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Abstract

Bacteremia is serious conditions, responsible for significant morbidity and mortality
world wide. These conditions constitute a diagnostic and therapeutic emergency.
The objectives of this study are isolation and identification of causative organisms and to

determine their resistance profile.

This is a retrospective study of one year (2016-2017) eand two months (March-Avril 2017)
at the centers University Hospital of Constantine. Data collection took place from archived

blood culture records, in addition to an internship of two months.

The results of 3408 are among these blood cultures, 31% were positive indicating a
bacteremia condition, and 69% were negative. The male is the most exposed to bacteremia.
Isolated from blood cultures of the different services indicate that the center burned is great

provider followed by the transfusion center.

1045 bacterial strains were collected with proportion of Gram negative bacilli (49%), among
the Gram negative bacilli isollated two prédominant groups which are in descending order,
Enterobacteria, Non-fermentative rods with the respective proportions of 61%, 34%, in
addition the brucella with a lesser extent (5%).

One hundred and fifty-eight ESBL-producing strains the most isolated are Klebsiella
pneumoniae by 68 isolates and E. coli by 55 isolates.

Epidemiological characteristics and antibiotics susceptibility surveillance are required to
improve empiric treatment of bacteremia; about the high rate of antibiotic resistance, the

establishment of a monitoring program became important to define the characteristics of

bacteremia in our structure, and thus provide the basis for an appropriate empirical treatment.

Blood culture is still the routine diagnosis of bactermia. However, this technique shows
limitations. So new technologies such as biomolecular methods promise a diagnosis of

bactermia revolution in the coming years.

Keywords: bacteremia, blood culture, antibiotic resistance, the enterobacteria, non-

fermenting Gram-negative bacilli.
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Résumé :

Les bactériémies sont des affections graves, responsables d’une morbidité et d’une
mortalité significatives a travers le monde. Ces affections constituent une urgence
diagnostique et thérapeutique.

Les objectifs de cette étude sont I’isolement et I’identification des germes en cause et la
détermination de leurs profils de résistance.

Il s’agit d’une étude rétrospective d’une année (2016-2017) et le travail de paillasse de deux
mois (Mars-Avril 2017) au niveau du centre hospitalier CHUC. La collecte des données s’est

faite a partir des registres archivés d’hémoculture, en plus d’un stage pratique de deux mois.

Sur un total de 3408 hémocultures réalisées, 31% ont été considérées positives témoignant
d’un état bactériémique, et 69 % étaient négatives. Le sexe masculin est le plus exposé a la
septicémie. Les hémocultures isolées proviennent des différents services ou le centre des
brulés est le grand provoyeur suivis par le centre de transfusion.

Mille quarante cing (1045) souches bactériennes ont été identifiées, avec une prévalence
des bacilles a Gram négatif de 49 %. Parmi les bacilles a Gram négatif isolés deux groupes
prédominants, qui sont par ordre décroissant: les Entérobactéries, les Bacilles a Gram négatif
non fermentants avec les proportions respectives de 61%, 34%, en plus les brucelles avec une
moindre mesure (5%).

Les cent cinquante-huit souches productrices de BLSE les plus isolées sont Klebsiella

pneumoniae par 68 isolats et E.coli par 55 isolats.

La connaissance de 1’écologie bactérienne et la surveillance de la résistance aux
antibiotiques sont nécessaires pour guider I’antibiothérapie dans notre environnement. Face au
taux ¢levé de résistance aux antibiotiques, I’instauration d’un programme de surveillance est
devenue importante pour definir les caractéristiques des bactériémies dans notre structure, et
fournir ainsi la base pour un traitement empirique approprié.

L’hémoculture reste aujourd’hui le diagnostic de routine des bactériémies. Cependant cette
technique montre des limites. Donc des nouvelles technologies telles que les méthodes
Biomoléculaires promettent une révolution du diagnostic des bactériémies dans les prochaines
années.

Les Mots clés: La bactériémie, I’hémoculture, la résistance aux antibiotiques, les

entérobactéries, les Bacilles a Gram négatif non fermentant.
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Introduction

Les bactériémies continuent d'étre une importante cause de morbidité et de mortalité, en
dépit de la disponibilité des agents antimicrobiens puissants et de moyens de diagnostique
sophistiqués. Ces infections sont classées comme étant la 11°™ principale cause de décés aux

états unis, ce qui a représente pres de 36000 déces en 2008 (Lachhab, 2014).

Leur incidence est corrélée a I’augmentation de 1’utilisation des cathéters veineux centraux
ou périphériques. Le séjour en unité de soins intensifs et le non-respect des regles
¢lémentaires d’asepsie et d’hygi¢ne sont des facteurs de risque supplémentaires. Le taux de
mortalité qui leur est attribué est élevé, notamment en cas de bactériémie poly microbienne,
mais leur importance clinique est souvent sous-estimée en Afrique subsaharienne (Okalla
Ebongue et al., 2014).

Par ailleurs, on sait que le terrain influence la mortalité et la morbidité des bactériémies.
Ainsi, Les sujets immunodéprimés (porteurs De néoplasie ou d'hémopathie, sous

corticothérapie, les cytopéniques ou les sujets séropositifs) sont plus fréguemment touchés
(4-15%) (Lankoande, 2002).

Les bactériémies posent un probléme majeur de prise en charge, il faut en effet trouver un
compromis entre I’urgence du traitement et la difficulté a poser un diagnostic précis dans de
brefs délais, elles constituent une urgence diagnostique et thérapeutique. Le moyen
d'investigation le plus sir pour confirmer une bactériémie est I'hémoculture qui est aux yeux
de l'infectiologue un moyen essentiel pour reconnaitre le germe responsable et tester sa
sensibilité aux antibiotiques. Mais bien souvent, l'isolement du germe exige un long délai
incompatible avec l'urgence de la situation (Lankoande, 2002).

La connaissance des principales espéces bactériennes responsables de bactériémies et de
leur profil de sensibilité aux antibiotiqgues permet de donner une base objective a
I’antibiothérapie probabiliste. Or, cet élément d’écologie bactérienne est en évolution
permanente et la documentation microbiologique n’est pas toujours présente, en particulier

dans notre région ou les données sont rares.

Cette connaissance des especes permet de réduire I’émergence et la diffusion de bactéries
multi résistantes aux antibiotiques, qui viennent compliquer la prise en charge empirique des

bactériémies (Salou et al., 2014).
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Introduction

Dans cette optique, nous avons voulu mettre la lumiére sur les bactériémies nosocomiales
au niveau du centre hospitalo-universitaire de Constantine (CHUC) en analysant les
statistiques d’hémoculture concernant une année (2016-2017) en plus d’un travail de paillasse
de deux mois (mars-avril 2017).

Les objectifs de ce travail sont orientés vers:
- L’isolement et I’identification des germes en cause;
- La description du profil épidémiologique des isolats des bactériémies du centre d’étude
(CHUC).
- La détermination du profil de résistance aux antibiotiques des principaux germes isolés.

Page 2
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Synthese Bibliographique

1-Définition
1-1-infection

L'infection se définit par I'envahissement de lI'organisme par un agent étranger, comme une
bactérie ou un virus, provoquant un état pathologique par une lésion des cellules locales, une
libération de substances toxiques ou par une réaction intracellulaire germe-anticorps
(Chablou, 2011).

Une infection est: soit locale, soit genéralisée, exogene (c'est-a-dire due a des germe qui
proviennent de I'environnement), soit endogéne.

1-2- Bactériemie

La bactériémie est définie par la présence dans le sang des bactéries viables. Elle peut étre

transitoire, asymptomatique, ou, au contraire s'accompagner de manifestations cliniques
majeures (Thirion et al., 2010).
Elle traduit le plus souvent par une infection localisée, parfois une infection endo-vasculaire
(Moudjongue Omock, 2014).

- Nature des bactériémies

1-2-1 -Bactériémie primaire
Le germe pathogene isolé dans I’hémoculture n’est pas impliqué dans I’infection d’un autre
site.

1-2-2- Bactériemie secondaire
Si le micro-organisme isolé dans I’hémoculture est déja impliqué dans I’infection d’un autre
site de I’organisme.

1-2-3- Pseudo bactériemie
Présence d’une hémoculture positive pour un ou plusieurs germes mais dont la croissance ne
refléte pas la réalité clinique: contamination.

1-2-4 - Bactériémie nosocomiale
Survient 48h apres I’hospitalisation (El bouderkaoui, 2015).
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2- Données physiopathologiques
Les bactériémies sont divisées selon trois schémas physiopathologiques suivant leur point
de départ et I’existence ou non d’un relais endocirculatoire (Vaubaurdolle, 2007) (Figure 1).

Type de mécanisme Porte d’entrée Foyer initiale
Bactériemie
Les bactériémies peau,

A point de départ ‘ mugueux, etc ‘ Veine -

Thrombophlébitique

Les bactériémies a sang

point de départ - Digestif - Lymphatique -

Lymphatique

Foyer secondaire

Les endocardites ‘ Dents - Endocarde -

Figure 1: Les trois principaux mécanismes des bactériémies (Lachhab, 2014).

- La bactériémie peut étre transitoire, intermittente ou continue:
2-1- La Bactériémie transitoire

Est une décharge de quelques minutes a quelques heures, survenant apres irritation d’une
muqueuse colonisée par une flore microbienne ou manipulation de tissues infectés. Elle peut

étre spontanée ou provoquée par des gestes invasifs.

2-2- La Bactériémie intermittente
Est retrouvée dans les infections a Bacilles Gram négatif, les suppurations, la pneumonie et
I’ostéomyélite. Elle survient, disparait puis revient avec le méme germe. Elle est

classiguement associée a une infection cloisonnée, non ou mal drainée.
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2-3- La Bactériémie continue
Le sang est continuellement inoculé par des germes, soit a partir d’un foyer ganglionnaire
(adénite mésentérique dans la fiévre typhoide), soit a partir de I’endocarde ou d’un autre foyer

endovasculaire (Benzriouil, 2010).

3- Distinction entre bactériémie et septicémie

L’utilisation du terme de septicémie differe selon les écoles; Pour les Anglo-Saxons, il n’y a
pas de différence entre bactériémie et septicémie et le plus souvent, seul le terme de
bactériémie est utilisé. En France, on considére qu’une bactériémie est la « présence d’un
germe pathogéne dans le sang authentifié par des hémocultures positives » et que la
septicémie est définie comme : « un état infectieux grave avec bactériémie » (Trivalle, 2009).
Dans notre étude on utilisera le terme bactériemie.

3-1- définition de la septicémie

La septicémie est une décharge massive, répétée et permanente de germes dans le sang a
partir d’un foyer infectieux initial (Kouadio et al., 2013).

Ce foyer s’est constitué¢ lors du passage de bactéries exogenes par une porte d’entrée
muqueuse ou tégumentaire, Le cadre général des syndromes dits « septiques » se présente

sous trois stades de gravité croissante: (Figure 2).

Cntetiont_SiRS_{Sepsis 3 Sepissvre_Cehoespique >
we—p we—p we—)p

Figure2: I’évolution de la gravité des syndromes septiques

(Moudjongue Omock, 2014).

5- L’origine de la bactériémie et les facteurs favorisants

5-1- Porigine de la bactériémie (nosocomiale ou communautaire)

Les bactériémies sont classées comme toutes les infections en communautaires et
nosocomiales. Une bactériémie nosocomiale est généralement acquise dans un contexte de
résistance bactérienne et elle est souvent associée a une procédure invasive tandis qu’une
bactériémie communautaire se développe spontanément, sans association avec une
intervention medicale et se produit dans un environnement microbien moins résistant (Vallés,
2008).
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5-2- Les facteurs favorisants la bactériémie

Tableaul: Les facteurs favorisants part a port aux portes d’entrées pour les bacilles a Gram

négatif (Pebret, 2003; Makki, 2007).

Portes d'entrée

Facteurs favorisants

Digestive

péritonite. sigmoidite,
angiocholite, chirurgie

abdominale, cholécystite,. .. etc.

Uro-génitale

avortement, accouchement
infecté, sonde urinaire, ... etc.

Respiratoire

pneumopathie, trachéotomie,
intubation, ... etc.

6- Les différentes Portes

bactériémies :

d’entrée et localisation secondaire des

Les localisations secondaires dépendent des microorganismes, elles sont recherchées par

I’examen clinique qui oriente les examens complémentaires. Les portes d’entrée et les

principales localisations secondaires des bactériemies selon les microorganismes sont

détaillées dans le tableau (Tableau 2).
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Tableau 2 : Les portes d’entrée et les principales localisations secondaires des bactériémies

selon les microorganismes.

