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Résumé

Les pneumopathies nosocomiales sont des infections pulmonaires acquises apres 48 heures
au moins d’hospitalisation. Elles figurent au deuxiéme rang des infections acquises en milieu
hospitalier, et en premier rang en réanimation.

Ce travail a pour but d’identifier les bactéries responsables des pneumopathies
nosocomiales chez les patients hospitalisés dans les services de réanimation médicale au CHU
de Beni Messous et de déterminer leur résistance aux antibiotiques.

I1 s'agit d'une étude rétrospective, portait sur 67 patients représentés majoritairement par le
sexe masculin, Durant la période de cette ¢tude 113 prélévements respiratoires sont recus
représentés principalement par 95 PDP, le résultat de la culture était positif pour 62
prélevements. Les agents responsables isolés sont essentiellement des bactéries a Gram
négatif (90%), En téte de liste Acinetobacter Baumannii (47%), dont les souches isolées
¢taient multi-résistants (98%).

Au cours de cette étude, nous avons notés une prolongation de la durée d’hospitalisation en
réanimation et de la durée de ventilation associée a un surcoiit médical important.

Mots clés : pneumopathie nosocomiale, infection respiratoire, Acinetobacter baumannii
antibiorésistance.



Abstract

Nosocomial pneumonia are pulmonary infections acquired after at least 48 hours of
hospitalization. They are the second most common infections acquired in hospitals, and first
in intensive care.

This work aims to identify the bacteria responsible for nosocomial pneumonia in
patients hospitalized in intensive care unit at the CHU of Beni Messous and to determine their
resistance to antibiotics.

This was a retrospective study involving 67 patients, most of whom were male. During the
study, 113 respiratory specimens were received, mainly represented by 95 PDPs, the result of
the culture was positive for 62 samples. The isolated causative agents are essentially Gram-
negative bacteria( 90%), at the top of the list Acinetobacter Baumannii (47%), whose isolated
strains were multi-resistant(98%)..

In this study, we noted an extension of the duration of hospitalization in intensive care and
the duration of ventilation associated with a significant medical cost.

Keywords: nosocomial pneumonia, respiratory infection, Acinetobacter baumannii,
antimicrobial resistance
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Introduction

Les infections nosocomiales sont considérées comme des infections contractées par un
patient dans un établissement de soins aprés son admission, les symptdmes apparaissent
pendant ou apres son sé¢jour. Ces infections surviennent aprés au moins 48h d’hospitalisation
(Astagneau et Ancelle, 2011).

La pneumopathie nosocomiale (PN) représente la deuxiéme infection nosocomiale la plus
fréquente a un pourcentage de 20% apres l'infection urinaire qui est a 40%. Son incidence est
particulierement élevée dans les unités des soins intensifs par rapport aux autres services
hospitaliers (Girault et al., 2006).

Les pneumopathies nosocomiales (PN) surviennent essentiellement chez les malades
ventilés artificiellement par l'intermédiaire d'une prothése endotrachéale (Girault et al.,
2006).

Les pneumonies nosocomiales acquises sous ventilation mécanique (PNAVM) ne
concernent que celles acquises apres 48 heures au moins de ventilation, elles représentent la
forme la plus fréquente et la plus séveére malgré les progres de 1’antibiothérapie et la mise en
ceuvre de mesures de prévention (Boydjiev et al., 2006, Trouillet et Chastre, 2000).

Leur importance en réanimation est liée au caractere invasif des procédures et a la fragilité
du terrain des patients hospitalisés dans les structures de soins intensifs (Philippart et al.,
2012).

Les pneumopathies nosocomiales représentent encore l'une des principales causes de
morbidité, de mortalité et de surcolit des soins en réanimation et sont a l'origine d'une
prolongation de la durée du sé€jour hospitalier et d'un surcotit important (Fartoukh et Ricard,
2009, Girault et al., 2006).

L’¢écologie bactérienne de ces infections est variable. Elle dépend du caractére précoce ou
tardif de la PN et des facteurs de risque. Toutefois, on note la prédominance des bactéries
multi-résistantes (Maoulainine et al., 2014).

Le diagnostic des pneumopathies nosocomiales est posé devant 1’apparition des signes
cliniques et biologiques, d’une image radiologique nouvelle ou aggravée. Il est confirmé par
I’examen bactériologique des sécrétions bronchiques (expectoration et prélévement distal
protégé), par brossage endo-bronchique et lavage broncho-alvéolaire, il permet aussi de
déterminer la sensibilité aux antibiotiques de I’agent(s) pathogéne(s) en cause, et ainsi
d’adopter I’antibiothérapie appropri¢e (Jaton et al., 2014).

La prise en charge des pneumopathies nosocomiales constitue un véritable défi
diagnostique et thérapeutique, doublé d’un enjeu économique important (Maoulainine et al.,
2014).



En dépit des nombreux progres qui ont été effectués aussi bien en matiere de diagnostique
et de traitement, le pronostic des pneumonies nosocomiales reste sombre, essentiellement du
fait de la gravité de la maladie sous-jacente (Donati et Papazian, 2008).

L’objectif principal de ce travail, est d’identifier les bactéries responsables des
pneumopathies nosocomiales chez les patients hospitalisés dans les services de réanimation
médicale au CHU de Beni Messous a Alger et de déterminer leur antibiorésistance. Afin
d’établir des mesures de prévention et des recommandations permettant d’améliorer la prise
en charge des patients en réanimation.



Partie
bibliographique







I. GENERALITES SUR LES INFECTIONS RESPIRATOIRES
I.1- Rappel Anatomique et physiologique de I’appareil respiratoire

L’appareil respiratoire est ’ensemble des organes assurant les premicres étapes de la
respiration (Jeuge-Maynart et al., 2010).11 est composé des voies respiratoires supérieures et
inférieures qui assurent la ventilation. Les voies supérieures réchauffent et filtrent Iair
inspiré, ce qui permet aux voies inferieures d’effectuer les échanges gazeux, 1’oxygeéne est
acheminé vers les tissus par la circulation sanguine et les déchets gazeux, comme le gaz
carbonique, sont ¢liminés pendant I’expiration (Brunner et al, 2011).

Les voies respiratoires inférieures sont représentées par l'arbre bronchique et les poumons
(figurel).L’arbre bronchique : la trachée est l'extrémité proximale de l'arbre bronchique, qui
se subdivise en deux bronches, lesquelles a leur tour se subdivisent en bronchioles, ces
derniers sont impliquées dans la ventilation des alvéoles pulmonaires au niveau des quelles
l'asepsie est assurée par I’action mécanique des muqueuses ciliées et les macrophages
(Delmas et Brémond-Gignac, 2008).

Les poumons sont des visceéres de consistances molles, élastiques, comparables a une
éponge gorgée d'air et de sang. Chaque poumon est partagé en lobes, le poumon gauche est
formé de deux lobes, [supérieur et inferieur]. Alors que le poumon droit est formé de trois
lobes [supérieur, moyen et inferieur].lls adhérent aux parois de la cage thoracique par
l'intermédiaire d’une plévre qui est une membrane séreuse constituée de deux feuillets: 1'un
tapisse la paroi musculo-squelettique du thorax : feuillet pariétal et l'autre recouvrant les
poumons : feuillet viscéral. Entre les deux feuillets se trouve un liquide légérement visqueux :
le liquide pleural. Il assure la cohésion entre les feuillets tout en permettant leur glissement
ais¢ (Dupont, 2015).
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Figure 1. Structure des voies respiratoires; alvéoles et coupe transversale des poumons
(Brunner et al., 2011).



A I'é¢tat normal, le volume du liquide pleural, est entre 1 et 10 ml. Ce volume semble se
modifier au cours de diverses pathologies bactériennes, donnant lieu & un épanchement
liquidien : pleurésie (Brunner et al., 2011).

I.2-Physiopathologies des pneumopathies nosocomiales

Les pneumopathies nosocomiales résultent, de la pénétration et du développement des
micro-organismes dans les voies aériennes inférieures qui, apres une phase de colonisation,
vont conduire a une infection du parenchyme pulmonaire par dépassement des capacités de
défenses mécaniques : clairance muco-ciliaire, cellulaires : polynucléaires, macrophages,
lymphocytes et/ou humorales de 1’hote (Girault et al., 2006).

Les sources de contamination pulmonaire, (figure 2) classiquement reconnues sont en
rapport avec la technicité des soins (sondes, cathéters...), I’environnement (air, eau...) et le
risque de transmission croisée entre le personnel soignant ou d’autres patients, ou par voie
endogéne (la flore du patient lui-méme).
(Delves et Roitt, 2002).

Voie exogene

Le principal mécanisme de pénétration des \ Voieendogén
agents bactériens dans les voies aériennes
inférieures, est soit suite d’un retour digestive
au niveau de I’oropharynx, soit par 1’inhalation

de la flore naso-pharyngée. Au cours des

Colonisation
oropharynx

pneumonies nosocomiales acquises sous
ventilation ~ mécanique (PNAVM), la
colonisation et la pénétration bactériennes
s’averent favorisées par la présence de la sonde
endotrachéale qui, d’une part « court-circuite
» les mécanismes normaux de défense de
I’organisme (voies aériennes supérieures, toux,
clairance mucocilaire), et d’autre part favorise
I’inhalation de sécrétions pharyngo-trachéales.
L’inoculum bactérien est alors plus ou moins

important en fonction de I’importance des nosocomiales(Belcour, 2009)
fuites autour du ballonnet de la sonde
d’intubation. Par contre, I’infection pulmonaire se fait rarement par voie hématogene

(Girault et al., 20006).

I.3- Epidémiologie des pneumopathies nosocomiales

Les pneumopathies nosocomiales s’observent chez plusieurs catégories de patients,
principalement, chez les patients sous ventilation artificielle dans les unités de soins intensifs,
ou leur taux atteint 3 % par jour (Ducel et Febry, 2008).

Figure 2. Physiopathologie des pneumopathies



Selon Girault et al, (2006) et Hygis (1998), les pneumopathies nosocomiales sont la
premicre cause d’infections nosocomiales et représentent plus de 50%, de prescription
d’antibiotiques en réanimation, Leur fréquence globale en réanimation est de 8 a 15 % mais
s’éleve a 20-30% en cas de ventilation mécanique, voire jusqu’a 30 a 70 % chez les sujets
ventilés depuis plus de 48h.

Les pneumonies nosocomiales sont au premier rang en termes de mortalité avec 20 a 50%,
en particulier en cas de ventilation mécanique car : elles surviennent le plus souvent sur un
terrain fragilisé (pathologie aigue ou chronique ayant conduit & une hospitalisation) ; les
bactéries responsables sont le plus souvent d’origine nosocomiale, ayant acquis des
résistances aux antibiotiques, compliquant ainsi le traitement et la prise en charge (Montani
et Tcherkian, 2009).

