la taille de certains nourrissons nés
a terme, présentent une morbidité et une mortalité accrues comparativement aux enfants nés a

terme, en raison de leur prématurité [69].

3.2.1.2 Rupture prématurée des membranes

Une rupture prématurée des membranes quel que soit le moment augmente le risque du fait des

éléments suivants:

e Infection chez la femme (chorioamnionite [infection intra-amniotique]), le

nouveau-né (état septique), ou les deux

e Anomalie de présentation foetale

e Décollement placentaire prématuré (hématome rétroplacentaire)

Les streptocoques du groupe B et Escherichia coli sont des causes fréquentes d'infection.

D'autres microrganismes issus du vagin peuvent également étre a l'origine d'une infection [70].

La rupture prématurée des membranes plus de 12 heures avant I’accouchement est le facteur de
risque le plus retrouvé en littérature avec une association statiquement significative a la survenue
de I’infection, ce risque est augmenté a 1% pour un seuil de 18 heures, alors que la fréquence de

celle-ci sera multipliée par 10 a 100 aprés 24 heures [71].

3.2.1.3 La chorioamniotite

La chorioamniotite est définie par la présence de germes ou d’infection dans le liquide amniotique

ou au niveau des deux membranes qui le contiennent : chorion et amnios.[66]

L'infection intra-amniotique provoque généralement une fiévre. Les autres symptomes
comprennent une tachycardie maternelle et feetale, une sensibilité utérine, un liquide amniotique
nauseéabond et/ou un écoulement cervical purulent. Cependant, I'infection peut ne pas provoquer

ces symptdmes typiques (c'est-a-dire, infection infraclinique) [72].

3.2.1.4 L’'immuno-incompétence néonatale
Le développement des défenses immunitaires chez le nouveau né est marqué par une double

immaturité, humorale et cellulaire : les tests de la fonction lymphocytaire T au niveau du sang
ombilical sont normaux. Par contre, la production de lymphotoxine, de facteurs inhibiteurs de
migration (MIF), d’acide adénosine monophosphorique cyclique (AMPc) ainsi que la

phagocytose sont déficients [73].
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3.2.2 Mode de contamination
La transmission materno-feetale des bactéries a lieu suivant trois modes de contamination :

3.2.2.1 Voie hématogene placentaire
Elle est a I’origine d’une contamination massive au cours d’une septicémie ou bactériémie

maternelle ou a partir d’un foyer d’endométrite qui joue le role de foyer intermédiaire et inocule
le placenta. L’envahissement infectieux se fait par la veine ombilicale. C’est rarement le mode de

contamination du feetus [67].

3.2.2.2 Voie ascendante
Contamination lors du passage dans les filieres génitales

Dés les premiers jours de vie, le tractus gastro-génital du nouveau-né qui était stérile a la naissance
sera colonisé par Escherichia coliK1. Environ 20 a 30% des nouveaux nés deviennent colonisés

au niveau de leurs flores fécales avec 1’Escherichia coli K1[67].

3.2.2.3 Contamination au passage dans la filiére génitale
Une colonisation par inhalation ou ingestion de sécrétions vaginales peut étre a 1’origine d’une

infection centrale [67].Une fois cette colonisation faite, ce sont les capacités de défense du feetus
et/ou du nouveau-né, la charge et la virulence bactériennes, qui vont déterminer le développement

ou non d’une infection [74].

Dés les premiers jours de vie, le tractus gastro-génital du nouveau né qui était stérile a la naissance
sera colonisé par Escherichia coliK1. Environ 20 a 30% des nouveaux nés deviennent colonisés

au niveau de leurs flores fécales avec 1’Escherichia coliK1 [67]

La figure suivante présente les différents modes de contamination :

Plagque choriale
>P.aqueb\asale

\

V7 Nomwrane é%z gg z

Contamination hématoaénel [Contamination bassel

Figure 13 Modes de contamination de [’infection néonatale(Infections du nouveau-né : mode de
contamination par RAMBAUD.P).

3.2.3 Prévalence des infections néonatales a Escherichia coli K1
D’apreés les données de ’ANAES en 2002, I’incidence des infections néonatales prouvées était

estimée de 1 a 4 pour 1 000 naissances vivantes [74].Les deux principaux germes responsables
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d’IMF chez les enfants a terme sont le Streptocoque du Groupe B (SGB) et I’Escherichia coli. Ils

représentent respectivement 62,5 % et 25 % des infections certaines [75].

L’E.coli est le second germe impliqué dans 16 a 36% des infections néonatales, dont le sérotype
K1 est responsables de 80-90% des méningites néonatales et de 50% des bactériémies a E.coli.
Chez les grands prématureés, la répartition des IN a SGB et E.coli s’inverse avec respectivement
10 a20% et 40 a 50% des cas [74].

B Lscherichia Coll

W stptocoque B

7 Pseudomonas aeruginosa

3 entérobacter cloacae

W Kebsiella pneumoniae

[ pneumocoque

Figure 14 Profil bactériologique du nouveau-né prématuré

Chapitre 3 : Role du laboratoire dans la lutte contre les infections
néonatales a 'Escherichia coli K1

1 Indication de la recherche d’Escherichia coli K1
> Dépistage de portage vaginal d’Escherichia coli K1 chez la femme

enceinte
La recherche d’E.coli K1 au cours de la grossesse n’est justifiée qu’en cas d’existence de facteur

de risque infectieux, notamment I’ouverture prématurée de col, Une rupture prématurée des

membranes et la fievre maternelle. [76].

Escherichia coli k1 est rarement visible a la coloration de Gram quel que soit la densité apparente
de la culture c’est pour cela que la recherche de la bactérie impose une mise en culture des

sécrétions vaginales [73].
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» Diagnostic de P’infection néonatale a Escherichia coli K1 chez le

nouveau-né

Le diagnostic d'infection néonatale est difficile. Le nouveau-né est suspect d'infections dés qu'il
existe des éléments cliniques appelés «critéres majeurs» et «criteres mineurs». la présence d'un
ou plusieurs de ces critéres conduit a prescrire un bilan biologique qui comporte, au minimum,
un hémogramme, des marqueurs sériques de I'inflammation (au moins le dosage de la CRP), et
un bilan bactériologique [12].

Tableau 2 Critéres d’indication de la recherche d’Escherichia coli K1 (Denis. 2011)

Un tableau évocateur de chorioamniotite

Un jumeau atteint d'une infection maternofcetale

La température maternelle avant ou en début de travail > 38 °C

La prématurité spontanée < 35 semaines d'aménorrhee (SA)

Une durée d'ouverture de la poche des eaux > 18 heures

La rupture prématurée des membranes (RPM) avant 37 SA

Criteres majeurs
Une parturiente qui a :

*un antécédent d'infection maternofoetale 3 SGB;

*un portage vaginal de SGB;

*une bactériurie a SGB, la meére nayant pas recu une
antibioprophylaxie compléte au moment de lI'accouchement.

Une durée d'ouverture de la poche des eaux > 12 heures mais <
18 heures

Critéres mineurs la prématurité spontanée < 37 SAet > 35 SA

la tachycardie feetale isolée

l'asphyxie feetale non expliquée
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2 Prélevements a réaliser pour la surveillance du portage
vaginal d’Escherichia coli K1 au cours de la grossesse

2.1 Prélevement vaginal

Le prélevement vaginal est en régle général pratiqué a partir de la 37°™ semaines d’aménorrhée.

Il a pour but principal de dépister le SGB afin d’organiser une antibioprophylaxie per-partum

[75].

Figure 15 Matériel Medilab pour prélévement vaginal[77]

2.2 Prélevement d’'urine pour examen cytobactériologique des
urines

Un ECBU consiste en un examen cytologique et bactériologique des urines. Il peut étre effectué

dans le but de diagnostiquer une infection ou pour contrdler I’efficacité du traitement antibiotique.

[78].

3 Prélevements a réaliser chez le nouveau-né en cas de

suspicion d’infections néonatales
Le prélévement chez le nouveau-né a comme objectif d'aider au diagnostic d'infection néonatale.

Il comprend des prélévements du liquide gastrique, méconium et orifices, des hémocultures et du
liquide céphalorachidien du nouveau-né [12].
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3.1 Tubage gastrique
Le prélevement du liquide gastrique établit trés approximativement le contenu bactérien du

liquide amniotique a la naissance. Celui-ci comporte naturellement les bactéries acquises in utéro
pendant l'accouchement, puis au passage de la filiere génitale, voire celles de la flore fécale

maternelle sur le périnée [12].

Y 4

Injectez lrair ra‘plden}ent, une oreillessurl'estomac.
P 32

Figure 16 Tubage gastrique d’'un nouveau-né[79]

3.2 Méconium
Le méconium est le terme qui désigne les premiers excréments du nouveau-né, au moment de

I'accouchement et pendant plusieurs jours aprés sa naissance. Il est composé du

liqguide amniotique qu'il I’a absorbé in-utéro [80].

Quelques ml sont prélevés a l'aide d'une spatule stérile et acheminés a température ambiante [12].

3.3 Autres prélevements : Hémocultures, LCR

3.3.1 Hémoculture
Les hémocultures sont réalisées chez tous les nouveaux nés suspects d'infection des que le

diagnostic de bactériémie est évoqué [81].

En effet, ce moyen diagnostic reste la méthode de référence pour documenter la diffusion
hématogéne des bactéries a risque infectieux d'origine maternelle. Leurs performances sont trés
dépendantes de la qualité du prélévement réalisé si possible avant tout traitement antibiotique
[12].
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Les hémocultures chez les nouveaux nés ont quelques spécificités en raison de la faible quantité

de sang que I'on peut prélever [12].