Agents pathogénes

Porte d’entrée

Localisations secondaires

Coques Gram positif

Staphylococcus aureus

Cutanée, vasculaire (cathéter,

toxicomanie)

Endocarde, os, articulation, méninge,

matériels étrangers implantés

Streptocoque du groupe A

ORL, cutanée

Streptocoque du groupe B

Gynécologique, urinaire

Streptocoque du groupe D Digestive Endocarde
Streptocogque non groupable Dentaire Endocarde
Streptococcus pneumoniae Pulmonaire Méninges, articulations, péritoine,
péricarde
Entérocoque Digestive, urinaire Endocarde
Bacilles Gram négatif

Entérobactéries*® Urinaire, digestive, biliaire
Pseudomonas aeruginosa Digestive, urinaire, pulmaonaire, site

opératoire, vasculaire (cathéter)

Anaérobies

Bacteroides spp., Prevotella spp., Digestives, gynécologique Cerveau
Peptostreptococcus spp.
Fusobacterium spp. Pleuropulmonaire Cerveau

Clastridium perfringens

Cutanée, gynécologique

http://www.cnerea.fr/UserFiles/File/national/desc-des/livre-masson-

2015/infections/septicemie.pdf .
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6- Les symptomes et diagnostic
6-1-Les symptdmes
Certains patients sont asymptomatiques ou ne présentent qu’une fiévre peu élevée.
L’apparition de symptome tels que :

o Tachypnée,
o Des frissons une fievre persistante,
o Une altération de la conscience,
o Une hypotension,
o Des symptdmes gastro-intestinaux (douleurs abdominales, nausées,

vomissement et diarrhée) évoquent une sepsis ou choc septique (Allan, 2017).

6-2- diagnostic
Le diagnostic des bactériémies passe par I'isolement du germe responsable de l'infection au
niveau du sang.
Le diagnostic positif de bactériémie repose sur la positivité des hémocultures. Des
hémocultures doivent étre réalisées en cas de suspicion clinique de bactériémie et dans le

bilan de toute suspicion d’infection bactérienne sévére (Elbouderkaoui, 2015).

7- Hémoculture
7-1- Deéfinition du sang

Le sang est un liquide rouge biologique circulant dans les artéres et les veines sous
I'impulsion du ceeur.
Un individu en contient de 5 a 7 L de sang dans son corps, ce qui représente environ 8% de
son poids total. Le sang est constitué de plasma, de globules rouges, de globules blancs et de
plaquettes. Il distribue I'oxygene, les hormones et les nutriments a toutes les cellules, tous les
tissus et tous les organes du corps pour, ensuite, les debarrasser de leurs déchets. Le sang joue

aussi un role dans la défense immunitaire.

Page 8



Synthese Bibliographique

—

\@

Figure 3: Compositions du sang

http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/23699-sang-definition

7-2- Définition d’hémoculture

L’hémoculture est un examen essentiel en bactériologie médicale, qui permet de mettre en
évidence le passage des micro-organismes dans le sang, de les identifier et de caractériser leur
profil de sensibilité aux anti-infectieux. De trés nombreux agents pathogenes peuvent étre
isolés a partir d'hémocultures. lls sont soit d'origine communautaire, soit acquis a 1’hdpital
(Berrezzouk, 2008).

8- Le Traitement

En cas de suspicion de bactériémie, des antibiotiques sont administrées de maniére
amperique aprés les prélevements bactériologiques nécessaires. Un traitement continu
implique 1’ajustement de [’antibiothérapie selon les résultats de la culture et de
I’antibiogramme et, le drainage d’éventuels abces et habituellement I’ablation de tout

dispositif interne susceptible d’étre a I’origine de la bactériémie (Allan, 2017).
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Tableau représente les différents antibiotiques testés pour les bactéries & Gram négatif
(Tableau 3).

Tableau 3 : Antibiotiques testés pour les bacilles a Gram négatif (Labani, 2016).

Ampicilline

Amoxicilline

Péniclllines —
Ticarcilline

Pipéracilline

Imipénéme
Carbapénémes

Ertapénéeme

Monobactame Aztréonam

Amoxicilline-Acide clavulanique

Bétalactamines Inhibiteurs de bétalactamase | Tiracilline Acide-Clavulanique

Pipéracilline-Tazobactam

Céfalotine

Céfépime

Céfoxitine

Céphalosporines Céfixime

Ceftriaxone

Cefotaxime

Ceftazidime

Gentamicine

Aminosides Tobramycine

Amikacine

Ciprofloxacine

Quinolones :
Norfloxacine

Triméthoprime-Sulfaméthoxazole
Autres

Fosfomycine
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9- Etiologie
9-1 Coccis a Gram positif
Ces espéces sont largement représentées dans la flore commensale de la peau et des
muqueuses. Leur présence devra étre discutée pour éliminer ce qui est une contamination
accidentelle et la différencier d’une bactérie impliquée dans un processus infectieux véritable.

Elles sont anaérobies et aérobies strictes ou aéro-anaérobies facultatives (Lankonade, 2002).

9-2 Les bacilles a Gram negatif
Les bacilles a Gram négatif occupent une place importante en pathologie humaine.
Geénéralement, on les divise en deux grands groupes : les entérobactéries et les bacilles a
Gram négatif non fermentaires (Liassine, 2000).

9-2-1 Les entérobactéries

- Historique et Taxonomie

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte similitude. La
création de ce groupe a été proposée par Rahn en 1937 gu'il dénomma enterobacteriaceae et
dans lequel il rassembla les genres bactériens déja décrits (tels que: Escherichia, Salmonella,
Klebsiella, Shigella) dans le genre unique Enterobacter.

Les entérobactéries sont des Eubactéries, appartiennent a la division des Proteobacteria,
la classe des Gammaproteobacteria, a ’ordre des Enterobacteriales et a la famille des
Enterobacteriacea (Joly et Reynaud, 2002).

Les especes les plus communément isolées en bactériologie clinique dont les principaux
sont : Escherichia, Klebsiella-Enterobacter-Serratia (KES), Proteus, Providencia,
Salmonella-Shigella(SS), Yersinia (Zouhdi, 2009).

On peut les classer dans le tableau suivant :
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Tableau 4: Classification des espéces d’Entérobactéries les plus fréquentes en clinique
humaine (Pilet et al., 1979).

Genre Espéces
GROUPE I Edwardsielleae Edwardsiella Salmonella typhi
Salmonnelleae Salmonella Salmonella paratyphi
Salmonella enteritidis
Escherichieae Escherichia Escherichia coli
Shigella Shigelladysenteriae
GROUPE Il Shigellaflexneri
Shigellaboydii
Shigellasonnei
Levineae Levinea
Klebsiella Klebsiella pneumonia
Klebsiella oxytoca
Enterobacteraerogenes
Enterobacter Enterobactercloaceae
Serratia Serratiamarcescens
GROUPE 11 Klebsielleae Erwinia
Proteus mirabilis
Proteus Proteusvulgaris
GROUPE IV Proteae Proteusrettgerii
Providencia
GROUPE V Yersiniaea Yersinia Yersinia enterolitica

Yersinia

pseudotuberculosis
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- Habitat

Le nom d’entérobactéries a été donné parce que ces bactéries sont en général des hotes
normaux ou pathologiques, suivant les espéces microbiennes, du tube digestif de I’homme et
des animaux.

On les trouve aussi dans la cavité buccale, au niveau des vois aériennes supérieures et sur les
organes génitaux. On les rencontre dans le sol, I'eau et dans certaines denrées alimentaires
(Fauchere et Avril, 2002; Achkour, 2012).

- Pouvoir pathogene

Le pouvoir pathogene des entérobactéries chez I'nomme est considérable. Les infections
sont soit bien définies et peuvent concerner tous les sujets soit non spécifiques touchant les
sujets immunodéprimés, en particulier ceux qui sont hospitalisés. Dans la majorité des cas,
l'origine de l'infection est soit endogéne a partir des flores bactériennes, soit exogene
provenant de milieu extérieur. Les entérobactéries sont responsables de nombreuses infections

(communautaires et nosocomiales) (Medboua, 2011).

Etude des principaux genres
1-Escherichia coli
-Définition et habitat

Escherichia coli (colibacille) est une entérobactérie mobile capable de fermenter le lactose
et de produire de I'indole.
Hote normal de I’intestin et des animaux, c’est ’espece aérobie la plus représentée dans le
tube digestif. La présence de colibacilles ou espéces voisines dans 1’eau est un témoin de
contamination fécale (Bakhoum, 2004).
- Caractéristiques
Escherichia coli exprime les caracteres généraux des entérobactéries:

= Fermente le lactose,

* Production d’indole (milieu kligler),

= (Gazogene,

= Souvent pas de production deH,S,

= Uréase négative,

= Pas d’utilisation de citrate et pas de formation d’acétoine (Biomerieux, 2004).
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- Pouvoir pathogéne
» Infections extra-intestinales: Infections urinaires.
» Infections extra-intestinales :
- Infections abdominales : cholécystites, péritonites, appendicites.
- Infections génitales : prostatites.
- Infections ostéo-articulaires.
- Bactériémies. Méningites néonatales et neurochirurgicales.
-Infections puerpérales.
- Infections de plaies chirurgicales (hosocomiales).

> Infections intestinales : diarrhées infectieuses (Allag, 2003).

2- Klebsiella

- Définition

Au sein des entérobactéries, les bactéries du genre Klebsiella se distinguent par leur
immobilité constante, leur groupement en diplobacilles généralement encapsulés, Connue
autrefois sous le nom de pneumobacille de Friedlander.
Klebsiella pneumoniae est une bactérie commensale de ’intestin, des voies respiratoires et

des animaux (Baerwolf et al., 2002).

-Habitat
Klebsiella pneumoniae est une espéce ubiquiste, isolée des eaux de surface, des eaux usées,
des effluents industriels, du sol, du bois, de végétaux divers (Dong et al., 2003) et des
aliments. Elle est également retrouvée dans la flore fécale d’environ30% des animaux et de

I’homme, elle existe a I’état commensal sur la peau et les muqueuses, notamment respiratoires

(Sekhri Arafa, 2011).

- Caractéristiques
Ce sont des bactéries a Gram négatif, immobiles, capsulés, surtout au sortir de 1’organisme,
trés polymorphes.
- Sur gélose : les colonies de type mucoide ont un aspect caractéristique; elles sont

volumineuses (4 mm de diametre), bombees, brillantes, opaques et souvent confluentes.
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- En bouillon : on note la formation d’un trouble dense avec colorette visqueuse.
Klebsiella pneumoniae est en général :
e (Gazogene,
e Fermente le lactose,
e Possédant une catalase,
e Urée positive,

¢ Indole négative, VP positive ou production d’acétoine (Achkour, 2012).

- Pouvoir pathogéene

Chez I’homme, elle est I’agent des pneumopathies aigués, d’angines, d’otites, de cystites et
d’affections rénales.
Klebsiella provoque des infections urinaires (5 % des infections en ville) et des surinfections

des bronches chez les bronchitiques chroniques, voire des abcés du poumon (Achkour, 2012).

9-2-2 Les bacilles a Gram négatif non fermentaires
- Définition
Sont des bactéries aérobies strictes, caractérisées par un mode de production énergétique ne
faisant pas intervenir la fermentation. Parmi les bacilles & Gram négatif 10 a 15% sont des
BNF dont les 3/4 appartiennent a 1’espéce Pseudomonas aeruginosa. Les autres especes
appartiennent aux genres: Stenotrophomonas, Burkholderia, Acinetobacter et Achromobacter
(Martin, 2011).

-Caracteristiques
- Caracteres morphologiques et culturaux

Les bacilles a Gram négatif se presentent sous forme de bacilles longs et fins a extrémité
effiléee (Pseudomonas) mais également sous forme de diplobacilles a extrémité arrondie avec
des formes coccoides et longues (Acinetobacter). lls sont immobiles (Acinetobacter) ou
mobiles.

En général, les bacilles a Gram négatif non fermentaires croissent sur milieux simples
comme la gélose Trypto-Caséine Soja (TSA) et la gélose lactosée de Drigalski. Certaines de
ces bactéries élaborent des pigments :

- la pyocyanine, pigment bleu-vert, est pathognomonique de Pseudomonas aeruginosa.
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- des pigments allant du jaune péle au jaune orangé peuvent étre produits par diverses

especes au sein des genres Pseudomonas Flavobacterium et Xanthomonas (Diop, 2001).

9-2-2-1 Etude des principaux genres
1- Pseudomonas

- Définition et caractéristiques
Ce sont des bacilles a Gram negatif, aérobies stricts, possedent une oxydase, non fermentaires,
mobiles par une ciliature polaire, respirant ou non les nitrates, oxydant ou non le glucose.
Les especes les plus fréquemment isolées en milieu médical sont : Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida. Pseudomonas

aeruginosa (Schuster, 2001).

