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Introduction

INTRODUCTION

Les infections des sites opératoires (ISO) occupent la deuxiéme position des infections
nosocomiales (20 %) aprés les infections du tractus urinaires (30 %) (E-Pilly, 2008).
Staphylococcus aureus est le germe le plus isolé de ses ISO et les souches résistantes a la
meticilline (SARM) représentent un défi majeur de santé publiqgue dans de nombreux
établissements de soins a travers le monde (Francois, D. et al., 2007, Struelens, MJ. et al.,
2000). Ces SARM font partie des indicateurs de surveillance des infections nosocomiales
mais ne permettent pas selon certains auteurs, de classer les hopitaux en fonction de leur
niveau d’hygiéne (Natacha, V. et al., 2011). La situation de ces ISO est de plus en plus
critique avec 1’augmentation des résistances des bactéries aux antibiotiques et de leur

dissémination.

Ces résistances sont dues a la pression des antibiotiques suite aux prescriptions
irrationnelles lors des traitements probabilistes en milieu hospitalier et a ’automédication en
milieu communautaire. Les génes de résistance acquis sont ensuite transmis entre les bactéries
(Patrice, C., 2008, Struelens, MJ. , et al., 2000). La dissémination est plus importante en
milieu hospitalier a cause du manu-portage du personnel soignant et au manque d’hygiéne en
général, augmentant ainsi la prévalence des infections nosocomiales. On a noté au Benin en
2012 19,1 % d’infections nosocomiales et environ 12 % au Cameroun (Ahoyo, T. A. et al.,
2014, Clotilde, N. et al., 2013, Simeu, C. et al., 1993). Dans les pays industrialisés, elle
touchent environ 5 a 15 % des patients soit 14,1 % en France en 2007 (Raisin, Réseau REA,
2009). L’impact de ces infections nosocomiales est important, sur le plan sanitaire comme sur
le plan économique. En exemple on peut citer le colt de prise en charge qui est évalué a
35.300 dollars contre normalement 28.800 par patient aux USA et a environ 2100 Dinar
tunisien soit environ 600.000 Fcfa en Tunisie (Ben, R. F et al., 2007a, Robert, J. R. et al.,
1999). Il est donc nécessaire en plus de la lutte contre la transmission croisée des souches,
d’étudier 1’écologie bactérienne des CHU afin de mieux adapter les antibiothérapies

probabilistes.

Les données sur ces infections dans les pays a faible revenu sont rares. C’est pourquoi, la
présente étude est une participation a la dynamique mondiale de lutte contre les infections
associées aux soins et servira d’élément important de prise en charge des ISO au CHUP-CDG
par 1’élaboration, d’une liste des bactéries fréquemment isolées des ISO et d’un guide

d’antibiothérapies probabilistes en fonction de I’écologie bactérienne.
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Revue de la littérature

. ECOLOGIE BACTERIENNE DES ISO
1.1 Nature des pus des ISO

L’ISO est définie par la présence de pus franc ou liquide puriforme, ou la présence de
micro-organisme associé a des polynucléaires, ou la présence de signes locaux inflammatoires
ou de signes d’infection observés lors d’une intervention ou ré-intervention chirurgicale (E-
Pilly, 2008). Ces infections sont favorisées par certains facteurs de virulence des bactéries
comme la protéine A, qui est une adhésine responsable de la colonisation des cellules hbtes
par les staphylocoques (Kwiecinski, J. et al., 2014). C’est aussi le cas de la leucocidine de
Panton et Valentine (LPV) qui est leucotoxique et dermonécrotique responsable des infections
nécrosantes suppuratives comme les furoncles, les anthrax, ostéomyélites (Badarau, A. et al.,
2014). Le pus englobe toutes les suppurations superficielles regroupant le pus des ulcéres,
furoncles, escarres, et les suppurations profondes regroupant les ostéomyélites, les
spondylodiscites, d’origine digestive etc. (Francois, D., et al., 2007). On distingue en

fonction de leur localisation trois classes de pus :

- Les pus de classe I qui proviennent de zones normalement stériles comme le
cerveau, la bile, les os etc. Pour cette classe de pus, les germes isolés sont
considérés comme responsable de I’'ISO si le prélevement est effectué dans les
conditions d’asepsies rigoureuses.

- Les pus de classe 11 proviennent des zones profondes mais communiquant avec la
flore commensale. Le pus peut donc étre contaminé par la flore commensale c’est
le cas des pus de prélévement d’origine locale.

- Les pus de classe Il sont issus de zones périphériques ce qui signifie qu’il est
directement contaminé par la flore commensale. C’est le cas des prélévements

cutanés tels que les plaies, les escarres, les morsures, les brilures etc.

L’interprétation du résultat du pus se fera en fonction de sa localisation, des conditions

et mode de prélevement (seringue, biopsie etc.), et des conditions de transport.

1.2 Ecologie bactérienne en fonction de la localisation de ’'ISO

La fréquence des germes isolés des prélevements de pus sera fonction de la classe de pus
concernée. Ainsi, les Staphylocoques sont majoritairement isolés dans les pus de classe I,
dans plus de la moitié des cas: Staphylococcus aureus dans 40 %, Staphylocoques a

coagulase négative dans 10 % des cas. Pour les pus de classe Il et de classe 111, les bactéries

Master microbiologie fondamentale et appliquée UCAD/FMPO Page | 4
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les plus isolées sont celles provenant de la flore commensale telles que Escherichia coli, les
entérocoques et Pseudomonas aeruginosa (E-Pilly, 2008).

1. RESISTANCE BACTERIENNE AUX ANTIBIOTIQUES
2.1 Historique et situation épidémiologique de la résistance bactérienne

aux antibiotiques

En 1928, le monde assistait a I'une des plus grandes découvertes du siécle qui a
révolutionné la médecine moderne. La pénicilline découverte par le bactériologiste
britannique Alexander Fleming, offrait un réel espoir pour 1’éradication d’un bon nombre de
maladies infectieuses jusque-la non maitrisées. Cet espoir sera amplifié par la synthése en
grand nombre de dérivés de la pénicilline trés actifs sur les bactéries. Cependant, dés I’aube
de cette découverte, le risque d’apparition de résistances aux antibactériens de synthése
devenait de plus en plus réel a cause de I’utilisation abusive de ces antibactériens et a des
doses souvent insuffisantes par les praticiens dans les années 1950 (Yvon, M-B, 2009). En
effet les bactéries pathogenes, pour faire face a I’action des antibiotiques, développent des
résistances par divers mécanismes. Les genes de résistance acquis seront par la suite partagés
entre ces bactéries a travers des supports de genes de résistance comme les plasmides. On
assistera alors a une dissémination rapide des pathogenes resistants compromettant
énormément ’activité de ces antibiotiques. Ainsi la premiére penicillinase TEM-1/2 et SHV-1
découverte dans les années 1960 chez une souche de Escherichia coli et Klebsiella
pneumoniae a trés vite diffusé chez d’autres entérobactéries et d’autres espéces telles que
Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa (Vincent, C.,
2008). Une année plus tard, on observait le phénomene de résistance intrinseque a la
meticilline a ’époque méme de I’introduction de celle-ci en thérapeutique (Avril, J. L. et al.,
1992).