En raison du neurotropisme d’E.coliK1 et de S.agalactiae de sérotype 111, avec ses conséquences
diagnostiques et thérapeutiques (plus haut risque de méningite associée), le sérotypage du

colibacille et de S.agalactiae des souches isolées a partir d’hémoculture est recommandé [81].

Figure 17 : Colonies d’Escherichia coli sur gélose au sang frais ( Mc Conkey)[82]

3.3.2 LCR

La ponction lombaire (PL) chez les enfants de moins de 72 heures est indiquée en cas d’altération
de I’état général, de signes cliniques neurologiques ou de signes de sepsis (dés que I’état de
I’enfant le permet), et secondairement en cas d’hémoculture positive. En cas de méningite, une

PL de contrdle est faite48 heures plus tard [81].

La recherche dans le LCR d’antigénes solubles de S.agalactiae et d’E.coli K1 est un appoint

diagnostic utile en cas d’antibiothérapie maternelle ou néonatale préalable [81].
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Figure 18 Ponction lombaire du nouveau-né (BABY STAP Mode d’emploi)

4  Techniques de recherche d’Escherichia coli K1 au laboratoire
de bactériologie
4.1 Mise en culture des prélevements vaginaux et des
prélevements du nouveau né :

4.1.1 Prélevements vaginaux
L'examen bactériologique consiste a ensemencer des milieux de culture avec les écouvillons qui

ont servi au prélévement. Ces milieux seront incubés & 37 °C pendant 24 heures. C'est & partir de
ces cultures que se feront la recherche, I'isolement et I'identification des germes. Une étude
microscopique permettra d’apprécier 1’équilibre de la flore vaginale, la présence de réaction
inflammatoire, la présence de Clue Cells et la présence de Trichomonas vaginalis. Des
enrichissements sont réalisés pour les prélévements vaginaux et ces derniers sont mis en culture
quand la primoculture est négative. L’enrichissement permet d’optimiser la recherche des

bactéries a Haut Risque néonatal [78].
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Figure 19 Coloration de Gram d’Escherichia coli (Identification bactérienne)

4.1.2 Prélevements du nouveau-né
Le méconium est normalement stérile. L'examen se pratique comme pour le liquide gastrique. La

culture des prélévements gastriques et périphériques permet de mettre en évidence la colonisation
du nouveau-née[81].
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La lecture interprétative des cultures se fait aprés une durée d’incubation de 24 a 48 heures 4 37°C

[81].

4.2

Techniques usuelles de I'étude bactériologique de l'urine,
LCR et ’'hémoculture :

4.2.1 L’urine
Quand le technicien de laboratoire réceptionne 1’échantillon d’urine, il effectue un examen

macroscopique de 1’urine ou il note:

>

L’aspect: limpide, ou trouble (cet aspect suggére la présence de leucocytes), ou
hématurique (cet aspect suggére la présence de sang).

La couleur: jaune pale, jaune foncé (ce qui renseigne sur la concentration en eau de
I’urine).

L’odeur: si I’odeur est fétide, il pensera aux bactéries anaérobies.

La présence de filaments dans les urines suggere une infection de l'urétre [78].

£

. ~

Figure 20 ECBU au sein du laboratoire[83]

Le technicien place ensuite une goutte d’urine dans une microcellule en verre de volume

précisément égal a Imm3. 1l compte ensuite au microscope le nombre de leucocytes et le nombre

de globules rouges contenus dans ce mm? [80].
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La numération bactérienne sur les milieux géloses se fait apres incubation & 37°C[80]. Ainsi une

estimation de la numération bactérienne est établie selon la figure 14 :

Numération bactérienne sur ensemencement urinaire

107 UFC/mL

10° UFC/mL 10* UFC/mL. 10% UFC/mL. 10% UFC/mL.

Figure 21 Dénombrement de microorganismes urinaires

Interprétation :
» Bactériurie < 108 UFC / ml : absence d'infection.

> Bactériurie > 10° UFC / ml : infection probable.
>  Entre 10% et 10* UFC / ml : zone d'incertitude [80].

Il ensemence rapidement les milieux de culture de base (chaque milieu se présente sous forme

d’une mince couche de substance nutritive gélifiée) a raison d’une goutte d’urine par milieu de

culture.
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Figure 22 Schéma de technique[84]
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Ensemencement

Ose calbrée de 10l

Numération bactérienne

Nombre de gemesimlduine ~ 10°

Figure 23 Ensemencement d 'urine sur les géloses[84]

4.2.2 LCR
Introduire une goutte de LCR dans une cellule de Malassez recouverte d'une lamelle

pour faciliter I'identification des cellules, puis ensemencer un milieu de base sélectif a

la recherche d’E.coli et I'incuber au minimum 48 heures a 37°C [85].

Figure 24 Lame de Malassez en verre[86]
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Figure 25 Schéma explicatif de la cellule de Malassez[86]

Figure 26 Examen aprés coloration (x1000)[87]

4.2.3 Hémoculture
Chaque jour ou mieux deux fois par jour, les flacons sont inspectés en vue de rechercher des

signes témoignant d'une croissance visible. Avec une certaine habitude, il est possible en fonction
de I'aspect d'un flacon de pressentir I'identité de la bactérie en cause.Le systéme Signal utilise un
seul flacon sur lequel est adapté un dispositif permettant de signaler la surpression produite dans

le flacon par la croissance microbienne.[80].
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Figure 27 Technique pour préparer une hémoculture.

4.3 Identification d’espece

4.3.1 Identification classique

4.3.1.1 Identification macroscopique

L’étude de la morphologie bactérienne est le premier acte de diagnostique effectué pour identifier
des souches isolées. Pour cela, nous avons procédé a I’observation macroscopique des colonies
en déterminant 1’aspect, la forme, la couleur, ...etc. Pour 1'Escherichia coli, les colonies qui se
développent sur gélose MacConkey sont rouges ou incolores atteignant un diamétre de 2 ou 3
mm, elles peuvent croitre dans des conditions aérobies ou anérobies et ne produisent pas

d’entérotoxines [88].

Figure 28 Détermination des colonies bactériennes d’E.coli (Recherche et identification d’E. coli)
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4.3.1.2 Identification microscopique
L’examen a 1’état frais et aprés coloration de Gram permet de mettre en évidence la mobilité ou

non de la bactérie, sa forme batonnet ainsi qu’il s’agit d’un bacille Gram négatif. Toutefois,
I’identification macroscopique et microscopique des colonies n'est pas toujours suffisante, d’ou

la nécessité d’une identification biochimique[89].

Sum

Figure 29 Escherichia coli apreés la coloration de Gram[90]
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4.3.1.3 Identification biochimique
Escherichia coli est une bactérie ne possédant pas de désaminase, ce qui exclut les genres Proteus,

Morganella et Providencia. Elle fermente le glucose par la voie des acides mixtes (RM+, VP-),

ce qui exclut les genres Klebsiella, Enterobacter et Serratia. En plus des autres caractéres cités

précédemment [26].

Positive lactose frementer Negative Indole Positive Citrate utilizers on Negative Methyl
on MacConkey medinm tect Simmons Citrate medinm red test
showing mucoid colonies /

‘ l ‘7 l - l
Change the color of TSI Carbohydrate frementer Paositive Urease Positive Vogues
in to yellow color in the with acid and gas test Praskauer’s test
butts and along the slant production

Figure 30 Identification biochimique d’E.coli[90]

4.3.2 Identification par galerie API 20E

Il existe plusieurs moyens d’arriver a I’identification d’une souche :

e Soit on utilise des clés d’identification ;
e Soit on utilise la fiche de lecture API20E ;
e Soit on utilise un catalogue API20E apres avoir compléter une petite feuille API20E ;

e Soit on utilise un logiciel dans lequel on entre les résultats obtenus.
Avec le catalogue analytique ; additionner a I’intérieur de chaque groupe les nombres

correspondants aux tests positifs. On obtient un nombre & 7 chiffres qui sert de code
d’identification [26].
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Figure 31 identification bactérienne via la galerie Api 20E[91]
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Figure 32 L’ aspect de la galerie contenant E.coli (lecture et interprétation : galerie Api 20E)

5 Détermination de I'antigene K1
Le réactif WellcogenTMNesseiriameningitidis B/Escherichia coli K1 consiste en des particules

de latex de polystyréne enrobées d’anticorps monoclonaux spécifiquement dirigés contre
I’antigéne du méningocoque du groupe B. Ces particules de latex s’agglutinent en présence d’une
quantité suffisante d’antigénes homologues, soit dans des liquides corporels soit dans des cultures
de I’organisme. L’antigéne polysaccharide K1 d’E.coli affiche une similitude structurale et
immunologique avec [I’antigéne du méningocoque du groupe B, et le réactif
WellcogenTMN.meningitidis B/E.coli K1 ne fait pas de distinction entre les deux. Par conséquent,
le réactif peut participer au diagnostic d’une méningite a méningocoque et d’une méningite

néonatale a E.coli [92].La figure suivante montre un test d’agglutination positif

Figure 33 Test d’agglutination(Trousse de détection d’antigénes bactériens
Wellcogen.2014)
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Chapitre 4 : Etude de sensibilité aux antibiotiques

1 Méthode d’étude de sensibilité aux antibiotiques

1.1 L’antibiogramme
L’antibiogramme est congu pour prédire la sensibilité des bactéries aux antibiotiques en termes

d’efficacité clinique. Il permet de catégoriser une souche pathogéne en catégories cliniques selon
le diamétre du cercle qui entoure le disque d’antibiotique : sensible (S), intermédiaire (I) ou
résistante (R). L’antibiogramme sert également a la surveillance épidémiologique de la résistance
bactérienne, et peut orienter I’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances
naturelles [26].La technique de réalisation de I’antibiogramme obéit aux recommandations du
CLSI.
Une souche est dite :

> Sensible (S) : lorsque la probabilité de succes thérapeutique est forte dans le cas d’un

traitement par voie systématique.
> Résistante(R) : lorsqu’il existe une forte probabilité d’échec thérapeutique quels que

soient le type de traitement et la dose d’antibiotique utilisé.