Dans 40 a 60% des cas, il s’agit d’une infection poly-microbienne, en particulier chez les
malades déja sous antibiotiques avant le début d’une pneumopathie (Aubier et al., 2009).

I.4- Facteurs de risque des pneumopathies nosocomiales

Le développement d’une pneumopathie nosocomiale est favorisé par des facteurs, qui sont
principalement en rapport avec la ventilation ou le patient lui-méme. Le tableau I rapporte les
facteurs de risques favorisants la pneumopathie nosocomiale.

Tableau 1. Facteurs de risques de la pneumonie nosocomiale.

Facteurs liés a I’héte Facteurs liés a la réanimation et aux soins
-Un age supérieur a 60 ans - Curares, sédation, Position allongée, manque
Sexe masculin, Diabéte, d’étanchéité des ballonnets augmente le risque
— Alcoolisme chronique, d’inhalation gastrique ;
-Pathologies pulmonaires chroniques (BPCO, -Ultilisation d’un anti-H,,
SDRA...) _utilisation de traitements antibiotiques
— Défaillance d’organe, prolongés et inadéquats qui peuvent favoriser et
— Coma ou Altération de la conscience, accroitre la colonisation par les bactéries
— Interventions chirurgicales prolongées ou résistantes,
compliquées, notamment thoracoabdominales.  -Surveillance de la pression intracranienne
-Brilures, traumatisme -Ventilation mécanique > 2 jours
-Inhalation de liquide gastrique -Modification fréquente du circuit ventilatoire
-Colonisation des voies aériennes supérieures  -Sonde nasogastrique/ nasotrachéale
-Sinusites, Colonisation gastrique -Transport hors de la réanimation
Albuminémie <22 g1-1 Aérosols sur ventilateur

(Charbonneau et Wolff, 2013, Donati et Papazian, 2008)



II. ETIOLOGIE DES PNEUMOPATHIES NOSOCOMIALES

Selon le délai d’apparition, les pneumopathies se distinguent en deux groupes :

v' Les PAVM précoces, survenant avant le 5™ jour de ventilation,

v’ Les PAVM tardives qui surviennent aprés le 5™ jour de ventilation.

Les bactéries retrouvées dans les PAVM précoces sont essentiellement d’origine
communautaire : S.aureus sensible a la méticilline, H. influenzae, S. pneumoniae. les germes
impliqués dans les PAVM tardives sont, dans la majorités des cas, des souches hospitalieres
présentant fréquemment une résistance a une ou plusieurs familles d’antibiotiques: P.
aeruginosa ; SARM; entérobactéries (Bougle et al., 2014).

Selon Gayraud et Lortholary (2006), Les champignons et en particulier Candida
albicans, sont responsables de la majorité des infections fongiques en milieu hospitalier.
L’origine de I’infection est généralement endogene digestive, mais peut étre manu-portée. Les
moisissures de 1’environnement, omniprésentes dans 1’air et les poussieres, en particulier
Aspergillus fumigatus, peuvent étre des agents redoutables responsables d’infections invasives
graves chez les patients immunodéprimés.

I1.1-Bactéries a Gram-négatif
I1.1.1- Entérobactéries
+ Classification (Bianchi et al., 2013).
-Domaine : Eubacteria.
-Phylum : Protobacteria.
-Classe : Gammaprotobacteria.
-Ordre : Enterobacteriales.
-Famille :Enterobacteriaceae

-Genre : 30 genres

-Espéce :Enterobacter cloacae
Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae,
Serratia marcescens,
Proteus mirabilis

¢ Habitat : Les entérobactéries sont des bactéries commensales du tube digestif humain
et animal (Dworkin et al., 2006).



% Facteurs de pathogénicité

Les facteurs de pathogénicité sont représentés principalement par les adhésines, la
capsule, les protéines de la membrane externe, le LPS et les sidérophores (Dworkin et
al., 2006).

Les entérobactéries, notamment Escherichia coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp.,
Proteus sp., et Serratia marcescens sub sp. marcescens, sont responsables d'environ 50 %
des infections nosocomiales (Brenner et al., 2005).

+ Résistance aux antibiotiques
Les Enterobacteriaceae possédent une résistance naturelle a différents antibiotiques,
cette résistance est résumée dans le tableau III

Tableau III: Résistance naturelle aux antibiotiques des entérobactéries

Bactérie AM AMC TIC/PIP CIG FOX TCY CL NIT
Klebsiella pneumoniae R R

Serratia marcescens R R R R R
Enterobacter cloacae R R R R

proteus mirabilis R R R

(Rahal et al., 2014)

La plupart des bactéries de la famille des Enterobacteriaceae produisent des B-lactamases a
spectre €largi ou des céphalosporinases associés a des résistances aux aminosides et aux
fluoroquinolones (Nauciel et Vildé, 2005).

I1.1.2-Pseudomonas aeruginosa

¢ Classification :(Garrity et al.,2001)

- Domaine : Eubacteria.

-Phylum : Proteobacteria.

-Classe: Gammaproteobacteria
-Ordre : Pseudomonadales.
-Famille : Pseudomonadaceae
-Genre : Pseudomonas

-Espéce : Pseudomonas aeruginosa

¢ Habitat : d’aprés Wolfgang et al, (2003), P. aeruginosa est ubiquitaire dans
I’environnement (sol, eau et surfaces) et peut étre commensal du tube digestif. En milieu
hospitalier, P. aeruginosa est parfois retrouvé dans les solutions antiseptiques et sur les
instruments tels que les cathéters, les sondes, ou encore dans les lavabos.



% Facteurs de pathogénicité

P. aeruginosa est dot¢ d’un véritable arsenal de facteurs de virulence qui sont, soit
directement associés a sa cellule (flagelle, pilli, LPS, alginate), soit excrétés dans le
milieu extracellulaire (exotoxines, exoprotéases, hémolysines et chromophores).
Pseudomonas aeruginosa est connu par sa capacité de former un biofilm qui lui permet
a la fois de s’installer dans les tissus et de résister aux défenses antibactériennes de
I’héte, des antibiotiques, des antiseptiques et des désinfectants (Richard, 2005).

+ Résistance aux antibiotiques

P. aeruginosa est naturellement résistant aux pénicillines des groupes V, G, M et A, aux
céphalosporines de premiéere et deuxieme génération, a la plupart des céphalosporines de
troisiéme génération, aux quinolones de premicre génération et a la kanamycine
(Mesaros et al., 2007).

A co6té de la résistance naturelle P. aeruginosa acquit une résistance aux B-lactamines :
Imipenéme et céftazidime par les différentes BLSE, aux aminosides : la gentamicine, la
tobramycine, la nétilmicine, et I’amikacine ; aux fluoroquinolones ; et a la fosfomycine
(Kang, 2005).

I1.1.3- Acinetobacter baumannii
¢ Classification : (Garrity et al., 2001)

-Domaine : Eubacteria.

-Phylum : Proteobacteria.

-Classe: Gammaproteobacteria.
-Ordre : Pseudomonadales.
-Famille : Moraxellaceae.

-Genre : Acinetobacter.

-Espéce : Acinetobacter baumannii.

++ Habitat : Bien que la plupart des especes du genre Acinetobacter soient ubiquitaires
(sol, eau, végétaux, hommes), Acinetobacter baumannii n’a pas de réservoir naturel
connu en dehors de 1’hdpital (Peleg et al, 2008). Il est retrouvé dans 1’environnement
clinique immédiat du malade (appareils de ventilation, lit, matelas, tables...) et dans
I’environnement humide (siphons de lavabo, linge humide...) ainsi que sur les mains des
soignants. En effet, ce germe posseéde une capacit¢ de survie prolongée dans
I’environnement, il résiste longtemps dans des conditions environnementales variées, et
résiste bien a la dessiccation (Wendt et al., 1997).

% Facteurs de pathogénicité
La présence d'une capsule de polysaccharide, rendant la surface des souches plus
hydrophiles; la propriété d'adhérence aux cellules épithéliales humaines en présence
de fimbriae ou de capsule polysaccharidique ; la production des enzymes qui peuvent
endommager les lipides tissulaires ; le rdle potentiellement toxique du
lipopolysaccharide de la paroi de la cellule et la présence du lipide A. La capacité d’A.



baumannii a former des biofilms sur des surfaces abiotiques, telles que le verre et
'équipements utilisés dans les unités de soins intensifs, et sur des surfaces biotiques
telles que les cellules épithéliales (Gaddy et Actis, 2009).

¢ Résistance aux antibiotiques

Acinetobacter baumannii présente une résistance naturelle aux antibiotiques suivants :
aminopénicillines, céphalosporines lere et 2eme génération, certaines céphalosporines de
3eme génération, comme cefotaxime et ceftriaxone, fosfomycine, triméthoprime et
furane. Cette bactéries marquées par leur extréme capacité a acquérir des mécanismes de
résistance vis-a-vis de la plupart des antibiotiques : B-lactamines : céphalosporines,
aminosides et fluoroquinolones (Guillou et Bergogne-Bérézin, 2006).

11.1.4-Stenotrophomonas maltophilia
% Classification :(Garrity et al., 2001)

-Domaine : Eubacteria.
-Phylum : Proteobacteria.
-Classe: Gammaproteobacteria.

-Ordre : Xanthomonadales.

-Famille : Xanthomonadaceae
-Genre : Stenotrophomonas
-Espéce : Stenotrophomonas maltophilia

¢ Habitat : Selon Delarras (2014), S. maltophilia est une bactérie ubiquiste, qui vit en
saprophyte dans la nature. Souvent présente en milieu hospitalier, elle est transportée par
I’eau et peut contaminer du matériel médical et des solutions antiseptiques.

¢ Facteurs de pathogénicité
Les facteurs de pathogénicité de S. maltophilia qui sont encore peu connus, on trouve

les enzymes extracellulaires, protéases et élastase, les toxine cytolytique, chitinase,
lypase, hyaluronidase et mucinase (Aequem et al., 2000).

¢ Résistance aux antibiotiques

S. maltophilia a une résistance naturelle a la plupart des béta-lactamines : imipenéme,
ticarcilline, pipéracilline et céfotaxime ; et a la fosfomycine (Sougakoff et al, 2003).Elle
est capable d’acquérir de nouvelles résistances via des mutations ou des transferts de
genes. La bactérie présente une multi-résistance acquise vis-a-vis de divers antibiotiques
dont les aminosides et les fluoroquinolones (S.F.M, 2015).


https://www.google.dz/search?biw=1366&bih=613&q=ceftriaxone&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiT7trk1Z3WAhVJ2hoKHQBaBl0QvwUIIigA
https://fr.wikipedia.org/wiki/Xanthomonadales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Xanthomonadaceae

I1.1.5-Burkholderia cepacia
¢ Classification:(Garrity et al., 2001)

- Domaine: Eubacteria.
-Phylum: Proteobacteria.
-Classe: Betaproteobacteria.