L’émergence incessante de ces résistances va occasionner la mise sur le marché des
céphalosporines a spectre étendu entre les années 1970 et 1980 pour parer aux problémes liés
aux pénicillinases. Ces céphalosporines seront trés vite inefficaces a cause de la synthése par
les bactéries de nouvelles enzymes capable de les inactiver. La premiére bétalactamase
capable d’hydrolyser les céphalosporines a spectre élargi a été decrite en 1985 en Allemagne
chez une souche de Klebsiella pneumoniae (Bradford, PA. , 2001). Cette bétalactamase
nommée SHV-2 mutant ponctuel de SHV-1, du fait de 1’étendue de son spectre aux

céphalosporines a spectre élargi va prendre le nom de bétalactamase a spectre étendu (BLSE).
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De nos, jours plus de 230 types de BLSE sont décrites a travers le monde, et depuis plus
de 20 ans, 90 % des Staphylococcus aureus sont résistants a la pénicilline G (Avril, J. L., et
al., 1992, Vincent, C., 2008). Le pourcentage des Staphylococcus aureus résistant a la
meticilline (SARM) ne fait que croitre : de 0,46 % en 1995 ce pourcentage est passé a 8,04 %
en 2006 au Canada (Sylvie, Carle, 2009). La vancomycine qui est 1’antibiotique utilisé dans
ces cas de figure rencontre de plus en plus de résistances chez certaines souches de cocci a
Gram positif.

2.2 Staphylocoques
2.2.1 Résistance aux bétalactamines

Le phénotype sauvage des staphylocoques sont sensibles a tous les bétalactamines, les
autres phénotypes de résistance observés sont des résistances acquises (Annexe n°1: Tableau
a). Ces résistances sont basées sur plusieurs types de mecanismes (Francois, J. et al., 2003)

décrits :

- Lasécrétion d’une pénicillinase

- Larésistance a ’oxacilline ou a la meticilline.

2.2.1.1 Sécrétion d’une pénicillinase

Les pénicillinases sont responsables de 1’ouverture du cycle béta-lactame des
pénicillines, entrainant leur inactivation. Ces pénicillinases sont extracellulaires, d’origine
plasmidique, et inductibles. Elles sont responsables de la résistance aux pénicillines A et G,
aux carboxypenicillines et aux uréidopeénicillines. Par contre les pénicillinases sont inactives
sur les pénicillines M, les céphalosporines, et sont inactivées par les inhibiteurs de
pénicillinase a savoir 1’acide clavulanique, le sulbactam, le tazobactam (Avril, J. L., et al.,
1992).

Les peénicillinases sont détectées lors de la réalisation de I’antibiogramme par un
disque de pénicilline G. Une souche sensible se caractérise par un grand diamétre d’inhibition
avec une zone fantéme, c'est-a-dire une bordure floue correspondant a une lyse des bactéries
(Avril, J. L., et al., 1992). Une souche résistante se caractérise par une augmentation de la
CMI (> 0,12 mg/L) et une diminution du diametre d’inhibition (< 29mm). Cette résistance se
traduit par une zone d’inhibition qui présente une bordure nette, avec parfois la présence de

colonies « squartters » c'est-a-dire des colonies bien développées, a la périphérie de la zone
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d’inhibition. Une résistance a la pénicilline G équivaut a une résistance a la phenoxy-méthy!l
pénicilline et aux peénicillines hydrolysables (amino-, carboxy-, uéido-pénicillines) (CA-sfm,
2013).

2.2.1.2 Résistance a la meticilline

La résistance a la meticilline est une résistance intrinséque ou hétérogéne, non
enzymatique. Elle a été observée pour la premiere fois en 1961, a 1’époque méme de
I’introduction de la meticilline en thérapeutique (Avril, J. L., et al., 1992). Plusieurs

mécanismes peuvent étre responsables de cette résistance (Francois, J., et al., 2003):
a) La modification de la cible :

Cette résistance est due a la production d’une protéine liant les pénicillines (PLP)
anormales, le PLP 2a ou PLP2’. Ces PLP2a ont une trés faible affinité pour les bétalactamines
qui doivent impérativement se fixer sur ces protéines pour agir. C’est une résistance qui est
acquise grace a I’expression d’un géne chromosomique dénommé géne mecA appartenant a
un fragment additionnel d’ADN intégré a I’ADN des bactéries productrices. Les souches de
Staphylococcus aureus ayant acquis une telle résistance sont appelées Staphylococcus aureus

résistant a la meticilline en abrégé SARM.
b) Hyperproduction de bétalactamase

Les souches qui ont acquis ce caractére d’hyperproduction de bétalactamase sont
appelées BORSA (Boderline Staphylococcus aureus) et ne possédent pas le géne mecA. On
peut faire la différence de cette résistance avec les autres en additionnant a 1’oxacilline un
inhibiteur de bétalactamase. Dans ces conditions, la sensibilité est restaurée si la résistance est

due a une bétalactamase.
c) Production de meticillinase

La méticillinase est une enzyme qui pourrait étre produite par certaines souches ne
possédant pas le gene mecA pour hydrolyser la meticilline. Le rdle du géne responsable de

cette hyperproduction n’est pas clairement établi.
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d) Modification des PLP normales autres que les PLP2a

Les souches concernées sont dites souches MODSA (Modified Staphylococcus
aureus). Elles ne produisent pas de bétalactamases, ne possedent pas de géne mecA mais sont
responsables d’une résistance a bas niveau a 1’oxacilline par modification de 1’affinité de leur

PLP normales par rapport aux bétalactamines.
€) Recherche de [’expression d’'une PLP2a