- Habitat

Ces bactéries occupent des niches écologiques variées, mais se retrouvent plus
particulierement dans les milieux humides tels que les eaux douces, les eaux de mer et les
eaux thermales. Elles sont considérées comme une flore commensale chez I'homme ou
I'animal.

Certaines jouent un role pathogéne dont Pseudomonas syringae chez les plantes et
Pseudomonas aeruginosa chez I'nomme et I'animal (Avril et al., 2000).

-Pouvoir pathogene
Les Pseudomonas sont peu virulents pour l'individu normal, par contre ils sont considérés
comme des agents infectieux redoutables lorsque les défenses immunitaires du sujet sont
altérées. Les malades particulierement sensibles sont les nourrissons, les personnes agées, les
sujets atteints d'affections graves, chroniques, métaboliques (diabéte) mais surtout
hématologiques ou cancéreuses. Chez les brllés, cette infection est I'une des causes majeures
de mortalité (Avril et al. 2000).

2-Acinetobacter

- Définition et caractéristiques

Les bactéries du genre Acinetobacter qui appartiennent a la famille des Moraxellaceae et
Acinetobacter baumannii est ’espéce la plus fréquemment identifiée dans les infections

humaines.
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Ce sont des coccobacilles, courts, Gram négatif, non sporulées, parfois capsulés,
immobiles (mais pouvant présenter une mobilité par saccade résultant de la présence de

fimbriae polaires) (Peleg et al., 2008).

- Habitat

Acinetobacter ssp est un germe ubiquitaire retrouvé dans les sols, I’eau potable, les eaux de
surface ainsi que dans diverses denrées alimentaires.
Des souches d’Acinetobacter ssp sont fréquemment isolées des eaux usées et des

Boues activées des stations d'épuration (Lambert, 2007).

- Pouvoir pathogéene

L’incidence des infections a A. baumannii a considérablement augmentée durant les 20
derniéres années. En particulier dans les unités de soins intensifs et de chirurgie, des services
ou le risque de colonisation et d’infection est important, vu le terrain particulier des patients et

la fréquence des manceuvres invasives (Giamarellou et al., 2008).

9-2-3-Brucella
-Définition

Les Brucella sont de petits bacilles a Gram négatif, aérobies stricts, oxydase positifs,
catalase positive.
Ce sont des coccobacilles de 0,5 a 1,5 um de long et 0,5 a 0,7 um de diamétre, non capsulés,
la plus part des souches isolées en pathologie humaines produisant une uréase d’action rapide
et intense qui comprennent trois especes principales Brucella melitensis, Brucella abortus,
Brucella suis, qui sont responsables d'une maladie animale transmissible a I'homme, la
brucellose (Fievre de Malte)(Denis et al., 2007).

-Pouvoir pathogene
Les Brucella sont responsables d'infections génitales avec avortement chez les femelles et
Iésions testiculaires chez le male. Ils sont responsables de septicémie subaigué avec
localisations viscérales multiples (articulaires, neuroméningéesetc ...).
Brucella pénétrent dans 1’organisme par plusieurs voies: cutanée, digestive, respiratoire, puis

gagnent par voie lymphatique le premier relais ganglionnaire.
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Elles se multiplient et disséminent dans tout I’organisme par voie lymphatique et sanguine,
ces germes sont phagocytés plus au moins rapidement par les macrophages puis détruits avec
libération d’antigéne et d’endotoxine (Khetab et al., 2010).

10- Les antibiotiques
10-1- Définition
Toute substance antibactérienne d’origine biologique, synthétique ou semi-synthétique
capable d’inhiber sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries, sans exercer
habituellement d’effets toxiques pour les organismes supérieurs (Lavigne et al., 2008).
L’action antibactérienne s’effectue selon quatre principaux mécanismes :
e Une inhibition de la synthese des constituants de la paroi,
e Un blocage de la synthese des protéines,
e Un blocage de la synthese des acides nucléiques
e Une altération du fonctionnement de la membrane cytoplasmique (El
bouderkaoui, 2015).
11- La Résistance Bactérienne aux Antibiotiques
11-1- Définition
Le terme « résistance aux antibiotiques » repose sur deux définitions:
-Une souche est résistante lorsque la concentration d’ATB qu’elle est capable de supporter est
notamment plus élevée que la concentration atteignable in-vivo.
-Une souche est dite « résistante »lorsqu’elle supporte une concentration d’ATB notablement

plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la
méme espece (Grappin et al., 2007).

11-2- Types de résistance

-La résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractére d’espece qui touche toutes les cellules
de toutes les souches.
Elle est stable, transmise a la descendance mais pas ou peu transmissible sur un mode
horizontal (Fauchéere et Avril, 2002).
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-La résistance acquise

Contrairement a la résistance naturelle, la résistance acquise intéresse certaines souches au

sein d’une espéce bactérienne normalement sensible a cet antibiotique. (EI bouderkaoui,
2015).

-la résistance croisée et Co résistance

La résistance croisée résulte d’un seul mécanisme biochimique et concerne des antibiotiques

appartenant a la méme famille.
La Co résistance est liée a plusieurs mécanismes (plusieurs genes de résistance impliqués)

et concerne des antibiotiques appartenant a différentes familles (Sekhri Arafa, 2011).
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Matériel et Méthodes

*MATERIEL
1- Centre de I’étude

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie du C.H.U BENBADIS

de Constantine.

2- Durée de I’étude
Il s’agit d’un travail de paillasse de deux mois (1 mars — 30 avril), et puis une étude
rétrospective d’une année (2016 — 2017) basée sur I’interprétation des résultats des
hémocultures a partir des registres et des antibiogrammes des archives du laboratoire de
microbiologie du C.H.U BENBADIS de Constantine.

3- Taille de I’échantillon
Durant la période de notre étude un total de 512 souches a été isolé des patients
hospitalisés au niveau des différents services.
Les variables recueillies étaient:
o Fréquence des hémocultures.
o Répartition en fonction du service.
o Sexe du patient.
o Germes isolés.

Sensibilité aux antibiotiques des isolats.

(@]

= Méthodes
Pour mettre en évidence la présence ou I’absence des microorganismes pathogenes dans le
sang et d’étudier leur sensibilité aux différents antibiotiques, 1’hémoculture est la technique

microbiologique utilisée.

1- Prélévement
C'est le préalable essentiel a tout examen de bactériologie. Le prélevement de sang pour

hémoculture doit répondre a plusieurs criteres ou exigences :
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- Mode de prélevement
1-1- Quand preélever ?

Pour éviter toute fausse négative, il est impératif de pratiquer le prelevement le plus tot
possible au cours de la maladie et surtout avant toute mise en route  d’antibiothérapie
(EIl mouali, 2012).

1-2- Eviter les contaminants et travailler en sécurité

v' Le prélévement doit étre réalisé d’une fagon stérile par ponction d'une veine
superficielle, habituellement au pli du coude.

v" Aprés un lavage antiseptique des mains de lI'opérateur, la désinfection de la peau du
malade est realisée avec de l'alcool a 70 % puis un produit iodé. Une a deux minutes
de contact est nécessaire pour obtenir I'effet antiseptique maximal de la polyvidone
iodée.

v La désinfection du capuchon du flacon d'hémoculture doit étre réalisée avec de l'alcool
a70 %.

v’ La ponction veineuse est la seule méthode fiable pour prélever du sang en vue de la
culture (Berrezzouk, 2008).

1-3-Prélever une quantité de sang suffisante

Le nombre de bactéries par ml de sang étant en général faible, il importe de prélever une
quantité suffisante de sang (Moudjongue Omock, 2014).

Un volume de 20 ml de sang prélevé augmente le pourcentage de positivité de 30%,
comparativement a un volume de 10 ml qui est le minimum souhaitable chez I’adulte.

Chez I'enfant, la densité des bactéries dans le sang est plus importante que chez l'adulte
(Berezzouk, 2008).

1-4- Effectuer un nombre de prélevement suffisant

Deux a trois hémocultures par 24 heures, espacées de 30 a 60 minutes, sont généralement

suffisantes pour isoler le germe responsable de la bactériémie (Denis et Cecile, 2007).
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1-5- Milieux de ’hémoculture

Deux milieux biologiques; I'un incubé en aérobiose, I'autre en anaérobiose; ont pour but de
cultiver les germes et d'améliorer la chance de les détecter précocement, a condition de

doubler le volume du sang inoculé, ce qui accroit la sensibilité de I'némoculture.

Les milieux de culture peuvent étre :

- liquides : Bouillon trypticase soja = aérobie ; Bouillon thioglycolate = anaérobie.
- bi phasique (Flacon Castaneda) : qui est le plus utilisé.

Ces deux milieux permettent la culture de la plupart des bactéries rencontrées en pathologie
humaine et contiennent un anticoagulant comme Le poly anéthol sulfonates de sodium
(SPS) (Accrombessy et Doussoh, 2014) qui est utilisé dans la majorité des cas a une
Concentration comprise entre 0,025 % et 0,05%. En plus de I'activité anticoagulante, le SPS
empéche la phagocytose et inactive le complément et certains antibiotiques
(Bergogne Bérézin, 1992).

1-6 - Acheminement

Les hémocultures doivent étre acheminées le plus rapidement possible au laboratoire afin
d’étre introduites dans 1’automate le plus tot possible.

Nous avons recus les hémocultures qui doit étre étiquetée correctement et accompagnée
d’une demande sur patient; le service d’origine; la date, I’heure et le mode de prélevement
ainsi que la température du patient au moment ou il est effectué, sans oublier une éventuelle

antibiothérapie et le nature de celle-ci (El mouali, 2012).

2- ldentification Bactérienne

Deés l'arrivée au laboratoire, les flacons d'hémoculture sont incubés a I'étuve a 37°C. lls sont
examinés chaque jour.
Généralement, la culture se développe en 1 a 3 jours mais il est de regle de conserver les

milieux de culture a I'étuve pendant10 jours (Kane Diop, 2001).
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- Les méthodes de détection

On distingue les techniques dites conventionnelles ou manuelles et les techniques faisant

appel a des automates (Annexe 1).

2-1- Les méthodes manuelles

2-1-1- Examen macroscopique
La durée d’observation varie d’une semaine a un mois selon les laboratoires. La majorité
des hémocultures se positivent en 2 a 3 jours et au plus dans les cing jours. Il faut donc
conserver les flacons pendant une semaine sauf si des données cliniques font suspecter une
brucellose ou une septicémie a bactérie a croissance lente.
Avec une certaine habitude, il est possible en fonction de I'aspect d'un flacon de pressentir
I'identité de la bactérie en cause (Benzriouil, 2010).
La croissance est testée par :
e Un dép6t floculeux au-dessus de la couche d’hématies;
e Une hémolyse;
e Une coagulation du bouillon;
e Une pellicule de surface;
e Laproduction du CO,;

e La présence de grains blancs a la surface ou a D’intérieur de la couche de sang

(Sékou Kone, 2009).

2-2- Repiquage et isolement

Tout flacon positif (flacon classique ou flacon du systeme Bactec) est soumis a I’examen
direct et a la subculture.

Quelques gouttes sont prélevées et ensemencees par des stries serrées (4 cadrons) sur
quatre milieux d’isolement.

Les milieux de culture utilisés sont :
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e Gélose au chocolat
Sa préparation est la méme que la gélose au sang frais accompagné d’un autoclavage.
La cuisson permet de libérer certains facteurs de croissance (tels que I'hémine qui est
precurseur de coenzyme, transporteur d'électrons des cytochromes, NAD), aussi la
destruction de certains inhibiteurs Milieu enrichi utilisé pour les germes exigeants (exemple:
Neisseria gonoreae, N. meningitidis, Heamophilus...) (Benzriouil, 2010 ; Berezzouk,
2008).
e Gelose Hecktoen
C’est une gélose de base nutritive et contenant trois glucides (lactose, saccharose, salicine),
du bleu de bromothymol (BBT) comme indicateur de pH, de la fuchsine acide qui se colore
en présence d’aldéhyde, des ions de Fe™".
La gélose Hecktoen contient une concentration élevée en sels biliaires qui inhibe la
croissance des bactéries Gram positif (Benhanna et al., 2006) (Annexe 2).

2-3 - Examen microscopique

La coloration de Gram permet d'orienter le diagnostic. La mobilité lorsqu'elle existe est
évidente (Kane Diop, 2001) (Annexe 3).

3- Tests biochimiques et métaboliques
3-1 - Test de I’oxydase

La recherche de I’oxydase, plus précisément du cytochrome C2 permet nous la
différenciation d’un certain nombre de bacilles a Gram négatif non fermentatifs (oxydase
positive) des entérobactéries (oxydase négative).