> Intermédiaire(l) : lorsque le succeés thérapeutique est imprévisible [93].

Figure 34 Lecture d’un antibiogramme (Réalisation de I’ antibiogramme)

1.2 Méthode de dilution

Les méthodes de dilution sont effectuées en milieu liquide ou en milieu solide. Elles consistent a

mettre un inoculum bactérien standardisé au contact de concentrations croissantes d’antibiotiques
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selon une progression géométrique. En milieu liquide, I’inoculum bactérien est distribué¢ dans une
série de tubes (méthode de macro-dilution) ou de cupules (méthode de micro-dilution) contenant
I’antibiotique. Apres incubation, la concentration minimale inhibitrice (CMI) est indiquée par le
tube ou la cupule qui contient la plus faible concentration d’antibiotique ou aucune croissance
n’est visible [93].

La méthode de dilution en milieu gélosé est la méthode de référence pour la mesure de la
sensibilité bactérienne aux antibiotiques et elle est habituellement utilisée pour évaluer I’activité
d’un agent anti-infectieux donné sur une ou plusieurs souches bactériennes naturelles [26].

Cette méthode est réalisée en incorporant I’antibiotique dans un milieu gélosé. La surface de la
gélose est ensemencée avec un inoculum des souches a étudier. Aprés incubation, la CMI de
chaque souche est déterminée par 1’inhibition de la croissance sur le milieu contenant la plus

faible concentration d’antibiotique [93].

Jour 1

Réalisation de la gamme de dilution d’antibiotique.

Dilution de I'Antibiotique

Tube
1TmL .
3 4 5 6 7 8 9 10 11 dl\?eJeter
T ¥ U ¥ Y W ¥ W
}1mL
final
SDlution mére
d'antibiotique a Diluant 1 mL
200mg/L

Figure 35 Détermination de la CMI et la CMB par macrométhode en milieu liquide.[94]

1.3 Technique en milieu gélosé : le Etest (Epsillometer test)

Le Etest permet de déterminer la CMI grace a I’utilisation de bandelettes imprégnées d’un
gradient exponentiel continu de I’antibiotique a tester. L’Etestassocie les caractéristiques

des méthodes de diffusion et de dilution en milieu solide. Les bandelettes sont appliquées
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sur la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé avec un inoculum de la souche

a étudier. Apres incubation, I’inhibition de la croissance se traduit par une ellipse

d’inhibition dont les points d’intersection avec la bandelette définissent la CMI. Une

échelle de lecture, imprimée sur la bandelette, permet une interprétation rapide [93].

Figure 36 E-test ( Epsillometer Test[95]

1.4 Antibiogramme automatisé
11 désigne les appareils effectuant la lecture et 1’interprétation des tests faits manuellement. Ces

appareils fonctionnent selon deux grands principes :

» Ils miment les tests conventionnels d’étude de la sensibilit¢é des bactéries aux
antibiotiques ;

» lls comparent la croissance d’un témoin a celle observée en présence d’une ou plusieurs
concentrations d’antibiotiques. Les systémes étudient la croissance bactérienne soit en
présence d’une seule concentration d’antibiotique (concentration permettant de
discriminer les bactéries sensibles des bactéries résistantes) soit en effectuant une analyse

cinétique de la croissance [93].

42



Antibiogramme

Diffusion en Technique
gélose Vitek 2

Figure 37 Antibiogramme automatisé VITEK-2[82]

Chapitre 5 : Les moyens de lutte contre les infections néonatales a
Escherichia coli K1

En effet, la moitié des infections bactériennes néonatales sont dues a des germes non pathogénes
pour la meére. C’est le portage génital, situation a risque la plus fréquente chez la femme enceinte

dont le dépistage est souvent difficile [73].

La lutte contre les infections materno-feetales est un enjeu majeur en raison des séquelles
néonatales notamment neurologiques et pulmonaires qu’elles peuvent engendrer. Par ailleurs, elle

n’est pas significativement liée a une infection cervico-vaginale maternelle [76].

1 Antibioprophylaxie chez la femme enceinte
Le traitement de portage maternel d’E.coli au cours de la grossesse normale est inutile puisqu’il

ne s’agit pas d’une infection vaginale et que les risques de récurrence du portage ultérieurement
durant la grossesse sont importants car 1’antibiotique ne supprime que temporairement ce
portage[73], [96].Cependant, dans les situations obstétricales compliquées, une antibiothérapie

adaptée a I’antibiogramme parait justifiée[81].
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1.1 Antibiothérapie au cours des situations a risque infectieux

1.1.1 Menace d’accouchement prématuré (MAP)
La prescription systématique d’antibiotique au cours de MAP a membranes intactes n’est pas

recommandée [97]. En effet, il y a aucune démonstration dans la littérature sur son utilité dans
I’amélioration de 1’état néonatal ou la réduction du risque d’accouchement prématuré en cas de portage
asymptomatique [98]. Cependant, I’attitude a adapter en cas de prélevement vaginal positif associé a un
MAP est plus discutable [98]. Dans ce cas, toute antibiothérapie systématique chez les patientes sans
symptomatologie clinique génitale et qui ne sont pas entravail n’est pas indiquée [98]. En outre, la prise

en charge de portage vaginal d ’E.coli n’apporte pas de bénéfice clinique démontrée [99].

1.1.2 Chorioamniotite
Une antibiothérapie curative a large spectre doit étre instaurée rapidement chez la mére et le foetus au

cours de chorioamniotite, il s’agit d’une association de Ceftriaxone et Gentamicine.

Si la patiente est allergique aux B-lactamines, une prescription d’Azactam associée a la Clindamycine

sera indiqueée [76]

1.1.3 Rupture prématurée des membranes (RPM)
La conduite a tenir en cas d’une rupture prématurée des membranes (RPM) differe selon ’age

gestationnel auquel survient la rupture [76].

1.1.3.1 RPM avant 37 SA

Le traitement systématique d’antibiotique administré lors d’'une RPM avant terme a pour but de traiter
I’infection, de retarder I’accouchement prématuré et de réduire le risque d'infection néonatale. Elle est
significativement associée avant la 34 SA pour une réduction significative de la morbidité maternelle et
néonatale, une prolongation de la grossesse et une diminution des hémorragies intra ventriculaires[100].

Une antibiothérapie a large spectre est utilisée :

» On fait appel en premiére intention a « I’Amoxicilline »administrée par voie IV a une dose de
1 g x 3/j pendant 48 heures puis 1 g x 2/j en per os pendant 5 jours.

> En cas de prise récente d’ Amoxicilline, on fait appel & une céphalosporine de 3°Mgénération :
« Céfotaxime » 1 g x 3/j en IV pendant 48 heures puis « Céfixime » 200 mg x 2/j en per 0s
pendant cing jours (ANAES.2001). [100]

L’antibiothérapie sera ensuite adaptée aux résultats de I’antibiogramme. En cas de culture négative et
en 1’absence de signes cliniques d’infection maternelle ou feetale, la prolongation de 1’antibiothérapie

est inutile [81]
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1.1.3.2 RPM apres 37 SA
Au cours d’une RPM aprées 37 SA, environ90% des patientes entrent en travail dans les 48 heures

mais le risque infectieux maternel et foetal apparait aprés 24 heures voire 12 heures de rupture et il est
augmenté par les touchers vaginaux répétés.
Une antibiothérapie systématique adaptée au résultat de prélévement vaginaldu neuviéme mois est

recommandée en cas de positivité.
En cas d’absence de germe :

» Le prélévement vaginal doit étre renouveler dés 1’admission ;
» L'antibiothérapie systématique doit étre débutée aprés 12 heures de rupture par 1’ Amoxicilline

(2 g/j) substituée par la Clindamycine, 600 mg x 2/j en cas d’allergie a la Pénicilline [100]

1.2 Antibiothérapie maternelle et infection a Escherichia coli

résistanta I’Ampicilline chez le nouveau- né
L’utilisation des antibiotiques en anténatal est loin d’étre une situation rare [101], ce qui a soulevé

plusieurs interrogations notamment sur ses conséquences pour le nouveau-né a une période ou
I’évolution des résistances et d’émergences des infections a Escherichiacoli est particuliérement
préoccupante [102].

Plusieurs études réalisées a travers le monde ont montré que les antibiotiques utilisés dans les quatre
derniéres semaines d’hospitalisation constituent un facteur de risque de transmission des E.coli multi-
résistantes au nouveau-né [103]. En effet, I’antibioprophylaxie maternelle dirigée contre le
Streptocoque de groupe B a des effets sur I’incidence et la résistance d’E.coli impliqué dans les
infections néonatales [101]. Ils ont constaté que les nouveaux nés d’une mére qui a regu des antibiotiques
en per-partum sont les plus susceptibles d’étre infectés par Escherichia coli résistant a 1’ Ampicilline
[102].1ls ont noté aussi que 1’antibiothérapie anténatale représente un risque de colonisation aux
entérobactéries ampicilline résistantes (ampi-R) et & pyocyaniques [73] et ce risque sera d’autant plus
¢levé avec I’augmentation de la durée de I’antibiothérapie. En France, Kuhn et alont identifié¢ 50% d’IN
a E.coli résistants a I’Ampicilline en lien significatif uniquement avec une antibiothérapie maternelle
prescrite pendant une durée de 8 jours pour rupture prématurée des membranes [102].