La recherche de I’expression d’une PLP2a se fait par un disque de cefoxitine 30ug ou
de moxalactam 30 pg dans des conditions standard de I’antibiogramme des staphylocoques.
Une résistance se traduit par un diameétre d’inhibition inférieur @ 25 mm pour la cefoxitine et
23 mm pour la moxalactam selon le CA-sfm. Une sensibilité se traduit par un diametre
d’inhibition supérieur ou égal a 27 mm pour la cefoxitine et 24 mm pour la moxalactam.
L’expression d’une PLP2a par induction aux bétalactamines ou présence du géne mecA
devrait étre recherchée par une technique beaucoup plus appropriée pour les souches
présentant un diamétre d’inhibition compris entre ces deux extrémités. Ainsi toutes les
souches de staphylocoques résistantes a la cefoxitine, au moxalactam, ou a 1’oxacilline, ou
possédant le géne mecA ou exprimant la PLP2a aprés induction par une bétalactamine,
doivent étre interprétées comme étant résistantes a tous les bétalactamines, que ce soient les
pénicillines (associées ou non a un inhibiteur de bétalactamase), les céphalosporines, ou les

carbapénémes sauf la ceftazoline ou la ceftobiprole (CA-sfm, 2013).
2.2.2 Résistance aux aminosides

Le phénotype sauvage des staphylocoques sont naturellement sensibles aux
aminosides. Les autres phénotypes sont issus de résistances acquises liées essentiellement a
I’acquisition d’enzymes qui les inactivent (Annexe n°l : Tableau b). Ces enzymes sont des
aminosides phosphotransférases, les aminosides nucléotidyltransférases et les aminosides

acetyltransférases (Francois, J., et al., 2003).

La recherche du phénotype de résistance des staphylocoques aux aminosides se fait a
I’aide d’un tableau qui résume le profil de résistance de chaque phénotype (Annexe n°l
tableau b). Les souches résistantes a la gentamycine sont aussi résistantes a la tobramycine et
a la kanamycine (phénotype KTG). En pratique les souches résistantes a la gentamycine
doivent étre considérées comme résistantes a tous les aminosides usuels excepté la

streptomycine et la néomycine. Les souches résistantes aux aminosides particuliérement le
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phénotype KTG, sont le plus souvent meti-R (Avril, J. L., et al., 1992, Francois, J., et al.,
2003).

2.2.3 Résistance aux macrolides, lincosamines, streptogramines
(MLYS)

Trois principaux mécanismes sont responsables de la résistance aux MLS. 11 s’agit de
la résistance par modification de la sous unité 50S du ribosome aboutissant a une résistance
inductible ou constitutive, de la résistance par inactivation et de la résistance par efflux
(Francois, J., et al., 2003).

2.2.3.1 Résistance par modification de la sous unité 50S du

ribosome.

Cette résistance consiste en une diméthylation de I’adénine de la sous unité 23S de
I’ARNr. La diméthylation va entrainer une diminution de I’affinité des MLS pour le ribosome
par changement de la conformation de I’ARN. Chez les Staphylocoques, différents
déterminants génétiques sont responsables de cette résistance. Ce sont le gene ermA porté par
des transposons et les génes ermB et ermC portés par des plasmides (Francois, J., et al.,
2003).

L’expression phénotypique de la résistance peut étre inductive ou constitutive.
Lorsqu’elle est inductive, on aura une résistance croisée a tous les macrolides a 14 chainons
(érythromycine, roxithromycine, clarythromycine) et 15 chainons (azithromycine), et une
sensibilité des macrolides a 16 chainons (spiramycine, josamycine et les ketolides). Quand
elle est constitutive on assiste & une résistance croisée a tous les macrolides de 14 a 16
chainons, les lincosamines, les ketolides et les streptogramines (Annexe 1 :Tableau c)
(Francois, J., et al., 2003).

Devant une souche résistante a I’érythromycine, et sensible & la spiramycine, la
lincomycine et a la clindamycine, on doit rechercher le caractére inductible de cette résistance
c'est-a-dire un antagonisme entre 1’érythromycine et la lincomycine. Cette induction est
recherchée a I’aide de la méthode par diffusion sur gélose en deposant cote a cote un disque
d’érythromycine et un disque de lincomycine dans la boite d’antibiogramme (Fielbelkorn, K.
R. et al., 2003). Une induction se traduit par une diminution du diametre autour du disque de

la lincomycine ou de la clindamycine du c6té de 1’érythromycine (Nuran, D. et al., 2005).
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2.2.3.2 Inactivation de [’antibiotique

Il s’agit d’une inactivation enzymatique. Pour les streptogramines, c’est une
acétyltransférase codée par deux genes vatA et vatB qui sont responsables de I’acétylation de
la fraction A et une hydrolase codée par le gene vagb qui inactive la fraction B (Haroche,
Julien et al., 2003).

Pour la lincomycine et la clindamycine, c’est une acétylation enzymatique qui est
responsable de I’inactivation. Elle est exceptionnelle chez les Staphylococcus aureus mais
détectée chez les staphylocoques a coagulase négative. On peut aussi avoir une inactivation
enzymatique de la lincomycine par des nucléotidyltransférases codées par deux genes
plasmidiques linA et /in4’ (Francois, J., et al., 2003).

2.2.3.3 Efflux inactif de la molécule

Cet efflux est dd a une élimination de 1’antibiotique intracellulaire par une protéine

msrA codée par le géne msrA.
2.2.4 Resistance aux glycopeptides

Décrites en 1981, les résistances aux glycopeptides sont sporadiques chez les
staphylocoques a coagulase négative. On rencontre quelques souches intermédiaires a la
vancomycine, qui ont aussi une résistance croisée a la teicoplanine. Ces souches sont isolées

chez des patients ayant recu de multiples traitements a la vancomycine.

2.3 Entérobactéries
2.3.1 Classification des entérobactéries en fonction de leur

sensibilité naturelle aux bétalactamines.

Les entérobactéries sont classées en 4 groupes en fonction de leur sensibilité naturelle

aux bétalactamines.
Les groupes de betalactamine qui servent a classifier les entérobactéries sont :

- Les aminopénicillines, les aminopénicillines + inhibiteurs de bétalactamases,

- Les carboxypénicillines, les ureidopeénicillines,

- Les céphalosporines de premiere, deuxiéeme et troisieme génération, les
céphalosporines de troisiéme génération + inhibiteurs,

- Les carbapénémes, céphamycines.
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Les 04 groupes d’entérobactéries sont :
Groupe 1 : Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella spp.
Groupe 2 : Klebsiella spp, Citrobacter koseri, Citrobacter amalonaticus.