Le réactif utilisé est une solution aqueuse a 1% de tétraméthyl -p-phénylénediamine, elle est

incolore a I’état réduit et bleue-violette a 1’état oxydé.
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» Technique :

- Laisser tomber une goutte du culot sur un buvard imbibé de réactif.

- La réaction est positive si une coloration bleue-violette apparait dans les 5-10
secondes (Yersin et Viénet, 2008).

3-2- ldentification par galerie biochimique classique

Apreés la coloration de Gram (observation microscopique) et ensemencement sur les milieux
gélosés (observation macroscopique) les souches sont identifiées selon les méthodes
classiques.

Les genres et les espéces sont différenciés sur la base des caractéres biochimiques étudiés
sur des milieux rassemblés dans la galerie d’identification (fermentation des sucres,
décarboxylation d’acides aminés, production d’indole, d’acétoine,...etc.). Dans notre étude
ont utilisé la galerie classique des Entérobactéries, elle est composée de 6 milieux pour 6

tests biochimiques (tableau4) (Annexe 4).
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Tableau 5 : Caracteres biochimiques des entérobacteéries.

Milieux de Test Reéactifs Résultats
culture recherché Ensemencement | Incubation a Positifs Résultats négatifs
Ajouter
Fermentation Pente jaune. Rouge brin.
du: Culot jaune.
-Lactose -Stries serrees
TSI -Glucose pour la pente. Bulles d"air a
Gélose -Saccharose -Simple pigire | 24h a 37°C I"intérieur de la
( Glucose- pour le culot gélose ou Pas de
Lactose- Production du fissure de la changement de
Saccharose) Gaz. zélose. "aspect de la
gelose.
Production de
H-S. Moircissement | Absence de
noircissement
Utilisation du
citrate de
Citrate de sodium Stries Bleu Vert
Simmons | comme source | longitudinales de 37°C
de carbone et la pente.
d’énergie
Jaune Rouge
Fermentation
Mannitol- du mannitol Pigiire centrale 37°C Formation d*un Absence
mobilité Maobiliteé volle en axe d’anneau rouge,
central Ol anneau jaune
Eau Production | Quelques gouttes
peptonée d’indole a de suspension Kovaks | Formation d™un Absence
exempte partir du bactrienne 3rc anneau rouge a | d’anneau rouge.
d’indole Tryptophane la surface
Quelques gouttes Rouge, rose a
Urée-Indole | Hydrolyse de de suspension 37°C violet Orange
|"urée bactérienne
37°C Apparition Absence
VP d’anneau rouge | d’anneau rouge
Clark et Production | Quelques gouttes
Lubs des acides de suspension
organiques et bactérienne
des acides RM Rouge Jaune
mixtes

TSI = Triple Sugar Iron VP= Vogs Proskauer RM = Rouge de Méthyle

L’identification biochimique peut se faire également par les galeries APl 20E pour les

entérobactéries et par APl 20NE pour les bactéries non fermentaires (BNF) (indisponible au

laboratoire de notre travail).
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4- L’antibiogramme

L’antibiogramme est ne concerne que les hémocultures positives, il comprend la technique

de diffusion en milieu gélosé Mueller Hinton selon les recommandations du Clinical and

Laboratory Standard Institute (CLSI) (Berrezzouk, 2008).
Dans notre étude, 13 antibiotiques ont été testés:

» Parmi les p-lactamines :
amoxicilline(AMX), ticarcilline(TIC), pipéracilline(PIP), ceftazidime(CAZ),
céfazoline(CAZ), céfoxitine(FOX), céfotaxime(CTX), imipenéme(IMP).

» Parmi les aminosides :
Amikacine(AK), gentamicine(GM).

» Concernant les quinolones :
ciprofloxacine (CIP) et autres : colistine (CO), et comme sulfamide : I’association

triméthoprime sulfaméthaxazole (SXT).
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Figure 4 : les fiches d’antibiogrammes testés pour entérobactéries et pour bacilles non
fermentaires.
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4-1- Méthode de diffusion en gélose

Dans notre étude, nous avons adopté la méthode du CLSI.

% Technique : (tableau 6)

Tableau 6: les étapes de la méthode de diffusion en gélose.

Le milieu

L’inoculum

L’ensemencement

-La gélose Mueller—Hinton
(MH) coulée en boite de Pétri
sur une épaisseur de 4
millimétre

-elle peut étre additionnée de
5 % de sang de cheval ou de
mouton pour les bactéries
plus exigeantes.

-Les géloses sont séchées

avant 1’utilisation.

-A partir d’une culture pure de
18 & 24h sur milieu
d’isolement, on préléve a ’aide
d’une anse ou une pipette
Pasteur quelques colonies bien
isolées qu’on dissocie dans
10ml d’eau physiologique
stérile

- bien homogénéiser la
suspension bactérienne, sa
charge doit étre équivalente a
0,5 Mac Farland (correspond a
environ10®bactéries/ml)
(Medboua, 2011).

-Tremper I’écouvillon dans
la suspension bactérienne.
-Essorer I’écouvillon sur la
paroi interne de tube de
suspension

-Frotter 1’écouvillon sur la
totalité de la surface, de haut
en bas, en stries serrées.
-Répéter I’opération deux
fois, en tournant la boite de
60° a chaque fois

-Finir I’ensemencement en
passant 1’écouvillon sur la
périphérie de la gélose.
-Déposer les disques
d’antibiotiques a tester.
-Incuber les boites pendant
24h a 37°C (Sekhri-Arafa,
2011).

% Lecture et interprétation :

Les résultats sont exprimés en mm apres lecture des diametres des zones d’inhibition et

sont interprétés en trois catégories : S= sensible, R= résistant, I= intermediaire, En se référant

aux normes CLSI (Clinical and Laborotory Standards Institute) (Annexe5).
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5- Recherche de p-lactamase a spectre élargi (BLSE)

Les B-lactaminases sont des enzymes plasmidiques qui hydrolysent toutes les B-lactamines
sauf les céphamycines et les carbapéenémes.

Elles sont principalement retrouvées chez Escherichia coli en milieu communautaire et
Klebsiella pneumoniae en milieu hospitalier. Elles peuvent étre sensibles aux inhibiteurs de -
lactamases (Salam, 2014).

- Recherche de BLSE
5-1- Test de synergie

I consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d’antibiotique contenant un
inhibiteur de B-lactamases et un disque C3G (ceftriaxone, ceftazidime, et cefotaxime) ou un

monobactam (aztréonam). L’image de synergie dite en bouchon de champagne est

caractéristique de la présence de BLSE.

Selon la technique du (CLSI) de I’antibiogramme, un inoculum est préparé a partir d’une
culture jeune de 18h. La gelose Mueller-Hinton est ensemencée selon la méthode préconisée
par (CLSI), puis deux disques, 1’un contenant 1’association amoxicilline-acide clavulanique et
1‘autre une céphalosporine de troisiéme génération, sont placés cote a cote a 3cm de distance
mesurés centre a centre. Les boites de pétri sont incubées 18 h a 37° C (Sekhri-Arafa, 2011).

La lecture du test de synergie s’avére souvent délicate pour cela des tests complémentaires

doivent étre pratiqués: comme le test du double disque (Test espagnol).
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Figure 5 : image de synergie entre AMC et -lactamine de K.pneumoniae (CAZ, CTX, ATM,
CRO, CFP, IMP).
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Résultats

1- ldentification macroscopique

1-1- Aspect macroscopique des flacons

Le tableau ci-dessous présente 1’orientation présomptive des bactéries responsables de la

bactériémie en fonction de I'aspect du flacon d’hémoculture.

Tableau 7 : aspect macroscopique des flacons.

Signe observe Bactérie en cause
Turbidité Bacilles a Gram négatif aérobies, Staphylocoque, Bactéroide.
Production Bacilles a Gram négatif aérobies anaérobies.
de gaz

1-1- Aspect macroscopique des colonies
Le tableau 7 présente les différents aspects macroscopiques des colonies, aprés 1’incubation
des boites a 37°C pendant 18 a 24 h, certains bacilles a Gram négatif se présentent comme

indiqué sur le tableau :

Tableau 8: les différents aspects macroscopiques des colonies observeées sur les milieux de

culture.

Bactérie Aspect des colonies

Escherichia coli  Colonies grosses séches de taille irréguliéres de diamétre de 2

(E. coli) a 3 mm, de forme circulaire, lisses, a bord régulier, (lactose
positif)
Klebsiella les colonies de type mucoide, elles sont volumineuses de 3 a

pneumoniae 4 mm, brillantes, opaques, rondes, bombées et muqueuses
(K.p) d’une couleur orange ressemblant a des gouttes de miel

(lactose positif).
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Salmonella

Entrobacter

Proteus

Acinetobacer

baumannii

Pseudomonas

aeruginosa

Brucella

Les colonies apparaissent lors de 1’isolement et différent d’un
milieu a une autre :

- Sur Hektoen : Colonies de 2 a 4 mm de diamétre couleur
verte avec ou sans centre noir.

- Milieu SS : les colonies apparaissent incolores (Lactose
négatif) a centre noir (production d’H,S).

Colonies brillantes, opaques, souvent d’aspect assez gras,
legérement bombées et muqueuses de couleur jaune (lactose

positif).

Colonies donnant un aspect de nappe de diameétre de

0,5 a1 mm bleues, translucides avec une odeur désagréable.

colonies de 1 & 2 mm, lisses, a bordure nette, souvent

muqueuses de couleur blanc-jaunatre, (lactose négatif).

colonies de 2 mm de diameétre, mates, de couleur verte
(lactose négatif), possédent une odeur caractéristique (acacia

ou seringa).

petites colonies de 0,5 mm de diamétre, lisses, translucides, a

bord régulier, parfois d’une couleur miel.

(Suite de tableau 8)
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2-identification microscopique
Apres coloration, I’observation sous microscope permet d’obtenir les résultats suivants :

> Enterobacter : bacilles @ Gram négatif.

» E.coli : bacilles droit a Gram négatif.

> Proteus : bacilles a Gram négatif polymorphes pouvant apparaitre en formes trés
courtes.

> Klebsiella pneumoniae : diplobacilles & Gram négatif capsulés, trés polymorphes.

» Salmonella : bacilles a Gram négatif.

» Acinetobacter baumannii : diplobacilles a Gram négatif, a extrémités arrondies avec
des formes coccoides et longues isolées en courtes chainettes, formes filamenteuses
dans les cultures agées.

> Pseudomonas aeruginosa : sont des petits bacilles a Gram négatif, longs et fins a
extrémité effilée, droits, ils apparaissent la plupart du temps isolés ou en diplobacilles.

» Stenotrophomonas : C’est un bacille a Gram négatif assez fin, de longueur moyenne,
polymorphe.

> Brucella: sont de petits coccobacilles a Gram négatif.

3-ldentification Biochimique
3-1-Test de ’oxydase

En fonction du délai d’apparition de la coloration, on a :

- Entérobactéries (oxydase négative).

- Acinetobacter (oxydase négative).

- Pseudomonas aeruginosa (oxydase positive apres 20 a 30 secondes).

- Stenotrophomonas maltophilia (oxydase positive tardivement).

3-2-Galeries biochimiques

L'étude des réactions biochimiques nous permet I’identification des différentes especes.
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Tableau 9 : Identification biochimique des entérobactéries.

Mannitol- o Urée- TSI Clark et
mobilité = Indole Lubs
Milieux =
@D
Q.
4z wn
5 s | 5| <13 20| 5|5
=) S ) o |2 ITIselal =l 2] <
g & @ |® 25|18 g
D
Salmonella + + +/- - - -] o+ - - + )
Citrobacter + + - - + + -+ |-
freundii
E.coli +/- +/- - + - + + |-/+] + -
Klebsiella + - + - - + + + - +
pneumoniae
Enterobacter + + - - - + J+ | o+ ; +
cloacae
Serratia + + - - N VT R T YA e
marcescens
Proteus - ++ H- |+ | H- |+ + -+ ]+ |
Morganella - + ++ + - -+ - - + -
morgani
Providencia +/- + +/- + - -+ -+ |+ -
(+) : Positif. (-) : Négatif.

Page 35




Résultats

4- Répartition globale des hémocultures selon la culture

Dans notre étude 3408 hémocultures ont été réalisées, parmi lesquelles 1073 ont éte
positives (31,48 %) et 2335 ont été négatives (68,52%) (Figure 7).

M Positive
M Négative

Figure 6 : Répartition globale des hémocultures selon la culture n=3408.

5- Répartition globale des souches selon I’agent causal
Les résultats de notre étude indiquent que les bactéries sont responsables des bactériémies
dans 97% (1045) des cas et que les levures sont représentées avec seulement 3% (28)
(figure 8).