Il est donc la responsabilité des pédiatres infectiologues de privilégier I'utilisation des antibiotiques a
spectre étroit a chaque fois qu’il est possible et d’évaluer la durée des antibiothérapies afin de les ramener
a des durées les plus courtes possibles [101].Une identification précoce des isolats vaginaux est
indispensable afin d’établir une stratégie prophylactique ayant un impact positif sur la réduction de la
mortalité néonatale notamment dans les pays en voie de développement ou le taux de mortalité due a

I’échec thérapeutique est généralement élevé [103].

2  Prise en charge thérapeutique de nouveau né
L’infection néonatale représente une urgence extréme imposant une prise en charge précoce et immédiate

au sein des structures hospitaliéres adaptées qui repose sur une antibiothérapie probabiliste par voie
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intraveineuse administrée en urgence, a réévaluer aprés 48 heures afin de décider de poursuivre ou non le
traitement [75] [104].

2.1 L’antibiothérapie probabiliste

Le choix de traitement probabiliste repose sur d’éventuels ¢léments d’orientation étiologique, dont les
données épidémiologiques, I’dge postnatal, le terme et la présence des signes de gravité [104]. Il tient
compte également de prélevement vaginal et des prélévements périphériques, s’ils sont disponibles, et

du bilan biologique initial [75].

» En absence des signes de gravité (troubles hémodynamiques, neurologigques, détresse
respiratoire), I’antibiothérapie probabiliste consiste en 1’association de deux antibiotiques (p-
lactamine + aminoside) [81]: Amoxicilline et Gentamicine chez le nouveau né a terme,
Céfotaxime et Gentamicine chez un prématuré[75].

» En présence des signes de gravité ou si la mére a regu une antibiothérapie prolongée récente,
une triple combinaison Ampicilline/Amoxicilline + Céfotaxime et Aminoside est recommandée
[81].

» En cas d’isolement chez la mére (prélévement vaginal) ou chez le nouveau né  (prélévement
gastrique) d’E.coli BLSE ou d’un séjour récent dans un pays a risque de bactéries multi-
résistantes, une association (méropénéme + aminoside) est envisagée[75].

Les posologies sont adaptées en fonction de 1’age, du poids de I’enfant ainsi que la maturation rénale et

la demi-vie des antibiotiques [104].

2.2 Adaptation de I'antibiothérapie

L’antibiothérapie est adaptée aprés 24 a 48 heures en fonction des résultats du bilan clinique,
bactériologique et biologique [81].
En absence de germe, le traitement doit étre interrompu, il sera poursuit en monothérapie (B-
lactamine), uniquement si I’évolution clinicobiologique confirme 1’hypothése infectieuse[75].
Dans les autres cas, le traitement sera adapté en fonction de la localisation d’infection et de la sensibilité
de germe [104].
» Le traitement de méningite a I’E.coli associe le Céfotaxime (200 mg/kg/j) pendant 21 jours au
minimum et Gentamicine (3 a 5 mg/kg/j) pendant 5 a 10 jours.
L’adjonction de Ciprofloxacine a une posologie de 10 mg/kg x 2/j dans la premiére semaine de
vie et 10 mg/kg x 3/j au-deld, pendant quatre a cing jours,semble réduire la fréquence des
complications neurologiques [105]. La durée de traitement étant adaptée selon I'évolution
clinique. Une ponction lombaire de controle est systématiquement réalisée a 24 jusqu’a 48
heures, ainsi qu'un suivi neurologique attentif.
> Le traitement des bactériémies a E.coli fait appel a I’Amoxicilline ou Céfotaxime selon le
résultat de I'antibiogramme, pour une durée de 10 a 14 jours.
> Le traitement des infections aE.coli BLSE repose sur l'association du Meropénéme (2040

mg/kg par huit heures injecté en intraveineux sur 60 minutes au moins), et 'Amikacine
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(30-35 mg/kg par injection, espacées de 24-48 heures selon I'age gestationnel). L'avis d'un

spécialiste en infectiologie est souhaitable [104].

Chapitre 6 : Objectifs

1  Objectif principal
Etudier le profil de résistance aux antibiotiques de la souche Escherichia coli K1 dans les ECBU et les
prélevements chez les femmes enceintes a I’unité Hassiba Benbouali CHU —Blida.

2  Objectifs secondaires
1- Evaluer la prévalence du portage vaginal et néonatal de la souche E.coli K1.

2- Déterminer les facteurs de risque associés au portage vaginal d’Escherichia coli.

3- Proposer des traitements adaptés aux septicémies néonatales et aux 1U materno-feetales.

Chapitre 7 : Matériels et méthodes

1 Matériel
1.1 Population d’étude

1.1.1 Criteres d’'inclusion

Dans notre étude, on a inclus toutes les femmes enceintes qui se sont présentées au service de
gynécologie a I’unité Hassiba Ben Bouali et dont la pathologie ( le plus souvent pour menace
d’accouchement prématuré ou rupture prématurée des membranes) nécessitait un PV et ECBU.

Les femmes enceintes hospitalisées en Grossesse a Haut Risque et dont la prise en charge nécessitait
un PV et ECBU.

Enfin, chez les femmes enceintes qui consultaient au suivi intensif de grossesse et dont un PV et un
ECBU ont été réalisés.

1.1.2 Critere d’exclusion

Dans notre étude ont été exclues toutes les patientes n’ayant pas bénéficié d’une analyse
bactériologique des urines ou pour lesquelles les résultats des ECBU n’ont pas été retrouvés ( données
manquantes)

1.1.3 Examen Cyto-Bactériologique des Urines ( ECBU)

Les conditions de recueil étaient optimales afin e ne pas interférer ans la qualité et les performances de
I’analyse. Des urines fraichement émises ont été recueillis dans un récipient stérile durant les
premiéres heures de la journée en évitant de recueillir le premier jet pour éviter un faux positif lié aux
souillures.

La cytologie a été effectuée a 1’état frais dans une cellule de numération. Un microscope avec un
objectif x25 a été utilisé pour 1’observation.
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1.1.4 Prélevement vaginal

Des écouvillons vaginaux ont été prélevés a l'aide d'un coton-tige stérile par une infirmiére sous la
supervision du Gynécologue en utilisant le spéculum de la paroi vaginale inférieure. Les écouvillons
ont été immédiatement placés dans le support de transport de Stuart et transporté au laboratoire dans la
chambre température dans les 5-6 heures.[103]

1.1.5 Souche aisoler
Les échantillons ont été traites immédiatement pour une analyse bactériologique des urines et des
prélevements vaginaux.

1.2 Etude bactériologique

1.2.1 Mise en culture
Les échantillons recueillis ont été ensemencés directement sur gélose Hektoen, dans les milieux
liquides, et sur la Gélose au Sang Frais. lls ont été incubés a 37°C pendant 18 a 24 heures.

1.2.2 Identification

Les échantillons transportés ont été étalés sur de la gélose MacConkey et incubé en aérobiose a 37 ° C
pendant 24 heures. Les isolats ont été identifiés en fonction de :

> Leurs caractéres morphologiques: dénombrement des colonies, aspect, coloration de Gram.

> Leurs caractéres culturaux sur milieu Hektoen : tests biochimiques standards ( Lactose ; voie de
fermentation ; Citrate de Simmons ; production de gaz ...etc)

> Leurs caracteres biochimiques: Les colonies suspectes ont été repiquées dans une mini galerie
(citrate de Simmons , eau peptonée exempte d’indole) puis incubées a 37° C pendant 18 a 24 heures.

> Leurs caracteres antigéniques: recherche de I’antigéne K1 a I’aide d’un test d’agglutination au latex
(PASTOREX-MENINGITIS BIORAD) apreés le ré isolement de la souche bactérienne.

Tous les milieux pour les tests biochimiques ont été obtenus auprés du laboratoire de bactériologie du
CHU Hassiba Ben Bouali.

1.2.3 Antibiogramme
La sensibilité aux antibiotiques a été évaluée par la technique de diffusion en milieu gélosé de Muller-
Hinton selon les normes CLSI.

Le matériel utilisé pour la réalisation de 1’étude bactériologique se trouve en annexe IV.

2 Méthode

2.1 Type et période d’étude
L’étude prospective s’est déroulée entre octobre 2019 et aotit 2020 pour les ECBU

Echantillons : 240 ECBU de femmes enceintes pour analyse bactériologique.

PV : 19 PV de femmes enceintes.
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2.2 Lieud’étude
Notre étude s’est déroulée dans le laboratoire de microbiologie a I’unité Hassiba Ben Bouali CHU
—Blida-.

2.3 Collecte des données
Les données ont été€ extraites des registres d’analyse microbiologique.

Les éléments suivants ont été recherchés :
> Les renseignements sur les patientes: age; terme de grossesse; facteur de risque (RPM; MAP)
> Résultat de culture (Recherche et identification d’Escherichia coli k1).

> Résultat de I’antibiogramme.

2.4 Traitement des données
L’analyse statistique des données est réalisée a partir d’une base de données créée sur Excel Microsoft
2013.
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Chapitre 8 : Résultats et discussion

1 Resultats:

1.1 Description de la population
Nous présentons ci-dessous les caractéristiques des gestantes inclues dans notre étude. Il s’agit tout d’abord

d’une répartition selon I’4ge, puis selon le terme de grossesse et les facteurs de risques maternels.