Groupe 3 : Enterobacter spp., Serratia spp., Providencia spp., Citrobacter freundii, Proteus

vulgaris.
Groupe 4 : Yersinia enterocolitica.
2.3.2 Résistance naturelle des entérobactéries aux bétalactamines

Les bactéries du groupe 1 sont naturellement sensibles a tous les antibiotiques. Elles
ne produisent pas de bétalactamases. Celles du groupe 2 résistent naturellement aux
aminopénicillines, carboxypénicillines et aux uréidopenicillines. Une résistance intermédiaire
peut étre observée avec les ureidopénicillines et les céphalosporines de 1 géneration (C1G),
mais ces bactéries restent sensibles aux céphalosporines de deuxiéme et troisiéme génération
(C2G et C3G), aux carbapénemes et aux céphamycines. Elles sont également sensibles aux
inhibiteurs de bétalactamases. Ces bactéries produisent une peénicillinase de bas niveau

responsable de ces résistances (Annexe n°2 : Tableau a) (Francois, J., et al., 2003).

Les bacteries du groupe 3 résistent aux aminopénicillines et aux céphalosporines de 1
génération mais restent sensibles aux carboxypénicillines, aux ureidopenicillines, aux C3G,
aux carbapénémes et aux céphamycines. Excepté Proteus vulgaris et Proteus penneri elles
sont toutes résistantes aux inhibiteurs et produisent une céphalosporinase de bas niveau
(Francois, J., et al., 2003).

Dans le quatriéme groupe les bactéries ne sont sensibles qu’aux C3G et aux
carbapénémes, mais peuvent présenter une résistance intermédiaire aux ureidopénicillines et
une sensibilité aux C2G et aux céphamycines. Elles résistent toutes aux inhibiteurs de
bétalactamases. Ce groupe contient des bactéries qui produisent une pénicillinase plus une

céphalosporinase (Francois, J., et al., 2003).
2.3.3 Résistance acquise

L’acquisition de caractéres nouveaux de résistance par les entérobactéries aux
bétalactamines leur confére plusieurs phénotypes de résistance différents du phénotype

sauvage. On peut citer comme phénotypes de résistance acquise (Annexe n°2 : Tableau b) :
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a) Les bactéries productrices de pénicillinases :

Ces pénicillinases sont exprimées soit a bas niveau ou a haut niveau résultant d’une
modification du géne de régulation. La production de ces pénicillinases d’origine
plasmidique, ne nécessite pas d’inducteur ; elle est constitutive. Ces penicillinases sont
totalement ou partiellement inactivées par les inhibiteurs des bétalactamases (Francois, J., et
al., 2003).

b) Les bactéries productrices de céphalosporinases :

Ce sont les céphalosporinases déréprimées ou céphalosporinases de haut niveau issues
des céphalosporinases réprimées ou de bas niveau, produites par les souches sauvages suite a
une modification des génes. Ces enzymes d’origine chromosomique ne sont produites qu’en
présence d’inducteurs qui sont presque toujours les bétalactamines. Ces céphalosporinases ne

sont pas inactivées par les inhibiteurs de bétalactamases (Francois, J., et al., 2003).
c) Les bétalactamases a spectre élargie :

Ce sont des pénicillinases qui sont souvent actives sur toutes les bétalactamines sauf
I’imipéneme, et partiellement inhibées par les inhibiteurs de bétalactamases. Cette résistance
élargie a toutes les bétalactamines est due a une mutation des genes de résistance initiaux

parentaux (Francois, J., et al., 2003).
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Objectifs

l. OBJECTIF GENERAL

Etudier le profil de sensibilité des bactéries isolées des infections des sites opératoires
dans le service de chirurgie pédiatrique du CHUP-CDG de Ouagadougou.

Il.  OBJECTIFS SPECIFIQUES

-
1

Déterminer la fréquence des germes isolés des pus d’infection des sites opératoires de

la chirurgie.

N
1

Déterminer la fréquence de Staphylococcus aureus résistant a la meticilline (SARM).

w
1

Déterminer la sensibilité aux antibiotiques des germes isolés.

o
[]

Elaborer une liste des antibiotiques actifs sur les germes les plus isolés.
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Approche méthodologique

I. TYPE ET CADRE D’ETUDE

Cette étude rétrospective a ¢été réalisée au laboratoire d’analyses médicales en
collaboration avec le service de chirurgie du CHUP-CDG de Ouagadougou entre Janvier 2010
et Décembre 2012.

Il. METHODE D’ETUDE
2.1 Démarche de diagnostic bactériologique

2.1.1 Nature des prélevements

Les prélevements sont constitués de pus des infections des sites opératoires obtenus
par écouvillonnage, ou aspiration et collectés dans des tubes stériles.

2.1.2 Isolement et identification des germes

L’isolement des germes s’est fait selon les procédures standards établies au
laboratoire.
2.1.2.1 Isolement des germes
L’isolement des germes du pus comporte 03 étapes: I’examen macroscopique
I’examen microscopique, et la mise en culture.
a) Examen macroscopique
Il a consisté a noter ’aspect (d’ordre purulent verdatre, hématique, visqueux etc.) et la

couleur voire 1’odeur du pus.

b) Examen microscopique
Elle est faite de facon succincte a partir d’un frottis coloré au May Grunwald Giemsa
(MGG), pour apprécier la présence de polynucléaires altérés ou non et un frottis coloré au

Gram pour déterminer la morphologie et I’affinité tinctoriale au Gram des bactéries présentes.

c) Laculture
Les pus ont été ensemencés sur un milieu non sélectif (BCP), ou sur un milieu enrichi
(GC+PVX) et dans un bouillon d’enrichissement de type BCC.

2.1.2.2 ldentification

L’identification des souches était basée sur les caractéres morphologiques, culturaux,

biochimiques et parfois antigéniques des germes isolés en primoculture.
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a) Les entérobactéries

Les bacilles a Gram négatif isolés ont été identifiés sur la base d’une mini galerie
constituée d’une mini — galerie (Kliger Hajna, citrate de Simmons, mannitol mobilité, urée —
indole) (Cf. Figure 1).

Figure 1: Photos des différents milieux de la galerie minimale d'identification des entérobactéries
au laboratoire de biologie médicale. En (A) le Kliger Hajna, en (B) I'eau peptoné, en (C) le
mannitol mobilité, en (D) le citrate de Simmons, en (E) l'urée-indole.
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Une galeriec Api 20E était realisée pour les enterobactéries qui n’ont pas pu étre

identifiées par la minigalerie minimale (Cf. Figure 2).