-Ordre: Burkholderiales.

-Famille: Burkholderiaceae
-Genre : Burkholderia
-Espéce : Burkholderia cepacia

¢ Habitat : Burkholderia cepacia est une bactérie ubiquitaire : dans 'environnement
hospitalier : aérosols, liquides d'irrigation et les tubulures humides (Peter, 2009).

% Facteurs de pathogénicité
B. cepacia produit peu de facteurs virulents dont : hémolysines, protéases,
exopolysaccharides, lipases et sidérophores (Eyquem et al., 2000).

¢ Résistance aux antibiotiques

Cette bactérie est le plus souvent multi-résistante aux antibiotiques, elle est caractérisée
par une résistance naturelle 2 de nombreux antibiotiques dont les carboxypénicillines, les
aminosides et la colistine (Le Bourgeois et al., 2005).

IV.1.6-Haemophilus influenzae
¢ Classification :(Garrity et al, 2001)

-Domaine : Eubacteria.

-Phylum : Protobacteria.

-Classe : Gammaprotobacteria.
-Ordre : Pasteurellales.

-Famille : Pasteurellaceae
-Genre : Haemophilus

-Espece : Haemophilus influenzae

¢ Habitat : Les Haemophilus font partie de la flore des voies respiratoires supérieures et
de la cavité buccale de I’Homme. Ils peuvent aussi étre isolés dans le tube digestif et au
niveau de la muqueuse vaginale. La présence de souches capsulées est habituelle.
(Dabernat, 1990).

¢ Facteurs de pathogénicité
H. influenzae posseéde plusieurs facteurs de virulence dont: la capsule (6 types de
polysaccharide capsulaire, de «a» a « f. » Le type « b » est responsable de la plupart des


https://fr.wikipedia.org/wiki/Burkholderiales

infections invasives, les pili, les immunoglobulines A protéase, Lipopolysaccharides et le
systéme de captation du Fer (Schaechter,1999).

¢ Résistance aux antibiotiques

H.influenzae est résistant naturellement aux macrolides (spiramycine, josamycine,
midécamycine) et aux lincosamides. Au cours des dernieres années, l'apparition des
souches résistantes a l'ampicilline fait reconsidérer le traitement des infections a H.

influenzae qui est déterminée par la CMI Cette résistance résulte d'une production de -
lactamase (Avril et al., 2000).

I1.2- Bactéries a Gram positif
I1.2.1- Streptocuccus pneumoniae
% Classification :(Garrity et al, 2001)

-Domaine : Eubacteria.
-Phylum : Firmicute.
-Classe : Bacilli.

-Ordre : Lactobacillales.

-Famille : Streptococcaceae
-Genre : Streptocuccus
-Espece : Streptocuccus pneumoniae

< Habitat: S. pneumoniae colonise les muqueuses de I'Homme et de quelques
mammiferes. Son principal habitat est constitué¢ par le rhino-pharynx (Cohen et al., 1991).

¢ Facteurs de pathogénicité
La capsule est le facteur principal de virulence grace a ses propriétés anti-
opsonophagocytaires, la protéine A de surface, la protéine liant le facteur H du systéme
complémentaire, la protéase active sur le composé C3 du complément, le polysaccharide
lié au peptidoglycane et la pneumolysine (Flandrois, 2000).

¢ Résistance aux antibiotiques
Streptococcus pneumoniae présente une résistance naturelle a I'acide nalidixique, a l'acide
fusidique et aux polymyxines et la résistance naturelle des aminosides est de bas niveau,
de plus il acquit une résistance aux B-lactamines suite a des modifications des PLP et aux
macrolides (Lynch, 2009).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lactobacillales

11.2.2- Staphylococcus aureus
¢ Classification :(Garrity et al, 2001)

-Domaine : Eubacteria.
-Phylum : Firmicute.

-Classe : Bacilli.

-Ordre : Bacillales.

-Famille : Staphylococcaceae
-Genre : Staphylococcus
-Espéce : Staphylococcus aureus

¢ Habitat : Les staphylocoques sont des bactéries commensales de la peau et des
muqueuses de I’Homme et de 1’animal. Leur site de colonisation préférentielle chez
I’Homme est la cavité nasale, elles sont retrouvées également en milieu hospitalier
(Wylie et Nowicki, 2005).

% Facteurs de pathogénicité
La pathogénie de S. aureus est liée a la synthése de nombreux facteurs de virulence : Le
peptidoglycane, la capsule, les protéines de surface, Coagulase, Leucocidine, [3-
hémolysine, fibrinolysine, hyaluronidase, lipase, désoxyribonucléase et ribonucléase
(Cheung et al., 2004).

+ Résistance aux antibiotiques

Staphylococcus aureus a une résistance naturelle aux antibiotiques suivants : Mécillinam,
aztréonam, quinolones et colistine. Les mécanismes de la résistance acquise, a savoir la
synthése d’enzymes inactivatrices, la modification de la cible des antibiotiques, des
systémes d’efflux qui diminuent la concentration de 1’antibiotique dans la bactérie (Pittet
et Sax, 2000).

S.aureus a pu acquérir des résistances aux antibiotiques suivants : pénicilline M ou
méticilline(SARM), aminosides, macrolides, lincosamides et streptogramines (Lowy,
2003, Walsh et Howe, 2002, Diekema, 1997).



I1II. DIAGNOSTIC DES PNEUMOPATHIES NOSOCOMIALES

Afin de se rapprocher de la réalité quotidienne et en I’absence de « gold standard », en
particulier pour les PN acquises ou non sous ventilation mécanique (PAVM), le diagnostic de
ces infections est proposé lorsque le patient présente différents signes : clinique, biologique et
radiologique. Le diagnostic microbiologique est systématique et doit reposer sur des
techniques quantitatives (Girault, 2005).

» Signes cliniques et biologiques

L’apparition de sécrétions purulentes ou modifications des caractéristiques (couleur, odeur,
quantité, consistance) ; toux ou dyspnée ou tachypnée ; auscultation évocatrice ; aggravation
des gaz du sang (dé¢ saturation) ou besoins accrus en oxygene ou en assistance respiratoire.
Hyperthermie supérieure & 38.8°C sans autre cause ; leucopénie (< 4000 GB/mm’) ou
hyperleucocytose (> 12 000 GB/mm’) (Descheemaeker et al., 2009).

» Signes radiologiques

Deux clichés radiologiques ou plus avec une image €vocatrice de pneumonie; en absence
d’antécédents de cardiopathie ou de maladie pulmonaire sous-jacentes, une seule radiographie
ou un seul examen scanographique suffit (Descheemaeker et al., 2009).

II1.1- Diagnostic microbiologique
Le diagnostic microbiologique dépend de la qualité des prélévements :

v Prélévement distal protégé (PDP) : Ce prélévement est réalisé par une insertion d’un
double cathéter protégé dans la sonde d’intubation a I’aveugle ou guidé par fibroscope
destiné au diagnostic des pneumopathies chez les patients ventilés (Maitre, 2013).

D’apres Fangio et al., (2002), Le double cathéter s’ouvre a I'intérieur de la partie
infectée du poumon, par une seringue stérile trois aspirations sont appliquées sur le
cathéter interne. qui est ensuite rétracté de quelques centimétres a I’intérieur du
cathéter externe permettant ainsi d’éviter toute contamination lors du retrait de
I’ensemble du dispositif hors des voies aériennes, a 1’aide d’un ciseau stérile
I’extrémité du cathéter interne est coupé (environ Scm), puis recueilli dans un flacon
stérile. Ce prélévement est considéré comme la technique de référence, car il a
I’avantage théorique d’€tre un prélévement microbiologique protégé des voies
aériennes distales, non contaminé par la flore microbienne des voies aériennes
proximales, et donc plus spécifique.

v' Expectorations : Il s’agit d’un prélévement non invasif, réalisé par le patient lui-
méme ou a I’aide d’une keinésithérapie. Le recueil doit se faire le matin, au réveil, a
jeun, apres rincage buccodentaire a 1’eau distillée stérile a l'issue d'une toux profonde
pour recueillir I’expectoration (Fangio et al., 2002).



v Brossage bronchique protégé (BBP): Il s’agit d’une brosse de nylon placée a

I’intérieur d’un double cathéter qui va permettre d’explorer le foyer infectieux avec
précision. L’extrémité de la brosse est ensuite sectionnée et placée dans du sérum
physiologique avant d’étre envoyée au laboratoire.
Ce prélevement présente plusieurs avantages : il permet de localiser précisément le
foyer infectieux par fibroscopie et est protégé de la flore commensale par le double
cathéter. Cependant, c’est un prélévement invasif, nécessitant un fibroscope et ne
permettant de recueillir qu’une faible quantité de sécrétions respiratoires (Williami,
2009).

v Lavage broncho-alvéolaire : Il s’agit d’injecter100 a 200 ml du sérum physiologique,
directement dans la bronche a explorer, environ 20-60ml du liquide est ré-aspiré. Ce
prélevement est réalisé chez des patients en soins intensifs et/ou immunodéprimés.
Son principal avantage est de pouvoir explorer un vaste territoire pulmonaire
(bronchioles distales et alvéoles).En revanche, c’est un prélévement invasif
obligatoirement réalis¢ sous fibroscopie (Pasche et al., 2012).

v' Liquide pleural : Avec une aiguille de ponction lombaire, la ponction est réalisée au
ras de la cote inferieur du site suspecté afin d’éviter les vaisseaux intercostaux (S.F.M,
2015).

v' Hémoculture : Est réalisée quand I’infection respiratoire est associée a la fiévre et a
I’altération de 1’état général (S.F.M, 2015).

Les prélévements regus au laboratoire sont traités dans la partie pratique.



Partie

experimentale




I. MATERIELS ET METHODES

L’isolement et I’identification des bactéries responsables des pneumopathies nosocomiales
et leur profil d’antibiorésistance chez les patients hospitalisés s’est déroulé au laboratoire
central de microbiologie du CHU de Beni Messous (wilaya d’Alger), durant une période de 6
mois (allant du 1 février au 31 juillet 2017).

I.1- Matériel
. Matériel biologique

I1 est représenté par les prélévements respiratoires qui proviennent des malades hospitalisés
en réanimation médical pédiatrique et adulte: le prélevement distal protégé, le lavage
broncho-alvéolaire, le liquide pleural, et I’expectoration.