3%

M Bactérie
H levure

Figure 7 : Répartition des hémocultures selon 1’agent causal n=1073.
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6- Répartition globale des souches selon le Gram
Les résultats illustrés ci-dessous indiquent une prédominance des bactéries a Gram positif
avec un pourcentage de 51% par rapport aux bactéries & Gram négatif avec 49%.

Tableau 10: Répartition globale des souches isolées selon le Gram n=1045.

Gram Nombre Pourcentage (%)
Positif 533 51
Négatif 512 49

Total 1045 100

7- Répartition globale des hémocultures selon le sexe
Parmi les 1073 souches isolées d’hémocultures positives, 470 (44%) proviennent de femmes
et 603 (56%) d’hommes. On remarque qu’il ya une prédominance de sexe masculin par

rapport au sexe féminin, avec un sexe ratio de 1.28 (Figure 9).

B Hommes

m Femmes

Figure 8 : Répartition des hémocultures selon le sexe n=1073.
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8- Répartition globale des bacilles a Gram négatif selon les groupes

bactériens

La répartition des souches isolées selon les groupes bactériens montre que les
entérobactéries sont les germes les plus incriminés a 61,52% (315), suivies par le groupe
des bacilles non fermentant avec un taux de 33,78% (173), les autres bacilles a Gram négatif

comme les Brucelles avec le taux le plus faible 4,68% (24) (figure 10).

350 +

300 ~

250 A

200 -

150 -

100 -

50 A

0 T T T 1
Y Entérobactéries BNF Brucelle y

Figure 9 : Répartition globale des bacilles a Gram négatif selon les groupes bactériens n=512.

8-1-Répartition des hémocultures en fonction des souches bactériennes
isolées
Le tableau ci-dessous montre la répartition des principales souches bactériennes par ordre

décroissant, Escherichia coli (19.14%), Klebsiella pneumoniae (16.6%), Acinetobacer

baumannii (16.01%) et Pseudomonas aeruginosa (12.69%) (Tableau 11).
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Tableau 11: Répartition des hémocultures en fonction des souches bactériennes n=512.

Souche bactérienne Nombre Pourcentage%o
Escherichia coli 98 19.14
Klebsiella pneumoniae 85 16.6
Acinetobacter baumannii 82 16.01
Pseudomonas aeruginosa 65 12.69
Enterobacter cloacae 30 5.85
Acinetobacer spp 30 5.85
Brucelles 24 4.68
Enterobacter spp 15 2.92
Providencia spp 14 2.73
Proteus mirabilis 11 2.14
Klebsiella oxytoca 10 1.95
Salmonella heidelberg 7 1.36
Enterobacter 7 1.36
Enterobacter faecium 7 1.36
Salmonella mineur 6 1.17
Proteus vulgaris 4 0.78
Salmonella enteritidis 4 0.78
Stenotrophomonas maltophilia 3 0.58
Providencia stuartii ) 0.39
Salmonella spp 2 0.39
Morganella morganii 1 0.19
Morganella sp 1 0.19
Citrobacter freundii 1 0.19
Serratia Marcescens 1 0.19
Enterobacter aerogenes 1 0.19
Proteus penneri 1 0.19
Total 512 100

9-Répartition globale des bacilles a Gram négatif selon le sexe
La répartition globale des bacilles & Gram négatif montre qu’il ya une prédominance du
sexe masculin par rapport au sexe féminin, excepté pour Escherichia coli et Klebsiella

pneumoniae ou les femmes predominent (Tableau 12).
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Tableau 12 : Répartition globale des germes selon le sexe n=512.

Germes Hommes Femmes
Escherichia coli 47 51
Enterobacter cloacae 10 20
Enterobacter spp 12 3
Klebsiella pneumoniae 49 36
Acinetobacter baumannii 47 35
Pseudomonas aeruginosa 41 24
Acinetobacter spp 16 14
Brucelles 21 3
Autres Gram négatif 55 28
TOTAL 298 214

10- Répartition des souches isolées selon le service

La figure ci-dessous montre la répartition des souches selon leur provenance et le service
d’hospitalisation. Parmi 512 souches isolées au niveaux de 19 services, on constate que le
service du centre des brulés enregistre le taux le plus important des souches avec un nombre
de 170, suivi par le centre de transfusion avec 85 souches suivi, par 1’hématologie et la
médecine interne avec des taux respectifs de: 62 et 50 souches .

En revanche la plus basse distribution est enregistrée au service de pédiatrie,

endocrinologie, médecine légale et pneumologie 1 (Figure 11).
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Figure 10 : Répartition des souches selon le service n=512,

11-Reépartition des espéces bactériennes selon le service
Comme indiqueé dans le tableau ci-dessous: Parmi les 98 souches d’E.coli isolées, on constate
qu’il ya une légére domination au niveau du CTX avec un nombre de 36. Parmi les 82
souches d’Acinetobacter baumanii le plus grand nombre (55) provenait du service du centre
des bralés, parmi les 85 souches de Klebseilla pneumoniae isolées le plus grand nombre est
enregistré au niveau du Centre des brQlés également, les 65 souches de Pseudomonas
aeruginosa sont isolées au niveau du centre des brilés et de I’hématologie; et les isolats

restants sont répartis presque dans tous les services (Tableaul3).
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Tableau 13 : Répartition des souches bactériennes selon le service n=512.

&) § v | x| 8 % 2ls|8|s
A ! 0 %) = = = B
Hémato | CB a § = '5 3 s 5 E 3 S
Escherichia coli 20 6 2 2 136 2 30| 98
Klebsiella 11 20 1 2 11211111 3 114] 85
pneumoniae
Acinetobacter 2 55131713511 1 5101 82
baumannii
Pseudomonas 13 31 | 238250/ 65
aeruginosa
Enterobacter 2 11 212 212191 30
cloacae
Acinetobacer spp 3 9 21613 6 | 1] 30
Klebsiella 1 4 1 3 1 0 10
oxytoca
Enterobacter 4 1 1 1 7
faecium
Enterobacter spp 6 1 5 I {2115
Providencia spp 7 5 21 14
Proteus mirabilis 5 1 3 1 1 11
Brucelles - 2 | 24
Autres 11 15 3 3 4 1 4 | 41
Total 62 170 [ 7 130251852614 | 4 | 2366|512

Hémato : Hématologie , CB : Centre des Brilés , RUC : Urgence Chirurgicale , Néo-Nat :
Néonatologie , NRS : Nurserie , CTX : Centre de Transfusion , Gastro: Gastrologie ,
Cardio : Cardiologie , Ortho : Orthopédie , RNM : Réanimation .

La case verte : absence de germe, la case rouge : importante.
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12- Profil de résistance

Dans notre étude 640 antibiogrammes ont été analysés a partir d’un travail de paillasse de

deux mois et de la consultation des registres du 1*" Avril 2016 au 30 Avril 2017.

12-1- Profil globale de résistance des bacilles a Gram négatif

La figure ci-dessous indique que les souches identifiées présentent une résistance de 55% a
I’Amoxicilline et a la Ticarcilline 57%, plus de 56% a la piperacilline, et de 55% a
I’ertapénéme, 36% a la Ciprofloxacine, et 51% a 1’association Sulfamethaxazole+
triméthoprime.

Une excellente activité est enregistrée pour la colistine qui marque 3 % de souches

résistantes (figure 12).
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Figure 11 : profil globale de résistance des bacilles a Gram négatif n=488.
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12-2-Profil de résistance des entérobactéries

Le tableau ci-dessous montre que 58% des souches présentent une resistance élevée a
I’amoxocilline, 54% a la ticarcilline, 50% au ceéfotaxime (marqueur de BLSE), 57% a
I’ertapénéme, 16%0 a I’imipénéme.

Pour les aminosides, 34% de résistance a 1’amikacine. Pour la ciprofloxacine 47% et 49%

a I’association triméthoprime-sulfamethoxazole (Tableau 14).

Tableaul4 : Profil de résistance des entérobactéries n=315.

R+I S
Antibiotiques Break
point Nombre Pourcentage | Nombre | Pourcentage
% %
Amoxicilline 14-16 184 58 131 42
Ticarcilline 15-19 170 54 145 46
Cefotaxime 15-22 158 50 157 50
Ertapenem 19-21 181 57 134 43
Imipenéme 14-15 50 16 265 84
Amikacine 15-17 106 34 209 66
Ciprofloxacine 16-20 149 47 166 53
Trimethoprime- | 11-15 155 49 160 51
Sulfamethoxazole
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12-2-1-Profil de résistance aux antibiotiques des souches d’Escherichia coli
La figure ci-dessous montre une résistance de 37% a I’amoxicilline, et 32 % a la
ticarcilline, et 57% au céfotaxime, 36 % a I’ertapénéme, 28 % a la ciprofloxacine, 44% au
triméthoprime-sulfamethoxazole.
Par contre une résistance nulle a I’imipénéme. En revanche I’amikacine garde une excellente

activité sur les souches d’E.coli avec un taux de résistance de 7% (figure 13).
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Figure 12 : Profil de résistance aux antibiotiques des souches d’Escherichia coli n=98.

12-2-2-Profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae présente une résistance naturelle (chromosomique) a I’amoxicilline
et a la ticarcilline, et peut acquérir des résistances multiples.
Une résistance élevée de 81 % au céfotaxime (marqueur de BLSE), un taux de résistance
de 70% a I’ertapénéme, 60% a la ciprofloxacine et une résistance de 53% vis-a-vis du
triméthoprime-sulfamethoxazole, et une faible résistance de 27% a I’amikacine et une

résistance nulle a I’'imipénéme (figure 14).
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Figure 13 : Profil de résistance de Klebsiella pneumoniae n=85.

12-2-3- Profil de résistance aux antibiotiques d’enterobacter spp

On assiste a des taux de résistance totale concernant enterobacter spp a 1’ertapénéme et au
céfotaxime, et une résistance élevée a 1’amoxicilline, a I’amikacine 91%, 73 % a la
ticarcilline, et 69 % a la ciprofloxacine, et ’association triméthoprime-sulfamethoxazole avec

un taux de 58%, en revanche I’imipénéme reste trés actifs avec une sensibilité totale

(figure 15).
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Figure 14 : Profil de résistance aux antibiotiques des souches d’Enterobacter spp n=15.
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12-2-4- Profil de résistance aux antibiotiques d’Enterobacter cloacae
La figure ci-dessous montre que les Enterobacter cloacae présentent une résistance de
63% a I’amoxocilline, 50% a la ticarcilline et des taux de résistance trés élevés de 94% au
céfotaxime et a I’amikacine, et une résistance totale a 1’ertapénéme, et une faible résistance de
12% a I’imipénéme.
Une résistance de 53% a la ciprofloxacine, 25% a [I’association triméthoprime-

sulfamethoxazole (figure 16).
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Figure 15: Profil de résistance aux antibiotiques d’Enterobacter cloacae n=30.

12-2-5- Profil de résistance aux antibiotiques de Salmonella heidelberg

La figure ci-dessous montre une résistance totale de Salmonella heidelberg a la ticarcilline,
céfotaxime, ertapéneme, imipénéme, ciprofloxacine. Une résistance importante a
I’amoxocilline 46 %, a I’amikacine de 50%.

Une résistance élevée a ’association triméthoprime-sulfamethoxazole de 83% (figure 17).
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Figure 16 : Profil de résistance aux antibiotiques de Salmonella heidelberg n=7.

12-2-6- Profil de résistance aux antibiotiques de Providencia spp
La figure ci-dessous montre une résistance totale a I’amoxicilline et a I’ertapénéme. Une
résistance elevée de 86% a la ticarcilline et 89% au céfotaxime, et une résistance faible de
10% a I’imipénéme. Une résistance de 57% a 1’amikacine, 60% au ciprofloxacine et au

trimethoprime-sulfamethoxazole (figure 18).
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Figure 17 : Profil de résistance aux antibiotiques de Providencia spp n=14.
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12-2-7- Profil de résistance aux antibiotiques de Proteus mirabilis

La figure ci-dessous montre que les Proteus mirabilis présentent une résistance tres élevée
de 94% a I’amoxocilline,77% a la ticarcilline, 82% au céfotaxime, et des taux de résistance
importants de 63% a I’ertapénéme, et une faible résistance de 9% a I’imipénéme .

Une résistance de 46% a I’amikacine, 40% a la ciprofloxacine, 67% a I’association

triméthoprime-sulfamethoxazole (figure 19).
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Figure 18 : Profil de résistance aux antibiotiques de Proteus mirabilis n=11.