ONPG ADH LDC [ ODC LG MpS | URE TDA IND | LYRJ LGELJ GLU | MAN INO SOR | RHA SAC MEL | AMY ARA  OX 1 NO, N, MOB | McC OF-0 OF-F
/?
5 D

@8\8@@\'@8‘.@@\.@@

Ident.

D \ Code n°: 5215 773 (55)

Figure 2: Exemple d'une galerie Api 20E pour [lidentification des
entérobactéries au laboratoire de biologie médicale. En (A) la galerie non
encore ensemencée, en (B) la galerie ensemencée, en (C) la détermination du
code du germe en (D) le code du germe.

b) Les staphylocoques

Les cocci a Gram positif ayant une catalase positive, ont été ensemencés sur les
milieux, chapman, DNase, pour I’identification des trois especes de staphylocoques a savoir :
Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus et Sataphylococcus epidermidis selon

la clé d’identification cidessous.
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Cocci a Gram +

l

Catalase +

l

Chapmam/manitol || DNase Coagulase

Chapman + + +
Mannitol - + +
DNase - - +
Coagulase - - +

S. epidermidis S. saprophyticus S. aureus

Figure 3: Clé d'identification des Staphylocoques au laboratoire de biologie médicale du
CHUP - CDG

c) Pseudomonas aeruginosa

Lorsque la mini-galerie révélait la présence d’une bactérie non fermentaire, c'est-a-dire
absence de virement de tout le milieu sauf le citrate qui vire au bleu, une galerie non

fermentaire était ensemencee pour la recherche de Pseudomonas aeruginosa.

2.1.3 La réalisation de I’antibiogramme

Les antibiogrammes ont été réalisés selon les recommandations du Comité

d’Antibiogramme de la Société Francgaise de Microbiologie (CA-sfm, 2013).

2.1.3.1 Préparation de ’inoculum
Ce sont les colonies de 24 h obtenues aprés ré-isolement sur milieu approprié qui ont été
utilisées pour la préparation de I’inoculum. D’abord une suspension bactérienne a 0,5
McFarland est réalisée avec une solution saline a 0,9% de NaCl. Cette suspension bactérienne
est diluée au 1/10°™ pour obtenir I’inoculum qui servira pour la réalisation de

I’antibiogramme.
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NB : Pour les streptocoques il n’y a pas de dilution, c’est la solution de 0,5 McFarland qui est

directement ensemencée.

2.1.3.2 Ensemencement

L’ensemencement a été effectué par écouvillonnage sur milieu Mueller-Hinton coulé sur

une boite de Pétri en respectant 1’épaisseur de 4 mm. Cette méthode consiste a:

Tremper 1’écouvillon stérile dans I’inoculum préparé,

Eliminer I’excés d’inoculum en pressant 1’écouvillon avec le bord du tube
contenant ce dernier.

Sans faire un tiret, ensemencer en stries serrées sur la boite de pétri contenant le
milieu Mueller-Hinton.

En tournant d’un angle de 60° la boite de pétri, on ensemence encore en stries
serrées, une deuxieme fois puis une troisieme fois.

Attendre environ 5 minutes avant le dépot des disques d’antibiotiques.

Pour les streptocoques 1’ensemencement s’est fait sur milieu Mueller-Hinton a
5 % de sang de mouton.

Pour les staphylocoques la recherche de la résistance a la meticilline s’est faite
soit sur milieu Mueller-Hinton ordinaire, avec une incubation a 30°C soit sur
milieu Mueller-Hinton supplémenté en chlorure de sodium (2 et 4%) et incuber
a 37°C quand il s’agit d’utiliser I’oxacilline. Quand il s’agit de la cefoxitine on
utilisait le Mueller-Hinton ordinaire sans conditions particuliéres d’incubation

et de supplémentation.

2.1.3.3 Dépot des disques d’antibiotiques

a) Conservation des disques d’antibiotiques

Les disques d’antibiotiques entamés sont chaque fois conservés a une température

comprise entre 2 et 8 °C, ceux qui ne sont pas entamés sont conservés a — 20 °C. Une fois

retirés, les disques sont déposés 1 a 2 heures a la température ambiante du laboratoire. Apres

le dépdt, ils sont remis immédiatement au réfrigérateur pour qu’ils ne se déchargent pas de

leur antibiotique.
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b) Choix des disques

Le choix des disques se fait en fonction des différents groupes bactériens. La liste des
antibiotiques a été établie sur base des recommandations du comité de 1’antibiogramme de la

sociéte francaise chaque année (ANNEXE 3).
c) Le dépdt

Les disques sont déposés a la surface de la gélose a I’aide d’un distributeur de disques ou
manuellement avec une pince stérile. Une fois que le disque est mis en contact avec la gélose
il n’est plus déplacé. Une distance de 30 mm est respectée entre deux disques et 15 mm entre
un disque et le bord de la boite de pétri. Au maximum 7 disques sont déposes sur les boites de
90 mm de diamétre, et 16 disques sur les boites de 120 mm de diameétre. Pour le dépot
manuel, on s’assure a chaque fois que les disques sont bien en contact avec la gélose en

appuyant legerement sur ceux-ci avec la pince sterile.
d) L’incubation

Le milieu Mueller-Hinton ordinaire est incubé a 37 °C pendant 24 heures alors que, le
milieu Mueller-Hinton au sang est incubé a 37 °C sous CO.. Pour les staphylocoques,
I’oxacilline déposé sur milieu Mueller-Hinton supplémenté avec 2 a 4 % de chlorure de
sodium et incubé a 37 °C pendant 24 heures. Par contre I’oxacilline déposé sur milicu
Mueller-Hinton non supplément en chlorure de sodium est incubé a 30 °C pendant 24 heures.
Dans tous les deux cas un prolongement éventuel de 1’incubation jusqu'a 48 heures est fait si

la croissance bactérienne apparait faible en 24 heures.
e) La lecture interprétative de [’antibiogramme

Cette lecture interprétative est basée sur la connaissance du phénotype de résistance des
bactéries. Elle se fait selon le référentiel du CA-sfm qui établit les regles de lecture en se
basant sur les concentrations et les diameétres critiques des antibiotiques par rapport aux

especes ou aux groupes bactériens.
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f) Contrble de qualité des disques

Durant la période concernée par I’étude, la souche de contréle ATCC 25923 de
Staphylococcus aureus et ATCC 25922 de E. coli ont été utilisées pour chaque nouveau lot de

disques d’antibiotiques.