Les souches témoins ATCC : staphylococcus aureus réf : 25923, Escherichia coli réf :
25922 et Pseudomonas aeruginosa réf : 27853

. Matériel non biologique

Il est représenté principalement par, 1’appareillage, les milieux de culture, les réactifs de
révélation, les disques et bandelettes d’antibiotiques (voir partie annexe 1).

1.2- Méthodes
I.2.1- Prélevement

Les prélévements sont recus au laboratoire dans des tubes ou des flacons stériles,
accompagnés d’une fiche de renseignement, voir annexe 2.

IIs sont répertoriés en deux types : prélévements contaminés (la flore de I’oropharynx du
patient) et prélévements non contaminés (Tableau IV).

Tableau IV. Les différents types de prélévements respiratoires

Prélévements contaminés Prélévements non contaminés

PDP (prélévement distal protége),
Expectoration LP (Liquide Pleural),
LBA (Lavage Broncho-Alvéolaire),

Deés leurs arrivés au laboratoire, les prélévements sont enregistrés et un numéro est attribué
pour chaque prélévement.

1.2.2- Conduite a tenir au laboratoire devant les prélevements respiratoires
1.2.2.1- Examen macroscopique

L’infection bactérienne entraine, une modification visuelle du prélévement, clairement
perceptible a 1'eeil nu, qui signe une anomalie patente. Lors d’une infection du systéme




respiratoire 1’aspect du prélévement peut étre observé comme : clair, trouble, purulent et/ou
hématique, en plus les expectorations peuvent avoir un aspect salivaire.

L’aspect macroscopique du prélévement est noté sur la fiche de renseignement clinique.

La figure.3, illustre I’aspect clair d’un PDP.

Figure3. Aspect macroscopique d’un PDP (photo originale)

1.2.2.2- Examen microscopique
= Coloration de bleu de méthyléne

e Principe :

L’examen microscopique apres la coloration au bleu de méthyléne permet d’observer la
forme des bactéries, leur regroupement et la présence d’une réaction inflammatoire
(polynucléaires altérés ou non altérés, lymphocytes) et de cellules épithéliales. Suivant le
mode opératoire

e Préparation du frottis :
On dépose une goutte du prélévement a 1’aide de I’anse de platine stérilisée sur une lame
propre, cette goutte sera étalée puis fixée a la chaleur.

e Coloration :
On couvre la lame par le bleu de méthyléne pendant 20 minutes, puis on va la rincer et
sécher.

e Observation :

Une fois la lame est seéche, 1’observation s’effectuera sur le microscope optique au
Gx1000. Seulement le noyau des cellules est coloré en bleu foncé, tandis que le cytoplasme
est bleu. Le résultat de la coloration au bleu de méthyléne est représenté par la figure 4.



Figure 4 : Coloration bleu de méthyléne (Photo originale)
a- Cellules épithéliales
b- Polynucléaires

e Interprétation :

Un prélévement est dit infecté, lorsqu’une réaction inflammatoire a type de polynucléaire est
présente, mais I’interprétation des expectorations doit étre faite selon la classification de
Murray et Washington, rapportée dans le tableau V.

Tableau V. Interprétation de I’examen direct des expectorations

Classe | Cellules épithéliales Leucocytes Interprétation
1 >25 <10 Salivaire
2 >25 10 -25 Salivaire
3 >25 >25 Douteux
4 10-25 >25 Douteux
5 <10 >25 Purulent

Les expectorations des classes 4 (acceptable) et 5 (la plus appropriée), doivent étre mis en
culture. Les autres prélévements doivent étre refusés, car ils sont trop contaminés par la flore
commensale.

I.2.2.3-Mise en Culture

La culture de tous les prélévements respiratoires se fait sur des milieux riches (gélose au
sang frais et gélose au sang cuit),

NB : En plus des milieux précédemment cités, le milieu Hecktoen est ajouté pour les BGN.

L’ensemencement des milieux de culture est réalisé, en fonction de types de prélévements,
contaminés ou non contamings.

= La culture des expectorations se fait par une dilution: au 1/2, puis de 1/100eme,
la fluidification est agitée au vortex, dans le but de libérer les bactéries. A 1’aide



de I’anse de platine calibrée 10 pl est préleveé, puis ensemencé, sur les milieux de
culture, en commengant par le milieu le plus riche (gélose au sang cuit) suivi par
le milieu le moins riche (gélose au sang frais). L’ensemencement est réalisé par la
méthode de quatre quadrants, la technique est expliquée dans I’annexe 3.

= La culture des prélévements non contaminés est réalisée, apres I’ajout de 1ml
d’eau physiologique, puis en prélevant 10ul du prélévement préalablement agité a
I’aide d’une anse de platine calibrée, ’inoculum est ensemencé sur les deux
milieux de culture par la méthode des quadrants.

L’incubation des milieux de cultures ensemencés se fait dans une étuve a 35°C, avec 5-
10% de CO,, pendant une durée de 18-48h.

e Lecture
= Prélévements contaminés :
Le seuil de positivité pour les expectorations est fixé a 50 colonies identiques, détermine
une numérotation plus de 10’ UFC/ml. Mais en réanimation, la présence des colonies pures
ou prédominantes dans le quatrieme quadrant suffit pour valider la culture.

= Prélévements non contaminés :

Ils sont représentés principalement par le prélévement distal protégé, son seuil de
positivité est de 10° UFC/ml qui correspond a 10 colonies identiques. Pour le lavage
broncho-alvéolaire, le seuil de positivité est de 10* UFC/ml, soit 100 colonies identiques.
Remarque : Les résultats de la culture peuvent étre :

- Positive a une ou deux bactéries (pathogénes).

- Négative.

- Flore microbienne polymorphe (FMP) : résultat ininterprétable (plusieurs types de micro-
organismes >3).

- Flore normale (AGP).

L’aspect des colonies d’A. baumannii est illustré dans la figure.5.

Figure 5. L’aspect des colonies d’A. baumannii (photo originale)



1.2.2.4-1dentification bactérienne

En plus de I’aspect des colonies, le diagnostic doit étre confirmé par: les tests d’orientation
et les tests spécifiques

«+ Test d’orientation
e (Coloration de Gram

La coloration de Gram (annexe 4) : est effectuée a partir des colonies cultivées sur gélose
au sang.

Les frottis sont observés au microscope optique au Gx1000.
Selon le résultat de la coloration de Gram les tests catalase et oxydase sont effectués.
e Recherche d’oxydase

L‘oxydase est le criteére le plus discriminatif et le plus employé pour 1’identification des
bacilles a Gram négatif. ce test recherche le cytochrome-oxydase.

Cette recherche consiste a mettre en évidence la capacité de la bactérie, a oxyder la forme
réduite incolore de dérivés N-méthylé du paraphényléne diamine, en semi-quinone (rose
violacé).la technique utilisé est la suivante :

e Déposer une goutte de réactif sur un papier filtre
e Avec une pipette Pasteur prélever une colonie sur milieu solide et I’écraser sur le
papier filtre pendant une dizaine de secondes.

Lecture

La lecture s’effectue aprés 30 secondes

¢ Recherche de catalase

Ce test est a la base de I’identification des cocci a Gram +, la catalase est une enzyme qui
catalyse la dégradation du peroxyde d'hydrogene (H,O;), produit toxique du métabolisme
aérobie de nombreuses bactéries, par la réaction suivante:

HzOz —~ HzO +1/2 02

Technique

e Déposer une goutte d’eau oxygénée sur une lame.
e A l’aide d’une pipette Pasteur bouclée, déposer une colonie isolée de la souche a
tester.

Lecture

La lecture est immédiate avec dégagement gazeux sous forme de bulle d’air.



Les tests d’orientation permettent de choisir la galerie semi-automatique spécifique selon

le tableau VI.
Tableau VI. Démarche de I’identification bactérienne.
HK Gram ) )
GSC| GSF : * Bactérie | |entification
biochimique
Lac | Oxydase | Catalase
+ + +/- - + Entérobactéries API20E
+ N P.aeruginosa
C B. cepacia
Ul " + - API20NE
i + BGN oxydatif
L
T| o i n N Haemophilus Satélitisme
U spp /APINH
+ Galerie
R + hémolyse - + Staphylococcus classique/
E p PP API Staph
+ Streptococcus Disque
+ | Hémolyse - - Spp d’optochine
A (o hémolytique)

s Tests spécifiques

e Systéme API

Les galeries API sont des galeries de tests biochimiques miniaturisés, se présentent sous la
forme d’une série de tubules, contenant des substrats sous forme déshydratée correspondant
chacun a un test biochimique spécifique, avec lequel les bactéries réagissent différemment.

La lecture se fait par changement d’aspect direct ou aprés rajout des réactifs de révélations.

La description des systemes API utilisés, est démontrée dans le tableau VII.




Tableau VII. La description des galeries APL

Galerie

Description

API 20 NE

API 20 NE est un systeme standardis¢ pour I’identification des bacilles a
Gram négatif non enterobactéries et non fastidieux (ex. Pseudomonas,
Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.)
combinant 8 tests conventionnels, 12 tests d'assimilation

API20 E

API 20 E est un systtme standardis¢ pour l'identification des
Enterobacteriaceae et autres bacilles a Gram négatif non fastidieux,
comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés

API Staph

API Staph est un systéme standardis¢ pour 1’identification des genres
Staphylococcus, Micrococcus et Kocuria, comporte 20 microtubes

API NH

API NH est un systétme standardisé pour l'identification des Neisseria,
Haemophilus (et genres apparentés) et Moraxella catarrhalis (Branhamella
catarrhalis).

API 20 Strep

API 20 Strep est un systeme standardisé associant 20 tests biochimiques qui
présentent un grand pouvoir discriminant. Il permet de faire un diagnostic de
groupe ou d'espece pour la plupart des streptocoques, entérocoques et pour
les germes apparentés les plus courants.

Le mode opératoire employé pour 1’utilisation des galeries API est de Biomérieux.

Autres tests spécifiques

Test de satellitisme

Le principe de ce test est le développement des colonies d’H.influenzae, a proximité d’une
strie de S. aureus (facteur V) sur gélose au sang frais (facteur X). Le test consiste a :
- Ensemencer une suspension d'Haemophilus sur un milieu gélosé au sang en utilisant

un écouvillon.

- A D’aide d’une pipette Pasteur, une strie de S. aureus est effectuée au centre de la

boite.

La période d’incubation est de 24h a 35°C sous CO,,




Lecture
Haemophilus influenzae poussant qu’autour de la strie de S. aureus. Le résultat du test est
représenté dans la figure 6.

> AY Strie de

Colonies d'H.influenza
!