12-2-8- Profil de résistance aux antibiotiques de Citrobacter freundii
La seule souche isolée est sensible a tous les antibiotiques sauf a la ciprofloxacine et a

’association triméthoprime-sulfamethoxazole.
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12-2-9 Comparaison des taux de résistance des différentes especes

d’Entérobactéries

La comparaison des taux de résistance au niveau des différentes espéces d’entérobactéries
nous permet d’émettre les remargues suivantes:
La figure ci-dessous indique que les fréquences de résistance les plus élevées sont observées
chez les différentes espéces d’entérobactérie vis-a-vis de la ticarcilline, du céfotaxime et de
I’ertapénéme (figure 20).

Le profil de résistance des salmonelles montre une résistance totale a la ticarciline,
céfotaxime, I’ertapénéme, ciprofloxacine par contre les souches d’Escherichia coli présentent

une résistance moyenne pour ces antibiotiques.

4 )
120%
100%
80%
60%
40%
20%
0%
AMX TIC FOT ERT IMP AK cIp SXT
m Escherichia coli 37% 32% 57% 36% 0% 7% 28% 44%
m Klebsiella pneumoniae | 100% | 100% 81% 70% 0% 27% 60% 53%
m Enterobacter spp 69% 73% 100% | 100% 0% 91% 69% 58%
m Salmonella heidelberg |  46% 100% | 100% | 100% 0% 50% 100% 83%
® Providencia spp 100% 86% 89% 100% 10% 57% 60% 60%
m Proteus mirabilis 94% 77% 82% 63% 9% 46% 40% 67%
N\ V.

Figure 19 : Comparaison des taux de résistance des différentes espéces d’entérobactéries
n=315.
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12-3- Profil de résistance des Bacilles non fermentant

D’une fagon générale pour les Bacilles non fermentant on assiste a des taux de résistance

tres élevés aussi bien pour les béta-lactamines (62%, 67% 71%) que pour les aminosides

(69%, 54%) et également pour les fluoroquinolones (66%).

En revanche les souches restent sensibles a la colistine avec un taux de 9%o de résistance

(Tableau 15).

Tableau 15 : Profil de résistance aux antibiotiques des Bacilles non fermentant n=173.

R+I S
Antibiotiques Break
point Nombre | Pourcentage | Nombre | Pourcentage
% %
Ticarcilline 15-19 108 62 65 38
Piperacilline 18-20 116 67 57 33
Ceftazidime 15-17 122 71 51 29
Imipenéme 14-15 38 22 135 78
Gentamicine 13-14 120 69 53 31
Amikacine 15-17 93 54 80 46
Ciprofloxacine 16-20 115 66 58 34
trimethoprime- | 11-15 92 53 81 47
Sulfamethaxazole

Colistine 13-14 15 9 158 91
chloramphénicol | 13-17 90 52 83 48
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12-3-1- Profil de résistance aux antibiotiques des souches Acinetobacter

baumannii

La figure ci-dessous indique une résistance trés élevée d’Acinetobacter baumannii a la

ticarcilline et la piperacilline de 97%, la céftazidime et la ciprofloxacine avec 94%, le

chloramphénicol de 93%, la gentamicine de 92%, et 91% a I’amikacine et aussi a

I’association triméthoprime-sulfamethaxazole de 83%.

En revanche 1’imipéneme représente un taux de sensibilité élevée de 80%o.

On note que la colistine est I’antibiotique le plus actif avec une sensibilité¢ élevée du germe

de 95% (figure 21).
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Figure 20 : Profil de résistance aux antibiotiques des souches Acinetobacter baumanii n= 82.

12-3-2- Profil de résistance aux antibiotiques des souches de Pseudomonas

aeruginosa

La figure ci-dessous montre que la plupart des souches manifestent presque le méme taux

de résistance: 59%o pour la ticarcilline, et la céftazidime avec un taux de 48%, la gentamicine

est de 50%o, et pour la ciprofloxacine, la piperacilline et I’imipénéme représentent des taux

respectifs: 53%, 57% et 20%, alors que I’amikacine représente le taux le plus élevé de

résistance a 63%o.
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En revanche les souches representent une sensibilité importante a la colistine avec un taux de

78%, et aussi a I’'imipéneme de 80% (figure 22).
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Figure 21 : Profil de résistance aux antibiotiques des souches Pseudomonas aeruginosa
n= 65.

12-3-3-Profil de résistance aux antibiotiques des souches Acinetobacter spp

Les souches identifiées présentent une résistance élevée a la céftazidime de 95%, et a
I’amikacine avec un taux de 94%o et pour la ciprofloxacine de 93%. Et une résistance totale
a la piperacilline. Une résistance de 89% a la ticarcilline, et 1’association triméthoprime—
sulfamethaxazole avec 88%o et aussi 30% au chloramphénicol.

Mais la colistine reste 1’antibiotique de choix avec une sensibilité totale (figure 23).
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Figure 22 : Profil de résistance aux antibiotiques des souches Acinetobacter spp n= 30.

12-3-4- Comparaison des taux de résistance des différentes espéces des
bacilles non fermentant

La comparaison des taux de résistance au niveau des différentes espéces des bacilles non
fermentant (BNF) nous permet d’émettre les remarques suivantes :

La figure ci-dessous indique que les fréquences de résistance les plus élevées sont
observées chez les différentes espéces de BNF vis-a-vis de la piperacilline, I’amikacine et la
ticarcilline.

Les BNF isolés enregistrent des taux de résistance plus importants pour la gentamicine,
en revanche une résistance intermédiaire pour 1’amikacine et la ciprofloxacine.

On peut dire d’une fagon générale les Acinetobacter baumannii et Acinetobacter spp sont les
germes les plus résistants aux différents antibiotiques, par contre Pseudomonas aeruginosa
présente une résistance moyenne (figure 24).
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4 )
120%
100%
80%
60%
40%
20%
0%
TIC | PIP | CAZ| IMP | GM | AK | CIP | SXT | CO C
m Acinetobacter baumannii | 97% | 97% | 94% | 20% | 92% | 91% | 94% | 83% | 5% | 93%
m Psedomonas aeruginosa | 59% | 57% | 48% | 20% | 50% | 63% | 53% | 44% | 22% | 42%
m Acinetobacter spp 89% | 100% | 95% | 30% | 82% | 94% | 93% | 88% | 0% | 30%
N\ V.

Figure 23 : Comparaison des taux de résistance des différentes espéces des Bacilles non

fermentant n=173.

13- La répartition globale des BLSE selon les especes
Le tableau ci-dessous montre la répartition des BLSE selon les especes, qui sont par ordre
décroissant: klebsiella pneumoniae (43%), Escherichia coli (35%), et Enterobacter spp

(9%), Proteus mirabilis (5%) et Acinetobacter baumannii (1%) (Tableau 16).
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Tableaul6: La répartition globale des BLSE selon les especes n=158.

Espéces Nombres des BLSE BLSE (%)
Klebsiella pneumoniae 68 43
Escherichia coli 55 35
Enterobacter spp 15 9
Proteus mirabilis 9 5
Salmonella heidelberg 7 4
Salmonella spp 1 1
Providencia stuartii 1 1
Acinetobacter 1 1
baumannii

Proteus vulgaris 1 1

Total 158 100
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13-1- Profil de résistance des souches de BLSE

La figure ci-dessous montre le taux de résistance totale des BLSE a la ticarcilline et un taux
de 87% a I’amoxicilline, le taux de résistance au Céfotaxime est de 97%o, et des résistances
associees a la ciprofloxacine avec un taux de 62%, [I’association triméthoprime-

sulfamethaxazole de 58% et a I’ertapénéme avec un taux de résistance élevée de 95%

(figure 25).
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Figure 24 : Profil de résistance des souches BLSE n=158.

13-1-1- Profil de résistance des souches E.coli BLSE

La figure ci-dessous montre la résistance totale des E.coli BLSE a I’amoxicilline et au
Céfotaxime et un taux de résistance de 80% a la Ticarcilline.

Et des résistances associées a I’ertapénéme (95%0) et & la Ciprofloxacime avec un taux de
33%, I’association triméthoprime-sulfamethaxazole présente un taux de résistance de 78%, et
a I'imipénéme (21%) (Figure 26).
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Figure 25 : Profil de résistance des souches E. coli BLSE n=55.

13-1-2- Profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae BLSE

La figure ci-dessous montre une résistance totale a I’amoxicilline et a la ticarcilline et une
résistance vis-a-vis du céfotaxime avec 97%, et des résistances associées a 1’ertapénéme
avec 94%, et une résistance de 76% a la ciprofloxacine et de 45% a 1’association
triméthoprime- Sulfamethaxazole.

En revanche une résistance moins importante est notée pour 1’imipénéme avec 21% et

I’amikacine avec 27% (figure 27).
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Figure 26: Profil de résistance aux antibiotiques des souches de

Klebsiella pneumoniae BLSE n=68.
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Discussion

Les bactériémies sont des affections graves, responsables d’une morbidité et d’une
mortalité significatives a travers le monde. Il s’agit d’une urgence diagnostique et
thérapeutique et le meilleur moyen de diagnostic repose sur la réalisation des hémocultures
(Karlowky et al., 2004).

Dans notre étude rétrospective qui a été réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie
du centre hospitalier universitaire C.H.U BENBADIS de Constantine, sur une période d’une
année (avril 2016 — avril 2017) en plus de notre travail de paillasse de deux mois (1 mars —
30 avril 2017), sur un total correspondant a 3408 hémocultures, le taux de positivité
enregistré est de 1073 ce qui correspond a 31%. Ce taux est élevé par rapport a ceux de
I’étude qui a été faite & 1’Hopital Général de Douala (’HGD) au Cameroun sur une période
de six ans (2006 —2011) par Okalla Ebongue ; sur 2334 cas le taux de positivité des
hémocultures a I’HGD était de 12,8 % seulement (Okalla Ebongue et al., 2004).

Ce nombre reste élevé par rapport a une autre étude qui a été faite entre janvier 2008 et juin
2009 au niveau du laboratoire de Microbiologie du CHU Mohammed VI de Marrakech au
Maroc, 740 hémocultures ont été analysées, le taux de positivité était de 19,7% seulement
(Soraa et al., 2011). De méme, Un taux de positivité également inférieur avait été retrouvé
par Séko koné au Mali et qui enregistre sur un total de 21923 cas un taux de 19%

d’hémocultures positive (Séko kone, 2009).

Lorsque les indications des hémocultures sont bien posées, et les prélevements effectués
lors des pics fébriles chez des malades n’ayant pas encore pris des antibiotiques, le taux de
positivité augmente ; Ces variations peuvent étre liées a I’hétérogénéité des différents services

de I’hopital et des indications posées pour le prélévement d’une hémoculture.

Dans notre étude le taux des hémocultures négatives enregistré est de 69 %, ce taux est
a peu pres similaire a celui de Moudjongue Omock qui en 2014 en Mali au laboratoire
Rodolphe Meérieux de Bamako a obtenu un taux de 71% d’hémocultures négatives
(Moudjongue Omock, 2014).
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Nos résultats sont proches de ceux d’El bouderkaoui au Maroc et qui enregistre 64%
d’hémocultures négatives (El bouderkaoui, 2015). Cependant, notre taux est inférieur a
celui de 86 % rapporté au C.H.N.S.S. de Bobo-Dioulasso en Burkina-Faso durant I’année
2002 par Lankoande (Lankoande, 2002).

Dans notre étude la bactériémie est due principalement aux bactéries (97%) et rarement aux
levures (3%). Cette observation est confirmée par plusieurs études, comme celle de Salou et
al en (2014) et de Baudat et al en 2005, de Séko Koné en 2009 rapportant des taux proches:
1%, 6%, 0.1% concernant les levures.

Nos résultats sont proches de ceux de Benzriouil au Maroc et qui a montré les mémes
observations et noter que les levures ne présentent que 2.6% et de légere différence observé
dans une autre étude (2 %) en Suisse entre 1980 et 1989 (Benzriouil, 2010)

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux obtenus par Eloy et al en 2004 rapportant
une fréquence de 2.3%, ils sont similaires a celles trouvées dans d’autres pays d’Europe
comme la Grece : 3 %, I’Espagne 4 %, mais restent bas en Allemagne ou ils se situent a 9%
(Eloy et al., 2006).

Le profil bactériologique dans notre étude était marqué par une légere prédominance des
coccis a Gram positif qui représentaient (51 %) par rapport aux bactéries a Gram négatif
(49%), avec notamment les bacilles a Gram négatif non fermentaires (33.78 %), et en
premiere place les entérobactéries (61.52 %) ; en dernier les autres bacilles a Gram négatif
comme les Brucelles avec un pourcentage de 4,68% de 1’ensemble des isolats.