2.2 Méthode d’exploitation des données

2.2.1 Collecte des données
Les données ont été collectées a partir du registre du laboratoire. Elles concernaient tous
les prélevements de site opératoire des enfants du service de la chirurgie pédiatrique recus au
laboratoire durant la période de janvier 2010 a Décembre 2012. La nature du prélévement, le
ou les germe(s) isolé(s) sur chaque échantillon et les données sur la sensibilité par rapport aux

antibiotiques testés ont été répertoriés et saisis sur un fichier Excel.

2.2.2  Analyse des données
Le masque Excel a été importé sur le logiciel Epi info version 3.5.1 et nous avons
déterminé :
- Le pourcentage des liquides de ponction par rapport aux pus.
- La fréquence des espéces de bactéries isolées de Janvier 2010 a Décembre 2012.
- Le profil de sensibilité de chaque germe aux antibiotiques testés

- Le pourcentage des SARM a partir de la résistance a la céfoxitine ou a I’oxacilline.
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Résultats

. REPARTITION DES PRELEVEMENTS
Au total, 495 prélevements d’infections de site opératoire provenant du service de la
chirurgie pédiatrique ont été regus au laboratoire d’analyses de Janvier 2010 a Décembre 2012
dont 95% (n= 470) étaient constitués de pus et 5% (n= 25) de liquides de ponction. Sur ces
prélevements, 340 germes ont été isolés sur 348 prélevements positifs & la culture et 8
prélévements ont donné au moins 2 germes.
1. PROFIL BACTERIOLOGIQUE DES GERMES ISOLES

Le tableau suivant donne la fréquence des germes isolés des pus des infections des
sites opératoires entre 2010 et 2012.

Tableau I: Fréquence des germes isolés des pus et liquides de ponction regus au laboratoire
de biologie médicale du centre hospitalier universitaire pédiatrique Charles de Gaulle de
Ouagadougou entre Janvier 2010 et Décembre 2012

Germes Fréquences Pourcentage
(n) (%)
Staphylococcus aureus 114 33,5
Escherichia. coli 91 26,8
Klebsiella sp 38 11,2
Pseudomonas aeruginosa 24 7,1
Staphylococcus saprophyticus 20 59
Enterobacter sp 16 4,7
Proteus mirabilis 11 3,2
Streptococcus sp 11 3,2
Salmonella sp 8 2,3
Citrobacter sp 4 1,2
Acinetobacter 1 0,3
Citrobacter frundii 1 0,3
Serratia odorifera 1 0,3
Total 340 100
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Parmi les 495 prélévements recus au laboratoire, 340 germes regroupés en 13 espéces
bactériennes ont été isolées. Staphylococcus aureus majoritairement isolé compte 114 espeéces
soit 33,5%, suivi de Escherichia coli qui compte 91 especes soit 26,8%, de Klebsiella sp. qui
compte 38 especes soit 11,2% et Pseudomonas aeruginosa qui compte 24 espéces soit 7,1%.

I11. PROFIL DE SENSIBILITE DES GERMES AUX ANTIBIOTIQUES
3.1 Profil de sensibilité et phénotypes de résistance de Staphylococcus
aureus aux antibiotiques.
3.1.1 Profil de sensibilité
a) Bétalactamines

Le tableau suivant montre le pourcentage de sensibilité de Staphylococcus aureus aux
bétalactamines testées.

Tableau I1: Sensibilité de Staphylococcus aureus aux bétalactamines.

Nombre de Sensibilité

Antibiotiques souches Résistance Intermédiaire Sensible

testées (%) (%) (%)
Péni G 79 70,9 00 29,1
Ampicilline 19 73,70 00 26,30
Amoxicilline 10 60 00 40
Amox +AC 57 19,29 1,75 78,95
Cefalotine 34 26,5 2,9 70,60
Cefalexine 12 8,34 00 91,66
Ceftriaxone 73 16,43 1,36 82,21
Céfotaxime 08 00 00 100
*Cefoxitine/Oxacilline 81/33 22 00 78

"L’oxacilline était utilisé en 1’absence de la cefoxitine en milieu contenant 2,5% en NaCl selon les
recommandations du CA-sfm.

Ces résultats montrent une résistance de 70,9% de Staphylococcus aureus a la
pénicilline G, 73,7% a I’ampicilline, et 60% a I’amoxicilline. Au moins 70% de sensibilité
s’observe avec I’amoxicilline + acide clavulanique et les C3G.

Sur les 114 souches de Staphylococcus aureus, 81 souches ont été testées a la

cefoxitine et 33 a I’oxacilline selon les recommandations du CA-sfm. Le pourcentage des
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souches résistantes a I’oxacilline ou & la céfoxitine c'est-a-dire les SARM, était égal a 22%

(n=25) (confere diagramme ci-dessous).

22%

® SARM
u SASM

78%

Figure 4: Pourcentage des SASM et SARM isolés entre 2010 et 2012

b) Aminosides

Le tableau suivant montre le pourcentage de sensibilité de Staphylococcus aureus aux

aminosides

Tableau I11: Sensibilité de Staphylococcus aureus aux aminosides

Antibiotiques Nombre de Sensibilité
souches Résistance Sensible
testées (%) (%)

Amikacine/Kanamycine 7134 2,4 97,6

Gentamycine/Netilmycine 59/30 12,3 87,7

L’amikacine était utilisé en absence de la kanamycine, la nétilmycine en absence de la
gentamycine. Ces résultats montrent au moins 87% de sensibilité des souches de

Staphylococcus aureus aux aminosides.
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c) Macrolides lincosamines et streptogramines (MLS)

Le tableau suivant montre la sensibilité de Staphylococcus aureus a I’érythromycine, a

la lincomycine et a la pristinamycine.

Tableau IV: Sensibilité de Staphylococcus aureus a I’érythromycine, a la lincosamine et a la
pristinamycine.

Antibiotiques Nombre de Sensibilité
souches Résistance Sensible
testées (%) (%)
Erythromycine 114 20,66 79,34
Lincomycine 113 8,85 91,15
Pristinamycine 93 6,45 93,55

Les résultats de ce tableau montrent une bonne sensibilité aux macrolides et

apparentés. Au moins 79% des souches de Staphylococcus aureus étaient sensibles.
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d) Autres antibiotiques

Le tableau suivant montre la sensibilité de Staphylococcus aureus aux quinolones, au

cotrimoxazole, & la tétracycline et a la vancomycine.