1.1.1 Répartition des gestantes selon I'age
La population d’étude était composée de 240 femmes enceintes dont la moyenne d’age est 30 ans, avec des

extrémes allant de 17 a 45 ans.

Le tableau ci-dessous renseigne sur la répartition des femmes enceintes selon 1’age.

Tableau 3 Répartition des femmes enceintes selon l’dge

Age (ans) Effectif Pourcentage %
<20 12 5

20-30 153 63.7
31-40 57 23.75

> 40 18 7.5

Total 240 100

Nous avons observé que les gestantes agées entre 20-40 ans représentaient la majorité de la population avec

un pourcentage de 87,45 %, tandis que 7.5% avaient plus de 40 ans et seulement 5% avaient moins de 20 ans.

1.1.2 Répartition des gestantes selon le terme de grossesse
Au cours de notre étude, 1’dge gestationnel variait entre 17 SA+4j et 41 SA +6j. Le tableau suivant montre la

répartition des femmes enceintes en fonction des trimestres de grossesse.
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Tableau 4 Répartition des femmes enceintes selon I'age gestationnel

Trimestre de grossesse Effectif Pourcentage %
1°" trimestre 0 0

2°™e trimestre 22 9.16

3™ trimestre 180 75

Non renseigné 38 15.8
Total 240 100

Note : 1€ér trimestre ( 1-14SA), 2éme trimestre (15-29SA), 3émé trimestre (30-42 SA).

On a constaté d’apres le tableau ci-dessus que les gestantes au dernier trimestre de grossesse étaient

majoritaires avec 180 cas (soit 75%0), contre 22 cas (soit 9.16%) au deuxieme trimestre de grossesse, et aucune

gestante au premier trimestre de grossesse. Concernant les gestantes sans renseignements, on a enregistré 38

cas (soit 15.8%).

1.1.3 Répartition des gestantes selon les facteurs de risques maternels
Le tableau ci-dessous informe sur la répartition des femmes enceintes en fonction des facteurs de risques

maternels.

Tableau 5 Répartition des femmes enceintes selon les facteurs de risques

Facteurs de risques n %

RPM 195 81.25
MAP 20 8.33
RAS 10 4,16
Non renseigné 15 6,25
Total 240 100

Note : RPM : Rupture prématurée des membranes; MAP : Menace d’accouchement prématuré ; RAS : Rien & signaler,

On a noté a partir de ce tableau que :

e Larupture prématurée des membranes ( RPM) était majoritaire avec un pourcentage de 81.25%.

e La menace d’accouchement prématuré (MAP) n’était présente que chez 20 gestantes, soit 8,33% des

gestantes

e Onanot¢ que 10 femmes (soit 4,16 %) n’ont eu aucune complications lors de leur grossesse.

e Les gestantes dont les renseignements manquaient étaient au nombre de 15, avec un pourcentage de

6,25%.
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1.2 Taux de positivité des ECBUs chez les femmes enceintes
Les résultats des cultures des ECBUs effectuées sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 6 Fréquence de positivité des ECBUs chez les femmes enceintes

Culture positive 92 38.33%
Culture négative 148 61.16%
Total 240 100

On a remarqué que parmi les 240 ECBUs réalisées, 92 se sont révélés positifs, représentant un pourcentage

de 38.33%, alors que 148 cultures se sont révélées négatives avec un pourcentage de 61.16%.

1.2.1 Bactériologie des ECBUs
Le tableau en bas représente les différents isolats identifiés dans les ECBUs réalisés, ainsi que leurs fréquences.

Tableau 7 Bactériologie des ECBUs

Escherichia coli 68 73.91
Autres* 24 26.08
Total 92 100

Autres* : Streptocoque de groupe A, Streptocoque de groupe B, Klebsiella pneumoniae.
D’aprés les résultats présentés dans ce tableau, nous avons remarqué que parmi les 92 germes isolés,

Escherichia coli était 1I’espéce bactérienne prédominante avec un pourcentage de 73.91 %.

Nous avons constaté également la présence d’autres agents pathogenes tels que les bacéries du genre
Streptococcus (du groupe B, et du groupe A), ainsi que Klebsiella pneumoniae et cela a un pourcentage de
26.08 %.

1.2.1.1 Répartition des ECBUs positifs a Escherichia coli selon I'age
Le tableau ci-dessous décrit la fréquence d’isolement d’Escherichia coli en fonction de 1’age des gestantes.

<20 10 14,7
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20-30 41 60,29
31-40 11 16,17
>40 6 8,89
Total 68 100

Tableau 8 Répartition des ECBUs positifs a E.coli selon 1’dge des gestantes

On a remarqué que les gestantes agées entre 20-40 ans avaient le plus grand pourcentage de positivité a

Escherichia coli avec 76,46 %o.

1.2.1.2 Répartition des ECBUs positifs a Escherichia coli selon le terme de

grossesse des gestantes
Le tableau ci- dessous décrit la fréquence d’isolement d 'E.coli en fonction de 1’age de grossesse des gestantes.

Trimestre de Effectif Pourcentage
grossesse %

1" trimestre 0 0

2°Me trimestre 6 8,8

3™ trimestre 51 75

Non renseigné 11 16,7
Total 68 100

Tableau 9 Répartition des ECBUs positifs a E.coli selon le terme de grossesse

Nous avons observé que les ECBUs a E.coli sont majoritairement positifs durant le 3°™ trimestre de grossesse

avec un pourcentage de 75%.

1.2.1.3 Répartition des ECBUs positifs a Escherichia coli selon les facteurs

de risques maternels
Les résultats des cultures des ECBUs ainsi que leur répartition selon les facteurs de risques maternels ont été

présentés dans le tableau 10.

(o)
Eacteurs de ) Facteurs de n %)
. n Yo .
risques risques
RPM 49 72 RPM 12 50
MAP 10 14,7 MAP 9 375
RAS 5 7.3 RAS 1 4.17
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Non renseigné

53

Total coli

68

100

Tableau 10 Répartition des ECBUSs positifs a E.coli selon les

facteurs de risque maternel

NR 2 8.3
Total Non 24 100
E.coli

Tableau 11 Répartition des ECBUSs positifs non

coli selon les facteurs de risque maternel

On a noté des taux d’isolement élevés d’Escherichia coli chez les femmes enceintes présentant des

complications par rapport aux autres, soit 72% chez des gestantes avec RPM contre 14,7 % chez des gestantes

avec MAP

Tandis que seulement 7,3% des gestantes dont les ECBUs sont positifs a E.coli n’ont eu aucune complication

lors de leur grossesse.

1.2.1.4 Etude de larelation entre les facteurs de risques ( RPM/MAP ) etla
positivité des ECBUs a Escherichia coli

E coli + E coli - Total
RPM |49 12(15.91) | 61
+ (45.08)
RPM |19(22.91) | 12(8.08) |31
Total | 68 24 92

Tableau 13 Etude de la relation entre les RPM

et la positivité des ECBUs a E.coli

E coli+ Ecoli- Total
MAP+ | 10(14.04) | 9(5) 19
MAP- | 58(53.95) | 15(19.04) | 73
Total 68 24 92

45.08* est I’effectif théorique correspondant a 49 selon le calcul : (45.08= 61*68/92)

Tableau 12 Etude de la relation entre les MAP et la
positivité des ECBUs a E.coli
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Les effectifs théoriques calculés doivent étre supérieurs a 5 pour remplir les conditions de calcul du Khi-Deux

selon la formule suivante :

X2( RPM)=(49-45.08)2/45.08+ (12-15.91)2/15.91+(19-22.91)%/22.91+(12-8.08)/8.08 = 3.87
X2 (MAP)=(10-14.04)2/14.04+(9-5)%/5+(58-53.95)2/53.95+(15-19.04)2/19.04= 5.52

L’analyse statistique Khi-Deux a démontré que la présence d’une RPM et la présence de MAP sont un facteur
de risque favorisant la positivité des ECBUs a Escherichia coli chez les femmes enceintes avec respectivement
un p =0.05 et un p=0.025.

1.3 Fréquence d’'isolement d’Escherichia coli K1
Le test d’agglutination a la recherche de ’antigéne K1 a été effectué sur I’ensemble des souches d’Escherichia

coli isolées (68 ECBUs positif a Escherichia coli)

Le tableau suivant donne le taux d’isolement d’Escherichia coli K1 chez ’ensemble des femmes enceintes

inclues dans notre étude.

Tableau 14 Prévalence globale de [’isolement d’Echerichia coli K1

Présence d’Escherichia coli K1 42 175
Absence d’Escherichia coli K1 198 82.25
Total 240 100

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus ont montré que parmi les 240 ECBUs étudiés, 42 souches se
sont révélées positives & Escherichia coli K1, correspondant a un taux d’isolement dans I’ensemble des ECBUs
effectués de 17.5%.

1.3.1 Fréquence d’isolement de I’Escherichia coli K1 dans les ECBUs

positifs
Ecbu positif a E coli k1 42 45.6
Ecbu positif (autre qu’E. 50 54.4
coli k1)
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Total 92 100

Tableau 15 Taux d’isolement de coli K1 dans les ECBUs positifs

Les résultats présentés dans ce tableau ont révélé que parmi les 92 ECBUSs positifs, 42 souches étaient positives

a I’Escherichia coli K1, ce qui correspond a un taux d’isolement dans les ECBUs positifs de 45.6 %.