D

Figure 6. Test de satellitisme (photo originale)
e Test de coagulase
Principe

Mettre en évidence Staphylococcus aureus, qui possede la coagulase, qui est une enzyme
capable de coaguler le plasma de lapin. Suivant la technique

- Déposer 4 gouttes de plasma de lapin dans un tube a visse.
- Prélever d’une culture, des colonies jeunes de staphylococcus en utilisant une pipette
Pasteur, puis I’introduire dans le tube contenant le plasma tout en I’agitant.

Lecture

Apres 2-24h d’incubation a 35°C, une prise en masse du contenu du tube : coagulation du
plasma qui est illustrée dans la figure 7.

Figure 7. Coagulation du plasma par S. aureus (photo originale)



e Test d’optochine
Principe

Le test d’optochine est utilisé pour distinguer le pneumocoque des autre Streptocoques o-
hémolytique, la technique est la suivante :

- Ensemencer le milieu gélose au sang frais avec la souche présumée de Streptococcus
pneumoniae.

- A T’aide d’une pince flambée et refroidie, déposer un disque imprégné d’optochine
dans la premiére partie, a 1.5 cm du bord de la boite

- Incuber 18 h a 35 °C sous 10% de CO;,
Lecture

Une zone d’inhibition clairement définie >14 mm de diameétre autour du disque, indique que
la bactérie testée est Streptococcus pneumoniae.

1.2.2.5-Antibiogramme

e Technique de diffusion de disques d’antibiotique sur milieu gélosé

La réalisation de 1’antibiogramme par diffusion, consiste a déposer des disques imprégnés
d’une dose connue d’antibiotique, sur une gélose Mueller-Hinton ensemencée par la souche
bactérienne isolée a fin d’étudier la sensibilité et la résistance des bactéries vis-a-vis des
antibiotiques, selon le mode opératoire du CLSI 2015.

Inoculum

o A partir d’une culture pure de 18h sur milieu d’isolement approprié, racler a ’aide d’une
anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques, dispersées les
dans 5 a4 10ml d’eau physiologique stérile a 0.9%.

Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5 MF.

o Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum ensuite I’essorer en le pressant fermement
et en le tournant contre la paroi interne du tube afin de décharger au maximum

Ensemencement

o Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrées.

o Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la
périphérie de la gélose.

o Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger 1’écouvillon a
chaque fois.

o Appliquer les disques d'antibiotiques spécifiques selon le type de bactérie (annexe 5) et les
incuber a 35°C pendant 18h, a atmosphere ordinaire ou en présence de 5% de CO;, selon
I’exigence de la bactérie.



Lecture

Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse ou
une reégle et les résultats obtenus, seront comparés aux valeurs critiques figurant dans les
tables de lecture correspondantes (voir annexe 5).

Ainsi les bactéries seront classées dans I’une des catégories Résistant (R), intermédiaire (I) ou
Sensible.

e Technique d’E-Test : test pour le p-lactame de S. pneumoniae
La préparation de I’inoculum et I’ensemencement sont les mémes que celle de
I’antibiogramme par diffusion de disque d’antibiotique.

Dépot de la bandelette E-test

Les bandelettes sont prélevées a 1’aide d’une pince bactériologique préalablement flambées
au bec Bunsen, le contact avec les pinces est fait au niveau de I’extrémité marquée E. les
bandelettes sont déposées délicatement sur la surface gélosée, en commengant par I’extrémité
correspondant aux concentrations les plus faibles de 1’antibiotique testé puis en progressant
jusqu’aux concentrations les plus €levées, tout en évitant la formation de bulles d’air entre la
gélose et la bandelette, une fois appliquée la bandelette ne peut étre déplacée.

L’incubation se fait pendant 18h-35°C avec 5% de COs,.

Lecture

La CMI de D’antibiotique testé¢ correspond a la graduation, située a la jonction entre
I’ellipse et la bandelette E-test. Les résultats obtenus seront comparés aux valeurs critiques
figurant dans les tables de lecture correspondantes (annexe N°5)

Ainsi les bactéries seront classées dans I'une des catégories Résistant (R), Intermédiaire (I)
ou Sensible (S).

e Tests complémentaires
= Meéthodes du double disque
Recherche de la B-lactamine a spectre étendu (BLSE) chez les entérobactéries, Pseudomonas
aeruginosa et Acinetobacter spp.

La détection phénotypique de la BLSE garde tout son intérét dans les études
épidémiologiques et en hygiéne hospitaliére. On recherche une BLSE devant :

- Un diamétre inférieur aux valeurs figurant dans le tableau VIII.



Tableau VIII. Les valeurs des diameétres des zones d’inhibition

— Antibiotique CTX CAZ ATM
Bactérie

Entérobactéries <26mm - -
Pseudomonas aeruginosa - <18 mm <22 mm
Acinetobacter spp - <18 mm -

- L’absence de synergie avec diminution des diametres des C3G.

- La présence d’une résistance aux molécules suivantes : ampicilline, ticarcilline,
céfazoline avec un diamétre < 6mm, par contre I’AMC présente un diametre d’inhibition pour
les entérobactéries.

Technique
Ce test se fait dans les conditions standards de I’antibiogramme.
> Application des disques d’antibiotiques
* Pour les entérobactéries :

Dépot d’un disque d’AMC et un disque de C3G (CTX) a une distance de 30 mm (centre a
centre)

* Pour P. aeruginosa et Acinetobacter spp. :

Dépdt d’un disque de TCC avec disque de C3G (CAZ) ou monobactam (ATM) a distance
de 25 mm.

Diffusion des antibiotiques pendant une heure, a température ambiante (sur la paillasse), la
boite sera déposée couvercle vers le haut.

Apres 1h d’incubation, oter le disque d’AMC (ou TCC) et le remplacer par un disque de
CTX (ou CAZ).

La boite sera incubée pendant 18h a 35°C.
Lecture

Le test du double disque est positif quand le diamétre d’inhibition autour du C3G, appliqué
apres diffusion du disque AMC ou TCC est >5 mm par rapport au diametre d’inhibition
autour du disque de C3G seul.



= Test de Hodge
Détection des carbapénémases

Ce test est sensible et spécifique a 100% pour détecter les métallo-carbapénémases
Technique

o Préparation d’une suspension bactérienne d’E.coli ATCC25922 a 0,5 MF dans 5ml
d’eau physiologique.
o Cet inoculum sera dilué au 1/10eme (0,5ml de la suspension de 0,5 MF + 4,5 ml d’eau
physiologique).
o L’ensemencement a 1’aide d’un écouvillon sur la gélose MH, et laisser sécher 345 mn.
o Dépot au centre un disque d’imipeneme 10pg
o A partir du disque, faire une inoculation en trait avec souche a tester, témoin
positive (souche d’A. baumannii du laboratoire : carbapénémase positive) et
témoin négatif souche d’E. coli 25922).
o Incubation a 35°C+ 2°C pendant 16 a 24h.

Interprétation

v" Le test de Hodge est positif quand Escherichia coli ATCC 25922 au contact d’une
souche productrice de carbapénémase de type B, va pénétrer et croitre le diameétre d’inhibition
en donnant un aspect d’invagination de la culture (figure 8).

v" Le test de Hodge est négatif quand il n’y a aucune modification de diamétre
d’inhibition d’Escherichia coli ATCC 25922 au contact des souches a étudier.

Figure 8. Test de trefle positif d’4. baumannii (Photo originale)



II. RESULTATS ET DISCUSSION

Pendant la période d’étude, nous avons recus 113 préléevements : 95 PDP, 4 LBA, 7 LP et 7
expectorations, provenant de 67 malades hospitalisés dans les services de réanimations
médicales pédiatrique et adulte. Les 67 patients sont atteints de pneumonie de point de vue
médical (suspicion de pneumonie)

Apres culture, isolement et identification, nous avons obtenu les résultats suivants :

II.1-ETUDE DE LA POPULATION

I1.1.1- Répartition des patients selon le sexe

Sur les 67 patients hospitalisés, 35 sont de sexe masculin avec un taux de 52% et 32 sont
de sexe féminin ce qui représente un pourcentage de 48%, soit un sexe ratio H/F de 1.09, voir
figure 9.

48% 5204 Homme

Femme

Figure9 : Répartition des patients selon le sexe

Le sexe masculin est considéré par plusieurs études comme un facteur de risque de
survenue des PN.

Dans une étude réalisée en 2016 au Maroc, le pourcentage des hommes atteints de
pneumopathie nosocomiale est de 77% ( Zegmout et al., 2016).

Une autre étude faite en 2010 dans 66 unités de réanimation au sud de la France, affirme la
prédominance du sexe masculin avec taux de 63% par rapport au nombre totale des patients
hospitalisés (Constantin et al., 2010).



I1.1.2-Répartition des patients selon I’age

Sur les 67 patients, 1’age est retrouvé chez 49 patients seulement, voir tableau IX qui
représente la répartition des patients selon les tranche d’age.

Tableau IX. Répartition des patients selon les tranches d’age

Tranches d’age (ans) [0-20] [20-40] [40 -60] | [60-80] >80 TOTAL

17 7 49

e}
|
e

TOTAL

Pourcentage (%) 18.37% | 14.29% 18.37 34.68 14.29 100

L’age moyen des 49 patients hospitalisés est 51 ans avec des extrémes allant de 23 jours a
90ans, la figure 10 montre que la tranche d’age la plus touchée est celle de 60 a 80 ans a 35%.
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Figure 10: Répartition des patients selon I'age.

L’incidence des pneumonies nosocomiales est dge dépendante, Scas sur 1000 affectent
les patients hospitalisés de moins de 35ans contre plus de 15 cas sur 1000 chez les patients
agés de plus de 65ans (Vincent et al., 2011).

Les taux des infections nosocomiales sont plus €levés chez les personnes agées. L’age
supérieur a 60 ans est un facteur de risque de PN acquise aux soins intensifs (Donati et
Papazian, 2008).




Nos résultats s’accordent a ceux de Kollef, 1999 et Ezzouine et al., 2014 :

La surveillance prospective des infections nosocomiales instituées dans 89 hdpitaux nord-
américains entre 1986 et 1996, atteste que 54% des infections sont survenues chez des
patients de plus de 65 ans (Kollef, 1999).

Dans une étude rétrospective descriptive sur trois ans (2010-2012) au Maroc, 1’age moyen
des patients hospitalisés dans le service de réanimation médicale-CHU Ibn Rochd-
Casablanca, est de 51,15 ans (Ezzouine et al., 2014).

I1.1.3- Facteurs de risque

Les signes cliniques des 67 patients hospitalisés sont classés en fonction des facteurs de
risque généraux et spécifiques (tableau X).