Tableau V: Sensibilité de Staphylococcus aureus aux quinolones, cotrimoxazole, a la
tétracycline, a la vancomycine.

Nombre de Sensibilité

Classe d'antibiotiques souches  Résistance intermédiaire Sensibilité
testées (%) (%) (%)
Ciprofloxacine 32 3,10 0 96,9
Fluoroquinolones Norfloxacine 4 0 0 100
Péfloxacine 93 2,15 0 97,85
Sulfamide Cotrimoxazole 106 4,3 0,6 95,1
Cycline Tétracycline 15 26,67 0 73,33
Glycopeptide Vancomycine 32 9,38 0 90,62

Ces résultats montrent une bonne sensibilit¢ de Staphylococcus aureus aux
fluoroquinolones, au cotrimoxazole, a la tétracycline et a la vancomycine. Une sensibilité a

peu pres identique s’observe avec 1’ensemble des fluoroquinolones.
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3.2 Profil de sensibilité de Escherichia coli aux antibiotiques

Bétalactamines

Le tableau suivant montre la sensibilité de Escherichia coli aux bétalactamines

Tableau VI: Sensibilité de Escherichia coli aux bétalactamines.

Résultats

Classes Antibiotiques Nombre de Sensibilité
souches Résistance Intermédiaire  Sensible
testées (%) (%) (%)
Aminopenicillines ~ Amoxicilline 17 82,35 00 17,65
Ampicilline 47 93,60 2,15 4,25
Aminopeni + IpL Amox +AC 24 66,66 16,67 16,67
Carboxypenicilline  Ticarcilline 22 81,80 00 18,20
Ureidopeni Piperacilline 04 75 00 25
Carbapenéme Imipenéme 84 2,38 00 97,62
Cefalotine 29 62,06 10,34 27,6
C1G Cefalexine 10 90 00 10
Ceftriaxone 73 72,6 00 27,4
C3G Cefotaxime 08 75 00 25
C4G Cefepime 07 28,6 57,12 14,28
Monobactam Aztreonam 07 71,40 00 28,60

Les résultats de ce tableau montrent une résistance importante a I’ensemble des

bétalactamines sauf I’'imipénéme. On note au moins 75% de resistance aux aminopénicillines,
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aux carboxypénicillines, aux ureidopénicillines et au moins 70% de résistance aux C3G, et
65% a I’amoxicilline + acide clavulanique.

3.2.2 Autres antibiotiques

Le tableau suivant présente le pourcentage de sensibilité de Escherichia coli aux
quinolones, aux aminosides, au chloramphénicol et au cotrimoxazole, ainsi que le nombre de

souches testées pour chaque antibiotique.

Tableau VI1: Sensibilité de Escherichia coli aux fluoroquinolones, aminosides, phénicolg,
cotrimoxazole.

Nombre de Sensibilité
Classe d'antibiotiques souches  Résistance Intermédiaire Sensibilité
testées (%) (%) (%)
Ac. Nalidixique 18 88,89 00 11,11
) Ciprofloxacine 76 69,73 00 30,27
Fluoroquinolones )
Norfloxacine 30 70 00 30
Péfloxacine 25 76 00 24
Amikacine 12 16,66 8,34 75
Aminosides Gentamicine 36 58,33 2,78 38,89
Kanamycine 22 59 4,64 36,36
Netilmycine 29 55,17 10,33 34,5
Phénicolé Chloramphenicol 41 29,26 4,89 65,85
Sulfamide ]
. Cotrimoxazole 66 86,36 00 13,64
et associé
Cycline Tétracycline 4 50 00 50

Ces résultats montrent qu’appart I’amikacine, le chlorampheénicol, et la tetracycline, E.

coli a été résistant aux autres antibiotiques testés.
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3.3 Profil de sensibilité de Klebsiella sp. aux antibiotiques
3.3.1 Bétalactamines

Le tableau suivant récapitule la sensibiliteé de Klebsiella sp aux bétalactamines ainsi

que le nombre de souches testées pour chaque antibiotique.

Tableau VI11: Sensibilité de klebsiella sp. aux bétalactamines.

Nombre de Sensibilité
Classes Antibiotiques souches Résistance Intermédiaire  Sensible
testées (%) (%) (%)
Carboxypeni Ticarcilline 09 100 00 00
Ueidopeni Piperacilline 08 75 00 25
Aminopeni+IpL.  Amox +AC 15 73,33 00 26,67
Ureidopeni+IpL.  Pip + Tazo 03 33,33 00 66,67
Carbapénéme Imipénéme 33 00 00 100
C1G Cefalotine 10 80 00 20
Cefalexine 08 62,5 00 37,5
Ceftriaxone 33 84,85 00 15,15
C3G Cefotaxime 07 85,70 00 14,3
Ceftazidime 04 25 00 75
C4G Céfépime 06 16,66 00 83,34
Monobactam Aztreonam 07 57,14 28,6 14,26
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Les résultats de sensibilité des klebsielles par rapport aux bétalactamines montrent une

résistance a tous les antibiotiques testés sauf la piperacilline + tazobactam (66,67% de

sensibilité), I’imipéneme (100% de sensibilité), la ceftazidime et a la céfépime (au moins 75%

de sensibilité).

3.3.2 Autres antibiotiques

Le tableau suivant montre la sensibilit¢ en pourcentage de Klebsielle sp aux

quinolones, aux aminosides, au chloramphénicol et au cotrimoxazole.

Tableau IX: Sensibilité de Klebsiella sp. aux fluoroquinolones, aminosides, phénicolé, et au

sulfamide et associé.

Nombre Sensibilité
Classe d*antibiotiques de souches Résistance intermédiaire Sensibilité
testées (%) (%) (%)
) Ac. Nalidixique 11 45,45 91 45,45
Fluoroquinolones ] )
Ciprofloxacine 29 55,2 00 44,8
Norfloxacine 16 50 6,25 43,75
Amikacine 8 12,5 00 87,5
Aminosides Gentamicine 14 78,57 00 21,43
Kanamycine 6 100 00 00
Netilmycine 17 52,94 17,65 29,41
Phénicolé Chloramphenicol 23 60,86 4,36 34,78
Sulfamide et associé ~ Cotrimoxazole 29 86,20 00 13,80

Ce tableau montre une résistance des klebsiélles a tous les fluoroquinolones testés au

cotrimoxazole, au chloramphénicole aux aminosides excepté I’amikacine (87,5% de

sensibilité).
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3.4 Profil de sensibilité de Pseudomonas aeruginosa
3.4.1 Bétalactamines

Le tableau suivant récapitule le pourcentage de sensibilit¢ de Pseudomonas
aeruginosa aux bétalactamines ainsi que le nombre de souches testées pour chaque

antibiotique.