Ce résultat est proche de celui de 1’é¢tude conduite par Archibald, qui avait rapporté une

prédominance des bactéries a Gram positif (64 %) (Archibald et al., 2006)

En outre aux Etats unis les coccis a Gram positif sont également les germes les plus

retrouves avec 64% contre 27% pour les Gram négatif (Bourneton et al., 2010).

Selon Parakash et al d’Oman et Elmaatoui et al au Maroc, la prédominance est enregistrée
pour les Gram positif avec des taux qui sont respectivement : 57,8%, 60,34% et des taux de
Gram négatif de 42,2%, 24,14% (Elmaatauoi, 2009 ; Parakash, 2014).
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Alors qu’au Maroc durant une période d’étude d’une année 2009-2010 réalisée dans
I’Hoépital Ibn Sina le profil bactériologique était marquée par une nette prédominance des
bactéries a Gram neégatif (59.63%) par rapport aux bactéries a Gram positif (39.13 %)
(EIl mouali, 2012).

Une autre étude rétrospective de six années au Burkina-Faso réalisée par Lankoande indique
que les bactériémies a Gram négatif sont de 84.7% contre 15.3% pour les Gram positif
(lankonade 2002).

Nos résultats different de ceux de Okalla Ebongue au Cameroun qui avait rapporté une
prédominance des bactéries a Gram négatif (76%) contre les coccis a Gram positif 24%
(Okalla Ebongue et al., 2004).

Les bactéries a Gram positif ont été plus souvent isolées que les bactéries a Gram négatif,
ce changement d'épidémiologie est expliqué par l'utilisation de plus en plus fréquente de
biomatériaux et par I'amélioration des régimes antibiotiques dirigés vers les Gram négatif,
notamment chez les patients oncologiques et de soins intensifs, ainsi que par I'augmentation
du nombre global d'hémocultures effectuées (on augmente ainsi le nombre d'hémocultures

contaminées) (Baudat et al., 2005).

En effet les entérobactéries sont dominées dans notre étude par Escherichia coli avec une
fréquence de 19.1 %, suivie par Klebsiella pneumoniae (16.6 %), Enterobacter cloacae
(5.8 %), ce ci differe de ceux de I’étude de Berrezzouk au Maroc (23.03% pour E.coli et
10.91% pour K. pneumonie ) (Berrezzouk, 2008); Dans le rapport de surveillance des
bactériemies 2008 de C.CLIN Quest , Klebsiella pneumoniae vient au second rang (2,9 %)

apres Escherichia coli (30,3 %), suivie par Enterobacter (1,9 %).

Par ailleurs dans nos résultats Acinetobacer baumannii (16.01%) et Pseudomonas
aeruginosa (12.69%) sont représentés avec des taux supérieurs a ceux retrouvés dans une
étude francaise ou A.baumannii et P.aeruginosa ne représentaient respectivement que 1,7 et
12,1 % (EI mouali, 2012).

D’autre part, notre étude révele une prédominance des bactériémies chez les patients de

sexe masculin, tous services confondus, avec un ratio a 1.28. Nos résultats sont proches de
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ceux de I’é¢tude conduite par EI mouali, qui rapporte une sex-ratio de 1,25 homme pour une
femme (El mouali, 2012).

Ce résultat est conforme a ceux de la majorité des auteurs comme : des études au Burkina-
Faso, en Europe, au Maroc, qui enregistrent des taux proches et qui sont respectivement de:
1,16%, 1,17% et 1,22% (Lankoande, 2002 ; Michich, 2002 ; Diop, 2004 ; Jarno et
Travenard, 2010).

Nous pensons que le sexe masculin est plus exposé aux infections du fait de la plus grande

mobilité des individus qui en sont porteurs.

Ces fréquences peuvent étre expliquées comme suit :

e En immunologie expérimentale, il faut une moindre quantité d’antigénes chez la
femelle pour susciter la synthése d’anticorps et la demi-vie plasmatique de ceux-ci est
plus longue que chez le méle.

e Les taux sériques d’anticorps naturels et immuns sont plus ¢élevés chez la femme que
chez I’homme, en particulier le taux sérique d’lg M ; or c’est le premier anticorps
synthétisé en réponse a une simulation antigenique.

e En outre, le nombre de granulocytes circulants est plus élevé chez la femme que chez
I’homme a I’age adulte.

e Ces différences de 'immunité humorale existent dés la naissance et sont renforcées

apres la puberté par les cestrogenes. http://microcsb.net/IMG/pdf/DISCUSSION-2.pdf

Notre étude a montré que les services qui ont le plus fort pourcentage de positivité des
hémocultures sont ceux du centre des brulés avec un pourcentage de 33.2%, suivi par le
centre de transfusion avec 16.6% suivi par I’nématologie et la médecine interne par des taux
respectifs de : 12.1% et 9.7% souches. Le taux le plus faible est enregistré au service de

pédiatrie et aussi a la pneumologie (0.19%).
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Par rapport a I’¢tude reéalisée par Lankoande est indiqué un taux élevé de 23% dans la
pediatrie et de 6,3 % a la pneumologie (Lankoande, 2002). Par contre Berrezzouk a
observé un taux proche du notre de 2% (Berrezzouk, 2008). EI mouali a cité des taux

différents de nos résultats de 20% dans le service de pédiatrie (El mouali, 2012).

Une autre étude a été faite entre (2006-2011) a I’Hopital Général de Douala sur un total de
2334 hémocultures prélevées chez les malades hospitalisés. Parmi ces prélévements: 49,7%
provenaient du service de pédiatrie, et 22,4 % du service de médecine interne. Ces résultats
sont supérieurs aux notre (Okalla Ebongue et al., 2014).

Tous ces résultats sont disparates d'une étude a l'autre. Ces Différences peuvent étre
expliquées par la différence de recrutement dans les structures, les retards a I'acheminement
des prélevements mais aussi et surtout par l'utilisation abusive des antibiotiques en

automédication (Lankoande, 2002).

Dans notre étude les germes les plus isolés dans les différents services sont : Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae et aussi Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa.
Cette observation confirmée par Lankoande qui trouve aussi que le germe le plus

fréguemment isolé est I’Escherichia coli.

la répartition des souches dans les services montre une domination des germes observés au
niveau des services: centre de transfusion, et du centre des brdlés, son taux élevé justifié
par Petit pierre et al dans leur livre : « une septicémie se développe chez 90% des brilures

infectées, si I’étendue est supérieure a 20% » (Petit pierre et al., 2002).

Dans notre étude les germes isolés au niveau du centre des brdlés sont : Acinetobacter
bumanii qui occupe le premier rang avec un effectif de 55 suivis par pseudomonas
aeruginosa par un nombre de 33 ensuite Klebsiella pneumoniae par 20 isolats. On note aussi

un nombre élevé de 37 d’E.coli au niveau du service de centre de transfusion.
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Deux études au Québec présentent des résultats similaires, une étude de 2013 révele que
E.coli sont les plus dominants et d’autres études démontrent que la famille des entérobactéries

est la plus dominante (Fortin, 2013).

Une autre étude a tiré des conclusions concernant la fréquence remarquable d’Acinetobecter
baumannii au niveau du centre des brdlés et qui revient a sa capacité d’acquérir et

d’accumuler les facteurs de résistance et de son caractére opportuniste (Elouennass et al.,

2004).

Concernant le profil de résistance, I’évolution de la sensibilité bactérienne se caractérise par
I’apparition plus ou moins rapide de nouveaux facteurs de résistance. Plusieurs études
nationales américaines (SCOPE, ICAPE, NNIS) et européennes se sont intéressees a ce sujet.
Nous avons entrepris ce travail pour définir le profil bactériologique des bactériémies et
déterminer le niveau et I’évolution de la résistance aux antibiotiques des principaux germes €n

cause.

Pour la résistance des Bacilles a Gram négatif, les souches isolées dans notre étude
présentent un taux de 55% a I’amoxicilline et a la ticarcilline, 56% a la piperacilline et 55% a
I’ertapénéme, 36% a la ciprofloxacine et une résistance faible a I’'imipénéme de 26%. Nous
remarquons aussi que la colistine reste 1’antibiotique de choix avec un taux de 3%.

Et pour la résistance des entérobactéries, notre étude a montré des taux de résistance
important pour I’amoxicilline, la ticarcilline avec des taux respectifs de 58% et 54%. Ces
résultats sont différents de ceux de Berezzouk au Maroc, en 2008 a montré que les
entérobactéries présentent de forts taux de résistance a I’amoxicilline (94,5%), cette résistance
est liée a la production de pénicillinases acquises ou de [B-lactamases chromosomiques

naturelles (Berrezzouk, 2008).

Les entérobactéries présentaient un taux de résistance aux céphalosporines de troisieme
géneration (50 %), résultat supérieur a ceux (42,6 %) observés au Maroc (Elouennass, 2008).
Dans une étude faite au Tunisie, Saidani et al retrouvent la présence des entérobactéries
résistantes aux cephalosporines de troisieme génération dans 1’ensemble des services (29%),
associée a la résistance aux aminosides et aux fluoroquinolones (Saidani et al., 2006). Aussi

notre étude révele néanmoins que I’imipenéme reste actif.
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Pour Escherichia coli, les taux de résistance, de notre étude a 1‘amoxicilline est de 37 % et
a la ticarcilline est de 32 %, et qui sont inférieurs a ceux des données de la littérature
respectivement (50 %, 41 %) (Moumile et al., 2004).

Pour la ciprofloxacine, le taux de résistance est de 28 % dans notre étude, ce taux est élevé
par rapport a ce qui a été observé dans les autres études (9 %, 2,7 %, 11,8 %, respectivement)
(Velasco et al., 2003; Moumile et al., 2004; Mallat et al., 2004).

Nous remarquons que les souches d’Escherichia coli identifiées dans notre étude sont
apparues trés sensibles a I’amikacine (93%), I’imipénéme (100%) et a I’ertapénéme 64%, et

moyennement sensible au triméthoprime-sulfamethoxazole 56%, et 43% au céfotaxime.

Ces résultats sont superposables a ceux de Ben Hamed et al qui ont trouvé a Sfax en Tunisie
pres de 90% de sensibilit¢ a I’amikacine. En outre, selon des résultats basés sur les
pourcentages de résistance des bactéries aux antibiotiques au laboratoire de microbiologie du
CHU en 2014 ont également noté une sensibilité élevée a la ciprofloxacine (73%),
I’imipénéme avec un pourcentage de 99% et la genatmicine de 82%.

Sow et al ont également noté au C.H.U de Fan a Dakar une sensibilité élevée aux

fluoroquinolones avec 90% d’inhibition des souches.

Dans notre étude, nous avons noté un profil de résistance naturelle des souches isolées de
Klebsiella pneumoniae a I’amoxicilline et a la ticarcilline 100% résistants, Une résistance
élevée de 81 % au céfotaxime (marqueur de BLSE), Ces résultats sont proches de ceux
retrouvés au laboratoire du CHU en 2014 qui ont montré une résistance naturelle a

I’amoxicilline et a la ticarcilline et un taux de résistance de 50% au la céfotaxime.

Notre résultat a montré, environ 73% de sensibilité observée pour I’amikacine et 100% pour
I’imipénéme, alors que D’ertapénéme, la ciprofloxacine et 1’association Thrimétoprime +
Sulfaméthoxazole sont inactifs avec respectivement un taux de résistance de 70%, 60% et
53%.

Ces résultats sont differents de ceux de Lankonade en 2002 qui rapportent plus de 90% de
sensibilité pour la ciprofloxacine et I’amikacine (Lankonade, 2002).

Selon Ben Hamed et al a Sfax en Tunisie ont trouvés une sensibilité pres de 95% pour

I’amikacine a été notée.
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Pour la résistance des Bacilles non fermentant, les souches isolées dans notre étude
présentent un taux de 62% a la ticarcilline, 70% a la céftazidime et une résistance faible a
I’imipénéme de 23%. Nous remarquons aussi que les souches isolées dans notre étude sont
apparues résistantes avec un taux de 69% pour la gentamicine et I’amikacine avec un
pourcentage de 54%. Ce taux est élevé par rapport aux données de la littérature surtout celles
d’Elouennass et al en 2004 avec un pourcentage de résistance a I’amikacine de 22,10% et a la
gentamicine de 36,5%. Par contre ces Bacilles restent sensibles vis-a-vis I’amikacine dans
d’autres études (Berrezzouk, 2008; Ben haj khalifa et Khedher, 2010).

Les souches de Pseudomonas aeruginosa isolées se sont révélées résistantes aux principaux
antibiotiques utilisés comme la ticarcilline avec un taux de 59%, par ailleurs la céftazidime et
I’imipénéme représentent des taux respectifs de 48%, et 20%. Alors que des résultats basés
sur les pourcentages de résistance des bactéries aux antibiotiques au laboratoire de
microbiologie du CHU Constantine en 2014 présentent un taux de résistance de 25.7% a la

céftazidime. Par ailleurs Diop rapporte une sensibilité totale a la céftazidime (Diop, 2001).