De nombreux facteurs de risque sont identifiés tels que les pathologies pulmonaire
préexistante, les AVC et les troubles de conscience

Tableau X. Répartition des signes cliniques selon les facteurs de risque

Facteurs de risque Signes cliniques Nombre de Patients Pourcentage
Diabéte 1 2%
AVC 6 10%
Hyperleucocytose 1 2%
choc septique 3 5%
Pancréatite 1 2%
Facteurs de -
risque généraux Trouble de conscience 1 2%
Coma 1 2%
Fievre 8 13%
Sepsis sévere 1 2%
Crise de myasthénie 1 2%
Hypothermie 2 3%
Asthme 1 2%
Pneumopathie 7 11%
Facteurs de BPCO 1 2%
risque Embolie pulmonaire 1 2%
spécifiques PAVM 5 8%
SDRA 3 5%
Trachéotomie 1 2%
Plusieurs facteurs 17 23%

Total 62 100%



L’existence d’une pathologie pulmonaire préexistante préalable, susceptible d’altérer
les mécanismes de défense du poumon est un facteur de risque important. Elle facilite
I’inoculation septique du poumon et la survenue ultérieure de PN (Torres et al., 1990).

Dans I’é¢tude de Zegmout et al, 2016 D’affection pulmonaire représente 25% de la
pathologie d’admission des patients en réanimation.

les troubles de conscience induisent 1’altération du reflexe de toux, les troubles
de déglutition et I’inhalation des sécrétions au niveau des voies aériennes inférieurs favorisant
ainsi la survenue de PN (Leal-Noval et al, 2000). Dans notre série, 3% de nos patients
avaient des troubles de conscience

Dans notre étude, 25.4 % des malades atteints de PN ont été admis en réanimation pour un
poly-traumatisme grave, alors que 9% ont ét¢ admis pour un accident vasculaire cérébral et
6% ont été admis pour prise en charge d’un état d e choc.

Nos résultats concordent avec les résultats d’une étude réalisée au Service de réanimation
médicale, CHU Saint Louis, Paris, France, 36%des patients ont ét¢ ventilés avec 14% pour un
SDRA), 31 % ont développé un choc septique et 59% présentés une hypothermie 32-34 °C >
12 heures) (Lemiale, 2011).

On retrouve les mémes pathologies avec des pourcentages différents.
I1.1.4- Antibiothérapie initiale

Dans les fiches de renseignement, 48 patients étaient sous traitements d’antibiotiques
préalables, dontl1 bénéficiaient d’une mono-antibiothérapie, et les 37 autres prennaient une
association d’antibiotiques, comme le représente la figure 11.

10%

57% monotherapie d'ATB

assosiation d'ATB

Sans ATB

Figure 11 : L’antibiothérapie initiale



Parmi les infections nosocomiales en réanimation, les PAVM sont probablement 'une
desou la plus sévere(s) (Chastre et al, 2002). L’instauration d’une antibiothérapie
probabiliste inadaptée s’accompagne d’une augmentation de la morbi-mortalité et ou
I’émergence de la résistance bactérienne aux antibiotiques (Roquilly et Asehnoune, 2013).

Ce pendant Plusieurs études ont établi un lien entre la réduction de la mortalité et la
précocité et 1’appropriation de 1’antibiothérapie initiale. Par conséquent, le traitement
antibiotique doit étre mis en place le plus rapidement possible en pratique avant le résultat de
I’antibiogramme (Roquilly et Asehnoune, 2013).

I1.2 Diagnostique microbiologique
I1.2.1-Nature des prélevements

Le diagnostic des PN est effectué par le prélévement distal protégé dans 84%, les
expectorations, le liquide pleural avec un taux identique de 6% et le lavage broncho-
alvéolaire dans 4%. La nature des différents prélévements est représentée par la figure 12.
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Figure 12: Nature des prélévements pulmonaires

Nos résultats sont les mémes que ceux de Zegmout et al. (2016), ou le prélévement distal
protégé (PDP) représente 86%.



I1.2.2-Aspect macroscopique

L’observation macroscopique a ¢été indiquée pour 53 prélévements, dont 21 a aspect clair
pour le prélévement distal protégé, le reste (32) est partagé entre 1’aspect trouble, hématique
et purulent .la figure 13 résume ces résultats.
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Figure 13: Aspect des prélévements.
I1.2.3-Aspect microscopique

L’examen microscopique effectué¢ pour 72 prélévements révele, la présence ou 1’absence
d’un ou plusieurs éléments nucléés [polynucléaires (altérés /non), et lymphocytes] et les
cellules épithéliales et également les microorganismes (bacille, cocci et levure).Les résultats
de I’examen direct sont représentés dans le tableau XI.

Tableau XI. Résultat de ’examen direct.

Nombre 24 36 41 12 113

Pourcentage 21% 32% 36% 11% 100%

NB : L’examen direct positif est représenté par la présence des polynucléaires neutrophiles
avec ou sans bactéries.



I1.2.4-Taux des prélévements positifs

Le développement des microorganismes ensemencés sur les milieux de culture est au
nombre de 62 soit un taux de 55% de positivité. (figurel4). 23% représentent une culture
négative avec des patients sous antibiothérapie, les 22% restants sont des cultures négatives
chez des patients qui n’ont pas recus d’antibiotiques.
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Figurel4 : Taux de positivé des cultures.
La négativité des résultats de la culture peut étre expliquée par :
- L’utilisation d’une antibiothérapie inadéquate.

- L’origine virale de la pneumopathie (présence de leucocyte de type lymphocytaire dans
I’examen direct).

- les signes cliniques et biologiques sont causés par des maladies sous-jacentes.
I1.2.5- Résultats de la culture

Les PN sont dues principalement a une infection mono-microbienne avec un taux de 78%,
(figure 15), 10% des cas représentent une infection poly-microbienne, le méme taux est
indiqué pour les AGP et un seul cas de prélevement non conforme est signalé
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Figure 15 : Représentation des résultats selon les types de cultures.

Le résultat de la culture des prélévements recus des services de réanimation est dominé par

la culture mono-microbienne.
» Culture poly-microbienne

L’affection poly-microbienne est due exclusivement a une infection a deux bactéries, qui
est représentée par les BGN. Le tableau XII représente les différentes associations.

Tableau XII. Culture poly-bactérienne.

Culture poly-bactérienne Pourcentage

A. baumannii + P. aeruginosa 33%
A. baumannii + K. pneumaniae 16%
P. aeruginosa + K. pneumaniae 17%

P. aeruginosa + E. cloacae 17%
P. aeruginosa + S. marcescens 17%
Total 100%

L’association la plus observée est entre Acinetobacter baumannii et Pseudomonas

aeruginosa avec une fréquence de 33%.

Nos résultats concordent a ceux de 1’é¢tude de Grati et al, (2005), dans le service
d’anesthésie et réanimation au CHU F.B. Monastir Tunisie en 2001. IIs ont trouvés que 71%
des cas, les PN ¢étaient secondaires a un seul germe et 29% des cas, il s’agissait d’une
infection a deux germes.



I1.2.5.1-Répartition des micro-organismes

Les microorganismes isolés dans la culture sont représentés essentiellement par des
bactéries avec un taux 85%, les levures ne représentent que 15% des isolats. Ce résultat est
illustré dans la figure 16.

Mono-bactérienne Poly-bactérienne levure

Figure 16 : Répartition des micro-organismes selon le résultat de la culture.

Selon une enquéte d’incidence en réanimation réalisée par le CCLIN (Centre de
Coordination et de Lutte contre 1’Infection Nosocomiale) en 2001, les pneumonies nosocomiales
sont engendrées dans 86% des cas par les bactéries. Les champignons essentiellement le Candida
sont responsables de 14% des cas.

I1.2.5.1.1-Levures

Les 8 levures isolées, sont représentées uniquement par Candida albicans, leur
identification est effectuée dans 1’unité de parasitologie.

L'infection a Candida spp. est la plus fréquente des infections a levures en réanimation.
Chez le patient immunocompétent, la présence de levures dans les prélévements peut étre une
colonisation cela dépend de la clinique. Chez le sujet adulte immunocompétent, la
pneumopathie a levures est décrite, mais reste trés exceptionnelle (Clavier et al., 2014).

11.2.5.1.2-Bactéries

Les bactéries isolées de la culture sont reportées dans la figurel7, elles sont représentées a
90 % des cas par les bacilles a Gram négatif, les cocci & Gram positifs occupent les 10 %
restants.

Les BGN sont dominés essentiellement par 1’Acinetobacter baumannii 47% suivi de
Pseudomonas aerugiinosa 25%, d’entérobactérie 14% et d’Haemophilus inflenzae, de
Brukholderia cepacia avec un taux identique de 2%.



Les CGP isolés sont de nombres de cing, représentaient

Staphylococcus aureus, et3% pour Streptococcus pneumoniae.
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Figure 17 : Répartition des bactéries selon leur fréquence.

pour

Les micro-organismes responsables d’infections nosocomiales sont variables .Cependant,
les bactéries sont les plus fréquemment incriminées. Prés de 60% de PN sont dues a des
bactéries aérobies a Gram négatif (4. baumannii, P aeruginosa, et les Entérobactéries). Plus
récemment, les auteurs rapportent que les PN a bactéries a Gram positif sont de plus en plus
fréquentes, dominées par Staphylococcus aureus (Baroud et al., 2005).

Nos résultats sont pratiquement comparables a ceux des travaux de recherche réalisés entre
2002 et 2015 dans différents pays du monde, le tableau XIII reporte les fréquences des
bactéries isolées aux services de réanimations des différentes études.

Ainsi la bonne connaissance de 1’écologie microbienne locale et le profil de résistance des
germes en cause va guider le choix d’une antibiothérapie appropriée qui va conditionner le

pronostic.



Tableau XIII. Fréquences des bactéries isolées des différents services de réanimations

Fréquence des bactéries isolées aux services de réanimations
Etude BGN CGP
Entérobactéries P.aeruginosa A. baumannii S.aureus
France 2007 A 0 0
(n=65) 53.8% 34.4% - 10.1%
France 2011 R o o o
(n=776) 35.9% 23.8% 3.7% 12%
15,4 % 21 %) 38,7% -
Algérie 2015 o o 0 i
(n=614) 143 % 22.9% 37.1%
14% 25% 47% 8%

(Blel et al., 2015, Douah et al., 2015, Dupont , 2011)

NB : Sept cas des PN sont secondaires aux entérobactéries, dont quatre (4) sont retrouvées
associ¢es a d’autres BGN. Parmi ces entérobactéries, le Klebsiella pneumoniae occupe le
premier rang avec un nombre de 4, suivi d’Enterobacter cloacae avec 2cas, et un seul cas de
PN causé a Serratia marsescens, voir figure 18.
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Figurel8 : Répartition des entérobactéries



* Klebsiella pneumoniae : Sur les quatre souches de K. pneumoniae isolées, deux
provenaient d’une culture mono-microbienne et deux de culture poly-microbienne.