1.3.2 Taux d’isolement d’Escherichia coli K1 dans les ECBUs positifs a

Escherichia coli
Le tableau suivant renseigne sur le taux d’isolement d 'Escherichia coli K1 chez les femmes enceintes dont les

ECBUs sont positifs & Escherichia coli.

Tableau 16 Taux d’isolement de coli K1 dans les ECBUs positifs a Escherichia coli

. Pourcentage
Effectif %
E.Coli K1 positif 42 61,7
E.Coli non K1 positif 26 38,2
Total 68 100

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus ont montré que parmi les 68 ECBUs positifs a Escherichia
coli, 42 souches étaient positives a 1’Escherichia coli K1, ce qui correspond a un taux d’isolement dans les
ECBUEs positifs a Escherichia coli de 61.7 %. Ceci justifie la recherche systématique de I’antigéne K1 devant

toute espéce E.coli isolée chez une femme enceinte ou un nouveau-né.

1.3.3  Répartition des ECBUs positif a Escherichia coli K1 selon L’age
Le tableau ci-dessous décrit la fréquence d’isolement d’E.coli K1 en fonction de I’4ge des gestantes.

Tableau 17 Répartition d’Escherichia coli K1 selon l'dge.

<20 20-40 >40 Total
n % n % n % n
coli k1 0 0 39 92.8 3 7.2 42

On a noté que les gestantes agées entre 20-40 ans avaient un taux d’isolement significatif, soit de 92.8 %.
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1.3.4 Répartition des ECBUs positifs a Escherichia coli K1 selon le terme
de grossesse

Le tableau 18 donne la fréquence d’isolement d’E.coli K1 selon 1I’dge gestationnel des patientes.

Trimestre 1ére 2eme 3eme Non

de trimestre | trimestre | trimestre | renseigné | Total
grossesse

E.coli n [%| n | % N % n | % n

E.coli k1 0 0 6 (143 31 | 738 5 [11.9| 42

Tableau 18 Répartition des ECBUSs positifs a Escherichia coli K1 selon I'age gestationnel

On a observé qu’Escherichia coli K1 était frequemment isolée chez les gestantes au 3°™ trimestre de grossesse
avec un pourcentage de 73.8%o, par rapport au 2¢™ trimestre de grossesse (14.3%). Ce qui justifie la recherche

systématique des Bactéries a Haut Risque Néonatal (BHRNN) a partir du Troisieme trimestre de grossesse.

1.3.5 Répartition des ECBUs positifs a Escherichia coli K1 selon les

facteurs de risques maternels
Le tableau ci-dessous indique la répartition des ECBUs positif a E.coli K1 selon la présence de facteurs de

risques maternels chez les gestantes.

RAS RPM MAP Non renseigné Total
n % n % n % n % n
coli k1 1 24 | 36 | 85.7 3 7.1 2 4.8 42
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Tableau 19 Répartition d'Escherichia coli K1 selon les facteurs de risque maternel.

On a noté des taux d’isolement élevés d Escherichia coli K1 chez les femmes enceintes présentant des
complications par rapport aux autres, soit 85.7% chez des gestantes avec RPM contre 7.1 % chez des gestantes

avec MAP.

Tandis que seulement 2.4% des gestantes dont les ECBUs sont positifs & E.coli K1 n’ont eu aucune

complication lors de leur grossesse.

1.3.6 Résistance d’Escherichia coli K1 aux béta-lactamines
Le tableau ci-dessous informe sur les taux de résistance d’E.coli K1 et non K1 aux béta-lactamines testés.

Tableau 20 Répartition des Escherichia coli K1et non K1 selon leurs résistances aux béta-lactamines

Escherichia coli K1 | E coli non

Antibiotique (n=42) (n=26)

n % n
Ampicilline 26 61.9 23
Amoxicilline 27 64.28 23
Céphalosporines de  1°® 10

PP 3 7.1

génération
Céphalosporine de 3™ 0 0 0
génération
Imipinéme 0 0 0

D’aprés les résultats obtenus, les Escherichia coli K1 ont présenté une résistance a 1I’Ampicilline, a
I’ Amoxicilline, et aux Céphalosporines de 1°¢ Génération. Avec les pourcentages respectifs de 61,9%b,
64,28% et 7,1%.

Les céphalosporines de 3™ Génération se sont révélées efficaces a 100%.

Aussi, les souches K1 isolées étaient sensibles a 100% aux Imipénémes.

Les résultats du tableau ont également montré que les Escherichia coli non K1 ont présenté une résistance a
I’ Ampicilline, a I’Amoxicilline, et aux Céphalosporines de 1¢¢ Génération tout aussi importante que les

Escherichia coli K1.

Les Céphalosporines de 3™ Génération se sont également révélées efficaces a 100% contre les Escherichia

coli non K1.

Les souches isolées non K1 étaient aussi sensibles & 100% aux Imipénémes.
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2 Discussion
Malgré les progreés réalisés dans la prise en charge des nouveaux nés et des enfants prématurés, les infections

néonatales & Escherichia coli restent responsables d’un taux de mortalité élevé, ainsi que de séquelles

neurologiques importantes [74].

A travers notre étude, nous avons essayé d’évaluer globalement le taux d’isolement d’Escherichia coli K1 en
plus de son profil de résistance aux antibiotiques chez des femmes enceintes a différents stades évolutifs de

leur grossesse.
Nous avons également évalué le taux d’isolement d’Escherichia coli non K1 chez ces femmes enceintes.

Notre population est composée de 240 patientes qui ont bénéfici¢ d’ECBUs au niveau du laboratoire d’analyses
bactériologiques au CHU de Hassiba Ben Bouali a Blida. La période d’étude était du mois d’octobre 2019 au
mois d’aott 2020.

Nous avons noté dans les ECBUs effectués un taux de positivité égal a 38.33% se traduisant par 92 ECBUs

dans la population étudiée.

Ceci est en accord avec une étude faite a 1’Unité Hassiba Ben Bouali a Blida par Pr S.Oukid [106], qui a montré

que les ECBUs négatifs étaient majoritaires chez les femmes enceintes.
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Figure 38 Taux de positivité des ECBUs (étude faite par Pr S.OUKID a ['unité Hassiba Ben Bouali, N=71)

La bactérie Escherichia coli a constitué 1’essentiel des germes identifiés avec un pourcentage de 73.91 % soit
68 ECBUSs positifs a E.coli.

Tandis que les autres germes, a savoir les Streptocoques du groupe A, et B, et Klebsiella pneumoniae ont été

isolés avec un pourcentage de 26.08 %.
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Des résultats similaires aux notres ont été rapportés dans deux études, ayant montré que les Escherichia coli

étaient majoritaires dans les examens cytobactériologiques des femmes enceintes.

La premiére étude a été faite a I’Unité Hassiba en Ben Bouali par Pr S.OUKID 2015.

Germes retrouvés des ECBU et PV chez la femme enceinte,
N=208

Figure 39 Bactériologie des ECBUs chez les femmes enceintes, étude faite par Pr. Oukid a I'unité Hassiba Ben Bouali,
N=208[106]

La deuxieme étude a éte faite par Emanuelle ROUX a Nantes, France.
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Figure 40 Bactériologie des ECBUs chez les femmes enceintes, étude francaise faite par Emmanuelle ROUX en 2015
N=108. [107]

Concernant le sérotype K1, nous avons retrouvé dans I’ensemble de la population étudiée une prévalence

d’Escherichia coli K1 de 17.5% a partir des ECBUs des gestantes.
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La comparaison de ces résultats avec les données de littérature était limitée a cause du manque de travaux sur
I’isolement d’Escherichia coli K1 dans les ECBUs chez les femmes enceintes et a cause de la découverte

récente du pouvoir pathogéne du sérotype K1.

Dans les 68 ECBUSs positifs a Escherichia coli, les femmes gestantes agées entre 20-40 ans ont présenté un
taux d’isolement d ’Escherichia coli important (76,46%6) par rapport aux femmes enceintes d’ages inférieurs a
20 ans et supérieurs a 40 ans. Ceci s’ajoute a ce qui a €té rapporté antérieurement dans les travaux réalisés sur

I’isolement de Bactéries a Haut Risque Néonatal (BHRNN)).

D’une autre part, parmi les 42 ECBUs positifs a Escherichia coli K1, les femmes enceintes agées entre 20-40
ans ont présenté un taux d’isolement d Escherichia coli K1 important également (92,8%b) par rapport aux

femmes enceintes d’ages inférieurs a 20 ans et supérieurs a 40 ans.

L’explication tient au fait que différents facteurs peuvent influencer 1’isolement des BHRNN; en passant par
Pactivité sexuelle, 1’alimentation, les mauvaises habitudes d’hygiéne intime, la contraception inadaptée, la

grossesse, ainsi que la prise d’antibiotiques [108].

Concernant 1’4ge gestationnel des patientes, le taux d’isolement des Escherichia coli était élevé au Troisieme

trimestre de grossesse comparé aux autres termes, avec un pourcentage de 75%.

Ceci est en accord avec une étude faite par E.ROUX en France [107] qui a montré que les gestantes au

troisieme trimestre de grossesse avaient le pourcentage le plus élevé des ECBUs positifs a Escherichia coli.
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Figure 41 Répartition des ECBUs positifs a E.coli selon le terme de grossesse, étude faite en France par E. Roux en
2015, N=108.
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D’une autre part, cette étude prospective a révélé que le taux d’isolement des Escherichia coli K1 était aussi

élevé au Troisiéme trimestre de grossesse, soit 73,8% comparé aux deux autres termes.