Comparativement a ce qui a été décrit dans la littérature, 1’incidence de résistance de
souches de P. aeruginosa a I’imipénéme se situe parmi les plus faibles a un taux de 9,09%. La
résistance de P. aeruginosa aux béta-lactamines est variable d’un pays a ’autre. Cette
variabilité peut étre expliquée par le fait que les bactériémies a P. aeruginosa sont le plus
souvent d’origine endogene (Berrezzouk, 2008).

L’activité des fluoroquinolones sur P. aeruginosa est tres variable selon les études ; dans
notre étude le taux de résistance a la ciprofloxacine est de 53%. Ce taux est trés élevé par
rapport aux résultats des autres études comme: Diop (20%) et Berrezzouk (27%) et aussi El
mouali (22%) (Diop, 2001; Berrezzouk, 2008; EI mouali, 2012).

Dans notre étude le taux de sensibilité des germes de Pseudomonas aeruginosa a la colistine
est élevé (78%). Ces résultats sont proches de ceux de Diop (60%) et Berrezzouk (81,82%)
qui arrivent a la méme conclusion pour cet antibiotique (Diop, 2001; Berrezzouk, 2008).

Dans les bactériémies a Pseudomonas ou le pronostic vital est en danger, il est préférable

d’utiliser la colistine car aucune résistance n’est détectée (El mouali, 2012).
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Dans notre étude, I’amikacine enregistre un taux de sensibilité de 37%, par contre Dia
déclare dans son étude que les souches sensibles ont un taux de 93%, alors que Berrezzouk

en 2008 a retrouvé un taux de sensibilité totale a cette molécule sur le germe.

La gentamicine présente un taux de résistance de 50% sur Pseudomonas aeruginosa dans
notre étude, ce taux de résistance est proche de celui observé par Philippon et al, qui
rapportent un résultat de l'ordre de 30 a 40%. En outre, des résultats basés sur les
pourcentages de résistance des bactéries aux antibiotiques au laboratoire de microbiologie du
CHU en 2014 restent supérieurs a nos résultats avec un taux de73%.

Concernant le profil de résistance d’Acinetobacter baumannii, on a noté que les germes
sont résistants a la gentamicine avec un taux tres élevé de 92%, en revanche la colistine garde
une bonne efficacité comparativement a d’autres antibiotiques. Dans une étude faite au
Maroc, Berrezouk a retrouvé des résultats proches des notre: une résistance totale a la

gentamicine et une résistance de 83% a la colistine.

On note que I’imipénéme représente un taux de sensibilité de 80%. Alors que dans une autre
étude au Maroc, I’imipénéme n’a pas gardé une bonne efficacité, comparativement avec
d’autres régions dont le taux de résistance ne dépasse pas les 10%, ceci a été due a
I’utilisation massive de cette molécule. La résistance des bacilles a Gram négatif non
fermentant aux béta lactamines, notamment d’A.baumannii, pose un probléme épidémique au

niveau des centres hospitaliers universitaires au Maroc (ElI mouali, 2012).

La capacité de ces especes a persister et a résister au niveau de I’environnement hospitalier
et leur capacité a cumuler des facteurs de résistance aboutissant rapidement a une impasse

therapeutique expliquent les taux de résistance constatés (Tam et al., 2010).

Pour la ciprofloxacine, le taux de la résistance a été de 94% avec une sensibilité faible
de 6%, cette molécule est devenue presque inactive contre Acinetobacter baumannii ces
derniéres années. Des taux similaires étaient rapportés dans d’autres pays en voie de
développement, notamment en Amérique latine en revanche dans les pays développés, ce taux
ne dépasse pas 25 % (Fluit et al., 2000).

Discussion Page 68



Discussion

Les EBLSE sont diversement distribuées selon les continents et a I’intérieur d’un méme
continent, selon les zones géographiques (Shah et al., 2004). Elles sont de plus en plus
impliquées dans les infections tant communautaires que nosocomiales et constituent un réel

probléme de santé publique.

La production des BLSE chez nos souches est de 32%. Selon le réseau national de
surveillance des bactéries résistantes en Algeérie, en 2009, la production de BLSE était de
22,02% dans 16 laboratoires (Benslimani, 2009).

Les BLSE étaient essentiellement Klebsiella pneumoniae (43%), E coli (55%), puis
Enterobacter spp (9%), proteus mirabilis avec un pourcentage de (6%), Salmonella
heidelberg (4%). Ces résultats sont proches de celle de Medboua a été retrouvée un
pourcentage de 39% pour Klebsiella pneumoniae et proteus mirabilis avec 4% (Medboua,
2011). Selon une étude menée dans un hopital universitaire Tunisien K pneumoniae
représentait 94,9% de 1’ensemble des Klebsielles (Ben HajKhalifa et Khedher, 2010).

Dans nos résultats les BLSE présentent un taux de résistance totale a la ticarcilline et un

taux de 87% a I’amoxicilline, le taux de résistance au céfotaxime est de 97%.

Pour les autres résistances associées aux B-lactamines, on retrouve la ciprofloxacine qui
montre un taux de 62%. Touati et al en 2006 ont rapportés un taux de 0%. Cependant
plusieurs auteurs ont rapporté des taux de résistance variables a cette molécule : 55% de
souches BLSE sont résistantes a la ciprofloxacine dans 1’étude rapportée par Eisner et al.
(Eisner et al., 2006), et 80% rapportés par Goossens et Grabein (Goossens et Grabein,
2005).

La résistance aux aminosides observée dans notre étude est faible. Pour 1’amikacine, on
note 25% de résistance. Des taux de76% de résistance aux aminosides sont rapportés par
Touati et al 2006. L’association de la résistance de ces molécules a été signalée par de
nombreux auteurs (Lemort et al., 2006).

Et pour I’association triméthoprime-sulfamethaxazole, on trouve un taux de résistance de
58%. Selon Qachaou en 2011 a enregistré un taux de 81% pour 1’association triméthoprime-

sulfamethaxazole (Qachaou, 2011).
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Pour prévenir la dissémination des entérobactéries productrices de BLSE, il faut:
- Lutter contre la transmission des bacteries resistantes a des sujets qui ne les hébergeaient pas
(prévention par le respect des mesures d’hygiene).
- Lutter contre la diffusion amplifiée par I'usage des antibiotiques : «pression de sélection »,
action sur les flores endogeénes (tube digestif...) et expositions individuelle et collective
(Salam, 2014)

L’augmentation de la résistance aux antibiotiques se traduit dans la pratique hospitaliere par
une augmentation de la morbidité et parfois de la mortalité (Harbarth, 2001; Cosgrove et al.,
2003) ainsi que des codts élevés d’hospitalisation (Cosgrove et al., 2002; Cosgrove et
Carmeli, 2003).

Pour le clinicien, la connaissance des especes bactériennes les plus fréquemment rencontrées
dans une pathologie et de leur sensibilité aux principaux antibiotiques est essentielle pour
initier un traitement efficace, cela est particulierement vrai pour les infections graves et en
particulier les bactériémies. Dans ce cas, 1’antibiothérapie probabiliste doit étre d’emblée

adapteée car elle conditionne le pronostic de la maladie (Berrezzouk, 2008).
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Les bactériémies sont des affections fréquentes en milieu hospitalier et leur évolution est
généralement défavorable en 1’absence d’un traitement antibiotique efficace.
Leur diagnostic doit étre rapide et précis, I’hémoculture est I’outil puissant qui permet de
poser ce diagnostic, mais comme pour la plupart des examens microbiologiques, son
interprétation est parfois difficile. Le clinicien doit intégrer de nombreux parametres dans son
analyse pour appréhender correctement la signification, le pronostic et la meilleure approche

thérapeutique d’une hémoculture positive.

Une bonne connaissance de ces parametres, et plus particulierement de la microbiologie et
de I’épidémiologie des bactériémies, lui sera également utile pour faire un choix
d’antibiothérapie empirique lorsque le diagnostic d’infection bactérienne systémique sera

soupgonné

La connaissance de 1’écologie bactérienne et la surveillance de la résistance aux
antibiotiques sont nécessaires pour guider le choix judicieux des antibiotiques dans notre
environnement. La justesse de la prescription, le respect des conditions de prélevement des
hémocultures et un renforcement des mesures d’hygiéne en milieu hospitalier sont a

promouvoir pour une meilleure pratique des hémocultures.

Au terme de notre étude, les observations suivantes peuvent étre faites :
- Sur le plan épidémiologique le taux de positivité des hémocultures est relativement

supérieur aux données de la littérature.

- Le diagnostic étiologique de cette infection nous a permis d’identifier les principaux germes
en cause : les Gram négatif dont les Entérobactéries sont majoritaires, suivis par les bacilles a

Gram négatif non fermentaires, et dans une moindre mesure les brucelles.

Les Gram négatif sont representés principalement par les Entérobactéries dont les plus isolees
sont Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Enterobacter spp. Et les
bacilles a Gram négatif non fermentaires sont représentés par Acinetobacter baumannii,

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp.

- sur le plan de la sensibilité des germes aux antibiotiques : les Entérobactéries isolées

présentent une résistance élevée a I’amoxiciline et une sensibilité assez élevée vis-a-vis
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I’imipenéme et I’amikacine; en ce qui concerne les bacilles & Gram négatif non fermentaires,
la colistine est I’antibiotique de 1" choix dans le traitement.

Par ailleurs le taux des BLSE est assez élevée, les souches les plus concernée sont :

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae suivis par Enterobacter spp et proteus mirabilis.

L’¢écologie bactérienne au C.H.U de Constantine présente une diversité bactérienne, avec des
taux ¢€levés de résistance aux principales familles d’antibiotiques. Ce travail devrait permettre
d’adapter 1’antibiothérapie probabiliste des bactériémies, et de mettre en place une stratégie
de contréle du développement et de la diffusion des bactéries multi résistantes. Un

renforcement des mesures d’hygiéne en milieu hospitalier pourrait permettre de réduire les
bactériémies a germes multi résistants.
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Annexe 1 : Bact-Alert3D:

Le BacT/ALERT 3D est un appareil de détection des hémocultures positives.

I1 est composé d’une chambre d’incubation, d’un moniteur, d’un clavier, d’une

imprimante, d’un lecteur de code-barres, d’un onduleur et d’une souris.

La chambre d’incubation est subdivisée en deux tiroirs ayant chacun une capacité de 60

flacons de culture.

Annexe 2: Milieux de cultures.
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Annexes 3: Coloration de Gram

eRéaliser un frottis ou un étalement.

eFixer la préparation a la flamme sans dépasser 50-60° (brievement supportable a la main), ce
qui la sécher puis laisser refroidir la lame.

eImmerger (ou inonder) la lame dans une solution de Cristal Violet pendant 1 mn.

eLaver a I’cau en transvasant la lame ou sous le robinet.

elmmerger les la lame dans du Lugol pendant 1mn.

eLaver a nouveau a 1’cau.

eDécolorer jusqu’a disparition de la couleur violette dans 1’alcool en faisant couler goutte a
goutte sur la lame inclinée ou en immergent la lame pendant une dizaine secondes dans le
décolorant.

eLaver a I’eau.

eContre colorer avec la solution de

Safranine diluée ou de fuchsine diluée pendant

20 & 30 secondes.

eLaver a I’eau et sécher a I’air ou en chauffant vers 50°. La lame doit étre parfaitement
sécher.

eObserver a I’objectif x 100, en immersion avec de I’huile a immersion.



Annexe 4: aspect des milieux utilisés pour I’identification par galerie biochimique classique

Milieux Aspect avant Aspect positif apres

ensemencement ensemencement

s
1
i

T.S.1

Citrate de Simmons

Mannitol mobilité

Urée-indole

Clark et Lubs




Annexe 5: Break-points des antibiotiques selon le CLSI

Antibiotiques Break-point
Amx/Amp 14-16
Amx+ac.clav 15-20
Ticarcilline 15-19
Tic+ac-clav 15-19
Pipéracilline 18-20
Pip/tazobactam 18-20
Imipénéme 14-15
Céfazoline 15-17
Céfoxitine 15-17
Céfotaxime 15-22
Ceftazidime 15-17
Céfotétan 15-17
Aztréonam 16-21
Cefépime 15-17
Tobramycine 13-14
Amikacine 15-17
Gentamicine 13-14
Kanamicyne 14-17
Isépamycine 15-17
Triméthoprime- Sulfaméthaxazole 11-15
Ac-nalidixique 14-18
Pefloxacine 13-15
Ciprofloxacine 16-20
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