La figurel9 représente une culture de Klebsiella pneumoniae sur milieu Hektoen.

Figurel9: Culture de K. pneumoniae sur milieu Hektoen
(Photo originale).

Le méme résultat a été trouvé dans une étude faite dans le Service de réanimation
médicale polyvalente et toxicologique en Tunisie, 22%(n=7) des  pneumopathies
nosocomiales étaient causées par les entérobactéries. Parmi ces entérobactéries, la Klebsielle
pneumoniae occupait le premier rang (n = 3) (M’Rad et al., 2013).

I1.3 Antibiorésistance
I1.3.1- Résistance des BGN aux différents antibiotiques
11.3.1.1-Acinetobacter baumannii

Les 21 souches d’A. baumannii présentent une résistance presque totale a la majorité¢ des
antibiotiques testés. Mais elles restent sensibles a la Colistine. De plus trois souches étaient
sensibles a la Gentamicine/ Tobramycine/ Cotrimoxazole. La figure 20 représente les résultats
des la résistance aux antibiotiques obtenus de 1’antibiogramme.
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Figure 20: Profil de résistance aux antibiotiques d’A.baumannii.

Dans une étude faite au Maroc en 2007, 67 % des souches d’Acinetobacter sont résistantes
a la céftazidime et a la ciprofloxacine (Jellab et al., 2007).

Grati et al, (2005) rapportent que les souches d’ Acinetobacter baumannii sont résistantes a
75% au Ticarcilline, 87.5% au Ceftazidime, 12.5% a I’'Imépenime, 87.5 % au Gentamycine,
50% a I’ Amikacine et 87.5% au Cirpofloxacine.

11.3.1.2-Pseudomonas aeruginosa

Au cours de notre étude nous avons trouvés que P.aeruginosa est résistant dans 53.8% a la
Ticarcilline + Acide clavulanique, 61.5% a la Ticarcilline, 46.2% a I’imipenéme, 38.5% a la
Gentamycine, 23% a la Nétilmicine et a I’Amikacine, 15.4 % a I’Aztréonam et 7.7% a la
Céftazidime , a la Ciprofloxacin et a la Lévofloxacine.

Ces résultats sont illustrés par la figure 21.
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Figure 21 : Profil de résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa.

D’aprés Grati et al, (2005) Pseudomonas aeruginosa était résistant 35.28% des cas a la
Gentamycine, 31.4% a la Ticarcilline, 39.4% a la Ciprofloxacine, 11.1% a la ceftazidime ,
5.88% a I’imipeneme et a ’amikacine.

I1.3.1.3-Entérobactérie
* Klebsiella pneumoniae :

Le profil de résistance des quatre souches de K. pneumoniae aux antibiotiques est
représenté dans le tableau XIV.

Tableau XIV. Profil de résistance aux antibiotiques de K. pneumoniae

ATB AMC CZ CTX CAZ FOX IMP GM AK NA CIP CL SXT FF

R 3/4 14 14 2/4 04 04 14 1/4 2/4 2/4 04 2/4 1/4

NB : K. pneumoniae est naturellement résistante a 1’ampicilline.

Dans I’étude de Grati et al (2005), les souches de K. pneumoniae étaient de nombre de 4,
avec un pourcentage de résistance de 50% pour I’Amoxicilline associée a 1’acide
clavulanique, la céftazidime, et la Gentamycine et 25% pour I’ Amikacine.



e FEnterobacter cloacae

Sur les deux souches isolées, une souche d’E. cloacae est résistante aux céfotaxime, 1’autre
souche comporte le profil sauvage. Le profil de résistance aux antibiotiques des deux souches
d’E. cloacae est représenté par le tableau XV.

Tableau XV. Profil de résistance aux antibiotiques d’Enterobacter cloacae

CTX IMP GM AK NA

R 1/2 1/2 172 12 2/2 2/2 0/2 2/2 2/2

Dans une ¢étude rétrospective, réalisée sur une période de quatre ans, dans le service de
réanimation, hopital militaire, Rabat, Maroc, Les isolats d’Entorobacter cloacae sont
résistants a 60% a la céfotaxime, 43.7% a la gentamicine, 16.6% a ’amikacine, 22% a la
nétilmicine, 15% a la ciprofloxacine et 50% aux sulfaméthoxazole—triméthoprime
(Elouennass et al., 2007).

e Serratia marsescens : présente des résistances naturelles aux antibiotiques a
savoir (ampicilline, amoxicilline + acide clavulanique, céfazoline, colistine et furanes).

D’apres 1’étude faite dans le CHU de Nimes, France de 2002-2006, les taux de résistance
de Serratia marsescens sont : 14% pour ’amikacine, 2% pour la gentamycine, 10% pour la
ciprofloxacine, 11 % pour le cotrimoxazole (SXT) (et 14% pour la ceftazidime (CAZ)
(Minchella et al.,2008)

11.3.1.4-Haemophilus influenzae

Dans notre étude nous avons trouvé une souche d’Haemophilus influenzae résistante a
I’ampicilline par la production d’une B-lactamase.

En France en 2004, 40% des souches d 'Haemophilus influenzae, isolées de prélévements
bronchiques sont résistantes a 1’ampicilline, 16,5 % pour le cotrimoxazole, 2,3 % pour la
tétracycline, 0,6 % pour la rifampicine, et 21,8 % pour la kanamycine (Varona et
Houssaye.2006).

11.3.1.5-Burkholderia cepacia

La souche isolée présente une résistance naturelle aux antibiotiques (la colistine et
I’imipeneéme).



I1.3.2- Résistance des CGN aux différents antibiotiques
11.3.2.1- Staphylococcus aureus

Nous avons trouvé que les quatre souches isolées sont résistantes a la Pénicilline, parmi ces
quatre souches, une d’entre elles présente une résistance a la Tétracycline et 1’Oxacilline. Le
profil de résistances aux bactéries est représenté par le tableau XVI.

Tableau XVI. Profil de résistance aux antibiotiques de S. aureus

R 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4 0/4 0/4 0/4 0/4

Selon I’étude de Bernard et al (2007), les souches de S. aureus isolées, étaient résistantes
a la pénicilline avec un taux de 86 %, a I’érythromycine 32 %, a la ciprofloxacine9,3 %, a la
tétracycline5,8 %, a Il’oxacilline 5,8 % (représentant les souches SARM), a 1’acide
fusidique4,4 %, a la clindamycine3,4 % et a la gentamycine0,5 %.

11.3.2.2-Streptococcus pneumoniae

La souche isolée présenter une résistance a I’Erythromycine et a la Clindamycine et elle est
sensible aux différentes -lactamines.

En 20014 1’Ile de France, 637 souches cliniques de pneumocoque ont été étudiées a partir
de 32 laboratoires de microbiologie. Parmi ces souches, 21,8 % sont résistantes a la
pénicilline, 63 % a I'érythromycine, 47 % au cotrimoxazole, 40 % a la tétracycline et 23 % au
chloramphenicol. Avec une sensibilit¢ diminuée a l'amoxicilline et au céfotaxime concerne
respectivement 38 et 17 % des souches. Les souches résistantes a ces deux molécules
(CMI > 2 mg/l) sont rares 2,6 et 0,4 % respectivement (Demachy et al., 2004).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0151963807000051

Conclusion

Au terme de cette étude microbiologique, il ressort que les infections respiratoires sont
fréquentes, parmi les 113 prélévements 62 ont une culture positive. Les pneumopathies
nosocomiales représentent une cause trés importante de morbidité par 1’augmentation de la
durée d’hospitalisation en réanimation et de la ventilation.

Le traitement se base sur I’antibiothérapie probabiliste a large spectre, avec désescalade
thérapeutique apres les résultats de 1’antibiogramme

Les agents responsables de ces pneumopathies nosocomiales sont représentés
majoritairement par des bactéries (74%). Les bacilles a Gram négatif (BGN) sont le plus
fréquemment isolés (90%) avec une prédominance d’Acinetobacter baumannii (47%), les
Cocci 4 Gram Positif (CGP) viennent en 2™ position (10%) représentés essentiellement par
S. aureus (8%).

Cette approche nous a permis de constater une résistance des différentes bactéries aux
antibiotiques, avec une résistance presque totale des isolas d’A. baumannii aux antibiotiques.

Actuellement, la tendance générale est de promouvoir la prévention pour réduire cette
morbi-mortalité induite par la pneumopathie nosocomiale qui est au moins en partie évitable
par des mesures de prévention. Une connaissance des facteurs et des situations a risque ainsi
que des moyens de prévention de ces risques est donc indispensable.

Prévention des pneumopathies nosocomiales
La prévention du risque infectieux peut étre divisée en deux champs d’action :

cventi u risque i 1eux exoge ui vise a évi inati
» Prévention du risque infectieux exogene, se a éviter la contamination par des
germes venant de I’environnement :

-Lavage des mains a I’aide de solutions hydro-alcooliques,
-Isolement des patients porteurs de bactéries multi résistantes,
-Désinfection du matériel de ventilation selon des protocoles écrits,
-Utilisation d’eau stérile dans les humidificateurs;

-Surveillance de I’écologie microbienne locale incluant la disponibilité rapide des données
de multi-résistance bactérienne

-Surveillance et le retrait dés que possible des dispositifs invasifs et I’implantation de
programmes visant a limiter la prescription anarchique des antibiotiques



» Prévention du risque infectieux endogéne, di essentiellement a 1’inhalation de
sécrétions hyperseptiques provenant de 1’estomac, de I’oropharynx, de la région située
au-dessus du ballonnet :

-La Position semi-assise des patients placés en nutrition entérale,
-Sédation profonde et curarisation ne doivent étre utilisées qu’apreés mire réflexion,
-Prévention des ulceres de stress

-Prévention de la colonisation des voies aériennes inférieures passe par les aspirations
bronchiques selon la technique “no touch” (“sans contact”), effectuées seulement a la
demande, en fonction de I’état d’encombrement.

- Changement régulier des canules de trachéotomie, dans des conditions d’asepsie strictes.

-Antibioprophylaxie systémique dans la prévention des pneumopathies nosocomiales n’a
pas montré d’efficacité. L’utilisation d’aérosols ou d’instillations locales s’accompagne d’une
augmentation nette de la résistance aux antibiotiques utilisés. L’utilisation de la rotation
d’antibiotiques pourrait étre proposée.

- Décontamination digestive sélective reste trés controversée

-Chez les patients opérés, la prévention préopératoire passe par 1’information, I’arrét du
tabac au moins quinze jours avant I’intervention,

-Utilisation d’une kinésithérapie chez les malades porteurs d’une maladie respiratoire
chronique.