Des résultats similaires ont été rapportés par d’autres auteurs dans différents pays :
Les études de Pr S.OUKID (Algeérie) [106] et E.ROUX (France) [107] entre ’année 2015 et 2017 ont
¢galement révélé une fréquence d’isolement significative de BHRNN dont Escherichia coli K1 chez les

femmes enceintes au dernier trimestre de grossesse.

Notre étude souligne une association significative entre la présence de facteurs de risques infectieux (RPM,
MAP) et la positivité des ECBUs a Escherichia coli. En effet, 1l a été constaté qu’Escherichia coli a été isolée

a un taux supérieur, soit 72% en présence de RPM.

La méme remarque concerne le sérotype K1. On a constaté qu’il y a une relation entre la présence de facteurs
de risques infectieux et la positivité des ECBUs a E.coli K1. Il a été noté un pourcentage d’isolement d 'E.coli

K1 élevé & 85,7 chez les gestants avec une RPM.

Ceci est en accord avec une ¢tude faite a 1’Unité Hassiba Ben Bouali par Pr S.Oukid en 2015 sur la recherche
de bactérie a haut risque néonatal chez la femme enceinte, et qui a montré que la RPM est le facteur de risque
majoritaire. (N=212)

4% 5%

8%

H RAS

H RPM
MAP

Non renseigné

Figure 42 Répartition des femmes enceintes selon les facteurs de risque (étude faite par Pr S.OUKID a l’'unité Hassiba
Ben Bouali de la wilaya de Blida en 2015, N=212[106]

Par ailleurs, I’analyse statistique suivant la loi de Khi-Deux a démontré que la présence d’une rupture
prématurée des membranes (RPM) ainsi que la présence de menace d’accouchement prématuré (MAP) sont
des facteurs de risques favorisant la positivité des ECBUs a Escherichia coli avec respectivement p=0,05 et
p=0,025.
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En addition aux notes précédentes, cette étude a confirmé le caractére inquiétant de I’évolution de la résistance

d’Escherichia coli aux Béta-lactamines.

Des résultats similaires rapportés par I’¢tude de KENKOUO Guy Albert au niveau du laboratoire d’analyse
microbiologique au Cameroun en 2008 [109], qui a montré qu Escherichia coli était résistante aux Béta-

lactamines dont I’ Amoxicilline et I’ Ampicilline.

Antibiotique Intermédiaire Résistant Sensible
AMO 1,8 85,8 12,4
AMC 25,6 51 234

Tableau 21 : Centre Pasteur du Cameroun, 2008 N=5955

En parlant du sérotype K1, les résultats de notre étude ont également confirmé 1’évolution de la résistance

d’Escherichia coli K1 aux Aminopenicillines dont I’ Amoxicilline et I’ Ampicilline.
Des résultats comparables ont été retrouves dans différents pays :

- Dans I’étude de Saez-Lopez et al en 2016 (Barcelone) [110], qui a révélé un taux de résistance de 59% des

Escherichia coli K1 aux Aminopénicillines.

- Dans I’étude de Mariani-Kurdjian (France)[20], qui a révélé un taux de résistance de 4,6% des Escherichia

coli K1 Céphalosporines de 3¢™ Génération.

Toutefois, une bonne sensibilité aux Imipénémes a été notée chez toute 1’espéce Escherichia (K1 ou non). Ce
constat est partagé par d’autres auteurs avec des taux de résistances variables.

Dans ce contexte, ’utilisation des Céphalosporines de 1% Génération en premiére intention dans le traitement
prophylactique ou curatif des infections bactériennes pendant la grossesse ou des infections néonatales a
Escherichia coli semble étre efficace, permettant ainsi de ralentir I’émergence des résistances aux
antibiotiques ; notamment la diffusion des bactéries productrices de BLSE qui constituent une problématique
majeure au niveau communautaire et hospitalier. Cette diffusion qui est encourageée par la prescription abusive

des Céphalosporines de Troisieme génération.

Toutes ces données recueillies signifient que I’Examen CytoBactériologique des Urines (ECBU) a la
recherche de [’Escherichia coli au cours de la grossesse a partir du Troisiéme trimestre de grossesse et en
présence de facteur de risques infectieux (RPM, MAP) est d’une importance cruciale pour I’évaluation du

risque infectieux néonatal , et surtout pour améliorer les mesures préventives actuelles.
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Conclusion générale

Ce mémoire présente 1’é¢tude effectuée a ’hopital Hassiba Ben Bouali a Blida du mois d’octobre 2019 au
mois d’aolt 2020 .Dans le cadre de cette pratique, nous avons fait une étude rétroprospective portant sur le
profil de I’antibiorésistance d’Escherichia coli K1 de la famille des Entérobactériacae ainsi que la
bactériologie des ECBUs réalisés au niveau du laboratoire de bactériologie du CHU Hassiba Ben Bouali.
L’objectif principal de cette étude est de proposer des éléments a prendre en compte pour le dépistage et
I’antibiothérapie des infections materno-feetales a Escherichia coli K1.Nous avons exploité les données des

registres du laboratoire de bactériologie afin d’en extraire les dossiers des gestantes.

Au cours de notre étude rétroprospective, il a été rapporté un taux d’isolement d’Escherichia coli sérotype
K1 de 45,6% dans les ECBUs positifs qui étaient au nombre de 92/240. Quant aux facteurs de risques, il a
été noté que la RPM était la plus incriminée dans les ECBUs positifs a Escherichia coli K1, présentant un
taux de 85,7%chez les femmes enceintes entre 20 et 40 ans. Et suite aux résultats de I’antibiogramme réalisé
qui nous a permis d’établir le profil de résistance d’E.coli K1 aux antibiotiques, nous avons trouvé que cette
espéce révele des taux variables de résistance aux Béta-lactamines. D une maniére générale, E.coli K1 a une
résistance prononcée a I’ Amoxicilline ainsi qu’a I’ Ampicilline, et une faible résistance aux Céphalosporines
de 1% Génération dont la Céfazoline et la Céfalexine. Cependant, les Céphalosporines de 3¢™ Génération

ainsi que I’Imipénéme se sont prouvés efficaces.

En raison de la découverte du pouvoir pathogéne de la capsule K1 d’Escherichia coli, des stratégies de
dépistage, de préventions et de traitements ont été développées. De cette étude ressortent les

recommandations suivantes :

Il est recommandé de faire le dépistage d’Escherichia coli K1 systématiquement chez les femmes enceintes.
Cette initiative constitue la prise en charge la plus efficace pour réduire I’incidence des infections a E.coli
K1 chez les nouveaux nés. Le dépistage systématique du portage d’Escherichia coli K1 est fortement

recommandé en fin de grossesse, soit entre la 34°™ et la 38°™ semaine d’aménorrhée [81].

Les antibiotiques a recommander pour le traitement empirique des infections materno-feetales a E.coli K1

sont les Céphalosporines de 3™ Génération telles que la Céfotaxime et la Céfixime, [111].

Les Fluoroquinolones devraient étre remplacés par la Ciprofloxacine, la Triméthoprime est indiquée en

dehors du T1, et les Sulfamides en dehors du T3 en raison des effets tératogénes.



Les mesures d’asepsie devraient étre de rigueur a I’unité de néonatalogie et en maternité afin d’éviter toute
possibilité de contamination.

Pour conclure, La recherche et I’exploration de la résistance de /’Eschercichia coli sérotype K1 est une étape
indispensable dans la lutte contre I’antibiorésistance et I’amélioration des moyens de prophylaxie liés aux

infections néonatales ; ce qui amene a la diminution du taux de mortalité des nouveau nés.

Néanmoins, notre étude nécessite d’étre complétée par des études épidémiologiques et des travaux ciblant
particulierement la bactérie Escherichia coli sérotype K1 dans les prélévements vaginaux des gestantes, leurs
ECBUs ainsi que ceux des houveaux nheés.
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» Annexe IV : Matériels du laboratoire.

Annexe I : Galerie d’identification API 20E

1-Ensemencement de la souche test

* On prend une colonie de notre souche ;

* On fait I’isolement par stries, dans une boite de la gélose TSA ;

* Aprées on incube la boite a 44°C pendant 24h ;

* Aprés incubation, on prépare Sml d’un tube d’eau distillée stérile ;

* On préléve une colonie bien isolée sur le milieu TSA ;

* Enfin, on réalise une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le milieu.

2-Préparation de la galerie

* On met de I’eau distillée sur le fond de la boite (partie alvéolée), toutes les alvéoles doivent étre remplies,

en ¢éliminant I’excés d’eau en renversant la boite au-dessus de 1’évier ;

* Placer la galerie sur le fond de la boite, elle doit étre manipulée avec la pince ;



« Recouvrir la boite avec son couvercle ;

* Inscrire nom, référence souche, date et température d’incubation sur la languette latérale de la boite.
3-Inoculation de la galerie

> On introduit la suspension bactérienne dans chaque tube a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile, pointe en

appuyant a ’intérieur et sur le coté pour éviter la formation de bulles. Et on distingue 3 types de remplissage

* Pour les tubes qui sont marqués par des caracteéres ni soulignés, ni encadrés. On remplit seulement le

tubule.

* Pour ceux qui sont marqués par des caractéres soulignés. On remplit seulement le tubule et on le ferme

avec 3 gouttes d’huile de paraffine (ADH, LDC, ODC, H2S, UREE)

* Enfin pour les tubes qui sont marqués par des caractéres encadrés, on remplit le tubule et la cupule (CIT,

VP, GEL).

> On referme la boite d’incubation et on place dans I’étuve a 37°C pendant 24 heures
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Figure 43 Ensemencement de la galerie APl 20E

4- Résultats de I’ensemencement de la galerie
> Lecture des résultats

La détermination de la positivité ou la négativité de chaque test consiste sur une lecture ; soit directe (sans
ajouter aucun réactif) soit indirecte (en ajoutant des réactifs spécifiques) (Recherche et identification

d’Escherichia coli dans Leben marocain). La lecture est faite en se basant sur le tableau ci-dessous :



TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E
Microtube Substrat: Caractére recherché: | Révélateur Lecturedlr_ec‘te ou |n_d|recte Resultat Résultat +
Test(si necessaire) -
ONPG = Orthao- . )
ONPG Nitro-Phényl- Beta . Lecture directe
Galactoside galactosidase )
ADH Arginine Arginine Dihydrolase Rouge O
Loc Lysine Lysine Décarboxylase | de Lecture directe
opc Ornithine Ornithine Décarboxylase| Phénal Py
o
CIT) Citrate Utilisation du citrate BET Lecture directe i 8
\
"
Thiosulfate de . , . I~
H.S sodium Praduction d'Hz5 Lecture directe i
L
Rouge d )
URE Urée Uréase ouge de Lecture directe I~
— Phénal
T h Cecture indirecie =
TDA Tryptophane d[yptnp ans Ajouter une goutte de réactif | [~/
Esaminase chlorure de fer Ill )
T h Lecture indirecte L
IND Tryptophane ryptop! anase ou Ajouter une goutte de réactif
production d'indole Kovacs )
roduction d'acétaine Lecture indirecte (Y
WP | :ELL:Z?_;E de FS-hydruxybutannne Ajouter 1 goutte de VP1 et ~
VP2 Attendre 10 minutes \
"
GEY Gélatine gelatinase Lecture directe
\_/
GLU 3 I
ARA Substrat Utilisation de substrats _ ®
o carboné carbonés (glucides) BBT Lecture directe
zymogramme (glucide} _
] L ecture indirecte
MOSIM, | Mitrates (NOy) Mitrate réductase Ajouter 1 goutte de NIT1 et
T2 et zinc éventuellement

Tableau 22 Lecture de la galerie API 20 E(lecture et interprétation : galerie Api 20E)

> Détermination du profil numérique

Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par groupe de trois, et une valeur 1,2 ou 4 est indiquée pour

chacun. En additionnant a I’intérieur de chaque groupe les valeurs correspondant a réactions positives, on

obtient 7 chiffres ; la réaction de I’oxydase qui constitue le 21eme test est affectée de la valeur 4 lorsqu’elle

est positive [88]

Annexe II : Procédures a suivre dans la détermination de ’antigéne K1.

Etape 1 : Agiter les réactifs latex.

Etape 2 : Pour chaque culture a tester, déposer 1 goutte de latex test dans un cercle sur une carte de réaction,

et 1 goutte de latex de contréle dans un autre cercle.

REMARQUE : il est indispensable d’utiliser le latex de contréle pour les cultures suspectées contenir E.

coli.




Etape 3 : Prendre un batonnet de mélange et prélever une petite quantité de la culture en la touchant avec
I’extrémité aplatie du batonnet. A titre indicatif, il convient de prélever une quantité a peu prés équivalente a

une grosse colonie.

Etape 4 : Emulsionner 1’échantillon de culture dans la goutte de latex test en frottant avec 1’extrémité aplatie
du batonnet. Frotter énergiquement, mais pas trop vigoureusement pour ne pas détériorer la surface de la
carte. Etaler le latex pour recouvrir le cercle autant que possible. Jeter le batonnet de mélange de fagon a ce
qu’il soit éliminé en toute sécurité.

Etape 5 : Avec un batonnet différent, émulsionner un échantillon de culture similaire dans le latex de

controle.

Etape 6 : Bouger la carte en la basculant lentement et observer la formation d’une agglutination pendant 20
secondes, en maintenant la carte a une distance normale de lecture (25 a 35 cm des yeux). Ne pas utiliser de
loupe grossissante. Les résultats obtenus sont clairs et facilement interprétables dans des conditions normales

d’éclairage.
Etape 7 : Jeter la carte de réaction utilisée de fagon a ce qu’elle soit éliminée en toute sécurité.
% Lecture des résultats

Une réaction positive est indiquée par le développement d’un profil d’agglutination dans les 3 minutes
suivant le mélange du latex et de 1’échantillon a tester, avec une agglomération clairement visible des

particules de latex.

Dans une réaction négative, le latex ne s’agglutine pas et 1’aspect laiteux reste notablement inchangé tout au

long du test (Trousse de détection d’antigénes bactériens [92].

Annexe 111 : Indication d’un traitement antibiotique chez un nouveau-né
symptomatique



Annexes

Annexe V : Indication d'un traitement antibiotique chez wn novveau-né

symptomaticue | Binm-Mucimat ot al 2004

Nouveau-né symptomatigue

Sans raison apparente ou avec une anammnese
mfectisuse

Bilan clinigue, bilan parachnigue :

Hemocultore, WES, CEF, préléevement gastrnique et
penphéngue (PGF), PL (Immediate 51 'état de 'enfant
le permet ou différes)

Tratement anhbiotigue probabiliste [V en
URGENCE

|

I Evaluation i 48 heure:
_:-""FH-FFF e,
- l —
Infection certaine Infection probable Pas d'infection
Bactérieémue ou - hémoculures () et FL
negatives
menmsite
-PGP +
- et'ou sigmes chmques mfeches
- et'ou anomahes NES
- et'ou CRP ancrmale
Traitement ATH Traitement ATE a continner Arrét de traitement
adapte ala localization Dhurée dn trartement 3 adapter )
et au germe identifie : selon la clmique et la biologie ATE a 48 heures

- B jours IV pour les
infections systématiques;

- 15321 jours IV pour
les ménmgites

Figure 44 Recherche et identification d’E.coli K1 chez les femmes enceintes [106]

Annexe IV : Matériels du laboratoire
1-Matériel de prélévement

% Table gynécologique;

« Lampe d’examen;

«» Plateau;



+« Gants de soins;

« Ecouvillon stérile;

« Spéculum Stérile;

« Eau physiologique.

2-Matériel d’analyse bactériologique
« Bec bunsen ;

« Pipette pasteur ;

% Eau physiologique stérile ;

« Lame et lamelle ;

« Microscope optique Gx40 ;

«» Galerie API20 E ;

« Galerie classique ;

« Vaseline ;

« Ecouvillon stérile ;

+ Disque antibiotique ;

« Tube stérile ;

« Pince ;

% Etuve 37 °C ;

« Colorant de Gram : la fuschine , lugol ,violet de gentiane ;
< Alcool ;

% Huile d’immersion ;

« Milieux de culture (Gélose Hektoen ; Gélose Mueller Hinton) ;

« Test agglutination au latex.



Résumé

La lutte contre les infections néonatales a Escherichia coli K1 est d’une importance majeure en raison de la
mortalité et de la morbidité qu’elles peuvent engendrer chez les nouveaux nés.

Dans le but d’évaluer cette situation problématique, nous avons étudié la place d Escherichia coli K1 isolée &
partir des ECBUSs pendant la grossesse, ainsi que les facteurs de risque associés (la rupture prématurée des
membranes, la menace d’accouchement prématuré). Il s’agit d’une étude rétroprospective effectuée au
laboratoire de bactériologie a 1’unité Hassiba Ben Bouali au CHU de Blida sur une période allant du mois
d’Octobre 2019 au mois d’Aofit 2020.

Notre échantillon comprend 240 examens cytobactériologiques des urines (ECBUSs) réalisés chez des gestantes
a différents stades évolutifs de leur grossesse. La moyenne d’age des patientes était de 31 ans. La fréquence
d’Escherichia coli K1 était de 17,5%, elle était significativement élevée en présence de facteurs de risques et
au troisieme trimestre de la grossesse. Les résistances des souches d’Escherichia coli K1 les plus élevees se
sont révélées pour I’ Amoxicilline (64,28%), et I’ Ampicilline (61,9%). Toutes les souches étaient sensibles aux
Imipenemes et aux Céphalosporines de 3¢™ Génération.

Un dépistage précoce d’Escherchia coli et de son antigéne capsulaire K1 chez les femmes enceintes parait étre
indispensable afin d’instaurer une antibioprophylaxie per-partum efficace pour prévenir les infections
néonatales.

Mots-clés : Grossesse, Escherichia coli, Antigéne K1, infection néonatale, facteurs de risques,
Portage.

Abstract

The fight against Escherichia coli K1 neonatal infections is a big challenge due to the mortality and the
morbidity they can cause.

The present study determinated the prevalence of Escherichia coli K1 colonization in ECBUSs, studied its
antibiotic resistance and the risk factors associated (premature rupture of membranes, premature delivery
threats). This is a retroprospective study carried out at Hassiba Ben Bouali bacteriological laboratory CHU of
Blida from October 2019 to August 2020.

Our study includes 240 urin swabs collected from pregnant women at different stages of their pregnancy. The
prevalence of Escherichia coli K1 in the vaginal samples was 17,5%, which was significant among women
with premature rupture of membranes. The highest rates of resistance were found in Amoxicillin (64,28%),
Ampicillin (61,9%). All the strains were sensitive to Imipenems and Third Generation Cephalosporins.

These findings suggest that early detection of Escherichia coli and its capsular polysaccharide K1 in urin swabs
during pregnancy should be performed in order to introduce an effective drug prophylaxis to prevent these
infections.

Keywords: Pregnancy, Escherichia coli, K1 antigen, neonatal infection, risk factor, colonization.