-En peropératoire, la prévention passe par l’utilisation de sondes d’intubation stériles,
I’humidification des voies aériennes pendant toute 1’intervention, I’extubation du malade
apres récupération d’une conscience parfaite.

-En postopératoire, on emploie la kinésithérapie respiratoire, une prise en charge de la
douleur qui est source d’atélectasie et un lever le plus précoce possible.
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Annexe 1 : Matériels non biologiques

Appareillage

Figure 23 : Densitometre
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-
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=y

Figure 26 : Autoclave

Figure 27 : Bain-marie




Matériel utilisé

Pipettes Pasteur, lame, lamelle, tube a vis, Anse de platine, gants, compresse, pince
bactériologique, papier filtre, huile d’immersion, portoir, écouvillon, pied a coulisse,
différents systemes API

Milieu de culture

Solide Liquide
- Gélose au sang frais;
-G¢élose au sang cuit ; -Bouillon glucosé tamponné
- Hektoen ; -Bouillon nitraté
- Mueller Hinton ; -Sérum de lapin;
-TSI ; -Urée
-Mannitol-mobilité ;
-MEVAG.

Réactifs de révélation

VPI1, VP2, ZYM A, ZYM B, NIT1, NIT2, James, TDA, NIN,H,0, disque d’optochine, N
diméthyl paraphényléne diamine, sérum d’agglutination, huile de paraffine, Violet de
gentiane, Lugol, Alcool a 95°, fuchsine




Annexe 2 : Fiche de renseignement

Centre Hospitalo-universitaire de beni- Messous

Hopital ISSAD HASSANI

SERVIVE DE :

Traitement éventuel : Oui Non
Si oui lequel ?

Examens demandés
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Annexe3 : Méthode d’ensemencement (quatre quadrants)

La méthode d’ensemencement en quatre quadrants est la méthode de référence pour la plupart
des prélévements en microbiologie. Elle permet a la fois une estimation semi-quantitative du
nombre de bactéries contenues dans un prélévement et 1’obtention de colonies isolées.

Technique
La boite de Pétri est divisée en quatre parties figure 28

A I’aide d’une anse de platine stérilisée au bec bunsen, un échantillon du prélévement est
préleveé et déposé prés du bord dans la partie une 1 de la boite, 1’étalement de ce dépdt est
réalisé par des stries serrées dans un mouvement de va-et-vient, en prenant soin de ne pas
traverser, creuser ou arracher le milieu.

Pour les autres secteurs de la boite : 2,3 et 4, nous effectuons le méme mouvement de stries,
en prenant soin de ne pas repasser sur l'extrémité des derniéres stries effectuées dans les
parties précédentes.

Figure28 : Technique d’ensemencement



Annexe 4 : coloration de Gram

La coloration de Gram (mise au point par Christian Gram) est la méthode de coloration la plus
utilisée en bactériologie médicale; c’est une coloration double qui permet de colorer

les bactéries et de les distinguer a 1'examen direct par leur forme et leur aptitude a fixer le
violet de gentiane (Gram +) ou la fuschine (Gram -). L'intérét de cette coloration est de

donner une information rapide et médicalement importante

Technique

Réalisation d’un frottis

-En utilisant une pipete Pasteur stérilisée, une colonie est étalée en mouvement circulaire dans
goutte d’eau préalablement déposée au centre d’une lame, Le frottis doit étre mince et

homogene.

-La lame est séchée a la température du laboratoire, puis fixée par la chaleur en le passant
lenetement (3 a 4 fois de suite) au dessus de la flamme du bec bunsen.

-La coloration est effectuée une fois la lame est refroidit.

Coloration
Tableau XVII : Etapes de la coloration Gram
ETAPES MODE OPERATOIRE TEMPS PRINCIPE
COLORATION - Recouvrir la lame de violet de gentiane 1 minute Le colorant violet pénétre dans les
PRIMAIRE cellules bactériennes
- Rincer a I’eau distillée
- Recouvrir de Lugol Il se forrpe un complexe ch{mlque
30 entre le violet et le Lugol qui fixe le
MORDANCAGE .
. < oy ) secondes | violet et colore le cytoplasme de toutes
- Rincer a I’eau distillée et 1’égoutter o :
les bactéries en violet.
L'alcool dissout le violet de gentiane,
si la paroi bactérienne est perméable a
- Tenir la lame inclinée et faire couler l'alcool (les lipides sont dissous par
pendant quelques secondes de l'alcool a 95° 5 I’alcool), celui-ci pénétre dans les
DECOLORATION jusqu'a écoulement incolore. secondes bactéries <?t .decololre leur cytoplasme :
environ les bactéries deviennent incolores.
- Rincer immédiatement a I’eau distillée et Si les bactéries ont une paroi
égoutter imperméable a 1'alcool (épaisse et sans
lipides), elles restent colorées en violet
et elles sont dites GRAM +.
coLomation | Kol lmsdetscine | g0y | Lsfbieslos gl
SECONDAIRE secondes P :

- Rincer a I’eau distillée

les bactéries Gram —.

SECHAGE

- mettre la lame dans un séchoir et laisser sécher



http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-bacterie-101/
http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/nutrition-gentiane-15786/

Annexe 5 : Tables de lecture

Table de lecture 1 : valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition pour

Entérobactéries

Antibiotiques

Diameétres critiques en (mm)

testés .Charge des

disques en (ug) R I S
Ampicilline 10 <13 14-16 >17
ﬁﬁ‘i;ﬁﬂ;ﬁ; 20/10 <13 14-17 >18
Céfazoline 30 <19 20-22 >23
Cefoxitine 30 <14 15-17 >18
Céfotaxime 30 <22 23-25 >26
Imipenéme 10 <19 20-22 >23
Amikacine 30 <14 15-16 >17
Gentamicine 10 <12 13-14 >15
Ac nalidixique 30 <13 14-18 >19
Ciprofloxacine 5 <15 16-20 >21
Chloramphénicol 30 <12 13-17 >18
Furanes 300 <14 15-16 >17
gﬁgﬁg&ﬁ‘g& 1.25/23.75 <10 11-15 >16




Table de lecture 2: valeurs critiques des diameétres des zones d’inhibition pour
Pseudomonas aeruginosa

Diamétres critiques en (mm)

Antibiotiques Charge des
testés disques en (ng) R I S
Ticarcilline 75 <15 16-23 >24
Ticarcilline + 75/10 <15 16-23 >4
Ac clavulinique

Pipéracilline 100 <14 15-20 >21
Céftazidime 30 <14 15-17 >18
Aztréonam 30 <15 16-21 >22
Imipene¢me 10 <15 16-18 >19
Amikacine 30 <14 15-16 >17
Gentamicine 10 <12 13-14 >15
Nétilmécine 30 <12 13-14 >15
Tobramycine 10 <12 13-14 >15
Ciprofloxacine 5 <15 16-20 >21
Lévofloxacine 5 <13 14-16 >17
Colistine 10 <10 - >11




Table de lecture 3: valeurs critiques des diameétres des zones d’inhibition pour

Acinetobacter spp
Antibiotiques difqhuz‘el;geendf:g) Diameétres critiques en (mm)
testés R 1 S
Ticarcilline 75 <14 15-19 >20
Tiearcilline + Ac | 451 <14 15-19 >20
clavulinique
Pipéracilline 100 <17 18-20 >21
Céftazidime 30 <14 15-17 >18
Imipenéme 10 <18 19-21 >22
Amikacine 30 <14 15-16 >17
Gentamicine 10 <12 13-14 >15
Tobramycine 10 <12 13-14 >15
Ciprofloxacine 5 <15 16-20 >21
Lévofloxacine 5 <13 14-16 >17
Doxycyline 30 <9 10-12 >13
Triméthoprime + | 1.25/23.75 <10 11-15 >16
Sulfaméthoxazole




Table de lecture 4: valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition pour

Staphylococcus spp
Charge des Diamétres critiques en (mm)
Antibiotiques disques en
testés (ng) R I S
Pénicilline G 10 UI <28 - >29
Céfoxitine 30 <21 - >22
Gentamicine 10 <12 13-14 >15
Kanamycine 30 <13 13-17 >18
Amikacine 30 <14 15-16 >17
Erythromycine 15 <13 14-22 >23
Clindamycine 2 <14 15-20 >21
Teicoplanine 30 <10 11-13 >14
Ofloxacine 5 <14 15-17 >18
Ciprofloxacine 5 <15 16-20 >21
Lévofloxacine 5 <15 16-20 >21
Triméthoprime +
Sulfaméthoxazole 1.25/23.75 <10 11-15 >16
Rifampicine 5 <I5 16-19 >20
Tétracycline 30 <14 15-18 >19
Chloramphénicol 30 <12 13-17 >18
Quinupristine- 15 <15 16-18 >19
delphopréstine
Ac fusidique 10 <24 - >24




Table de lecture 5: valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition pour Heamophilus

spp-
Charge des Diamétres critiques en (mm)
Antibiotiques disques en
testés (ng) R I S
Ampicilline 10 <18 19-21 >22
Amox1c1l‘111‘16 + Ac 20/10 <19 i 20
clavulinique
Céfotaxime 30 - - >26
Ac nalidixique 30 - - >23
Ciprofloxacine 5 - - >21
Lévofloxacine 5 - - >17
Azithromycine 15 - - >12
Chloramphénicol 30 <25 26-28 >29
Tétracycline 30 <25 26-28 >29
Rifampicine 5 <16 17-19 >20
Irimethoprime + 1 55,3 75 <10 11-15 >16
Sulfaméthoxazole




Table de lecture 6: valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition pour Streptococcus

pneumoniae
Charge des | Diamétres critiques | Valeurs critiques CMI
Antibiotiques testés disques en en (mm) (ng/ml)
(ng) R | S R | S
Pénicilline parentérale CMI i i ) >8 4 <2
Pénicilline orale >2 | 0.12-1 <0.06
Amoxicilline CMI - - - >8 4 <2
Céfotaxime CMI - - - >4 2 <1
Imipenéme CMI - - - >1 ] 025-05 | <0.12
Vancomycine 30 - - >17 - - -
Erythromycine 15 <15 | 1620 | >21 - - -
Clindamycine 2 <I5 | 16-18 | =19 - - -
Lévoflaxine 5 <13 | 14-16 | >17 - - -
Chloramphénicol 30 <20 - >21 - - -
Rifampicine 5 <16 | 17-18 | =19 - - -
Iriméthoprime + 12502375 | <15 | 16-18 | 19 | - i i
Sulfaméthoxazole
Quinupristine- 15 <15 | 16-18 | 219 | - : i
delphopréstine




	BPCO : Bronchopneumopathie chronique obstructive 

	C3G : Céphalosporine de 3eme génération 

	SDRA : Syndrome de détresse respiratoire aiguë
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