Tableau X: Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa aux bétalactamines.

Antibiotiques Nombre de Sensibilité
souches Résistance Intermédiaire Sensible
testées (%) (%) (%)
Aztreonam 04 50 00 50
Imipenéme 23 17,4 00 82,6
Piperacilline 05 20 00 80
Ticarcilline 07 42,85 00 57,15

Ce tableau montre que les souches de Pseudomonas aeruginosa sont sensibles a plus
de 80% a I’imipénéme, a la pipéracilline. Par contre elles sont résistantes a environ 50% a

[’aztreonam et a la ticarcilline.
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3.4.2  Sensibilité aux autres antibiotiques

Le tableau suivant récapitule la sensibilit¢ en pourcentage de Pseudomonas

aeruginosa aux quinolones, aux aminosides, au chloramphénicol et au cotrimoxazole.

Tableau XI: Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa aux fluoroquinolones, aminosides,
phénicole, et au cotrimoxazole.

Nombre Sensibilité
Classe d'antibiotiques de souches Résistance Intermédiaire Sensibilité
testées (%) (%) (%)
Ciprofloxacine 19 21 00 78,9
Fluoroquinolones Norfloxacine 6 16,67 00 83,33
Pefloxacine 12 33,33 00 66,67
Amikacine 3 00 00 100
Aminosides Gentamicine 12 16,67 00 83,33
Kanamycine 4 50 00 50
Netilmycine 11 36,36 00 63,64
Phénicolé Chloramphenicol 14 71,43 00 28,57
Sulfamide et
B Cotrimoxazole 5 80 00 20
associé

Ce tableau montre qu’excepté le cotrimoxazole, le chloramphénicol, la kanamycine,

les autres antibiotiques testés ont montré une bonne activité sur les autres antibiotiques.
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3.5 Liste des antibiotiques actifs sur les germes isolés
3.5.1 Staphylococcus aureus

Tableau XI1: Liste des antibiotiques actifs sur Staphylococcus aureus.

Antibiotiques Pourcentage de sensibilité

Betalactamines

Amox +AC 78,95
Céfalotine 70,6
Cefalexine 91,66
Ceftriaxone 82,21
Céfotaxime 100
Aminosides
Amikacine/Kanamycine 97,6
Gentamycine/Netilmycine 87,7

Macrolides et parentés

Erythromycine 79,34
Lincomycine 91,15
Pristinamycine 93,55

Fluoroquinolones

Ciprofloxacine 96,9
Norfloxacine 100
Péfloxacine 97,85

Sulfamide et associé

Cotrimoxazole 95,1

Cycline
Tétracycline 73,33

La majeure partie des antibiotiques testés était actif sur les souches de Staphylococcus

aureus. Les plus faibles pourcentages de souches sensibles étaient de 70,95% observé avec la
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cefalotine, 73,33% observé avec la tétracycline, 78,8% observé avec 1’amoxicilline + acide

clavulanique, et 79,34% observé avec 1’érythromycine.
3.5.2 Entérobactéries

Tableau XI11: Liste des antibiotiques actifs sur les entérobactéries

Classes E. coli Klebsielles
d’antibiotiques o
Antibiotiques Pourcentage de Pourcentage de
sensibilité sensibilité
Pipéracilline + tazobactam - 66,67
Imipéneme 97,62 100
Bétalactamines
Céfépime - 83,34
Ceftazidime - 75
Phénicolé Chloramphénicol 65,85 -
Cyclines Tétracycline 50 -
Aminoside Amikacine 97,6 87,5

Il ressort de cet tableau que des antibiotiques testés sur les entérobactéries, trés peut
sont actifs. Il n’y a que I’'imipéneme (97,62%) et I’amikacine (97,6%) qui ont une bonne

activité sur E. coli.
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3.5.3 Pseudomonas aeruginosa

Tableau XIV: Liste des antibiotiques actifs sur Pseudomonas aeruginosa

Antibiotiques Pourcentage de sensibilité

Betalactamines

Pipéracilline 80
Imipéneme 82,6
Ticarcilline 57,15

Fluoroquinolones

Ciprofloxacine 78,9
Norfloxacine 83,33
Péfloxacine 66,67

Aminosides

Amikacine 100
Gentamicine 83,33
Netilmycine 63,64

Ce tableau montre que malgre les multiples résistances observées avec Pseudomonas
aeruginosa, un nombre considérable d’antibiotiques reste actif sur ce germe. Les faibles

pourcentages actifs s’observent avec la ticarcilline (57,15%), la netilmycine (63,64%) et la
péfloxacine (66,67%).
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Discussion

I. LIMITES DE L’ETUDE

L’étude ayant été rétrospective, le manque de certains antibiotiques di aux ruptures
n’a pas permis de déterminer le phénotype de résistance aux bétalactamines et aux
aminosides. La détermination des BLSE et de la résistance inductive aux MLS n’étant pas
systématique au laboratoire, nous ne pouvions pas caractériser les entérobactéries productrices

de BLSE et des Staphylococcus aureus ayant une résistance inductive au MLS.
Il. PROFIL BACTERIOLOGIQUE DES GERMES ISOLES DE PUS

Dans notre étude, il ressort 495 prélevements d’infections de site opératoire regus du
service de la chirurgie pédiatriqgue entre Janvier 2010 et Décembre 2012. Parmi ces
prélevements, 95% étaient constitué de pus et 5% de liquides de ponction. De ces pus, 13
especes bactériennes regroupant au total 340 germes ont été isolées. Parmi ces especes,
Staphylococcus aureus était le germe majoritairement isolé avec une fréquence de 114 soit
33,5% des germes, suivi de Escherichia coli avec une fréquence de 91 soit 26,8%. Les germes
les plus importants apres ces deux étaient Klebsiella sp (n = 38 soit 11,2%), Pseudomonas sp
(n =24 soit 7,1%) et Staphylococcus saprophyticus (n = 20 soit 5,9%).

Nos résultats sont conformes aux données épidémiologiques de I’écologie bactérienne
des infections des sites opératoires et corrobore 1’étude de Ben et al. en 2007 en Tunisie en
terme d’especes isolées. Il a trouve un taux de prévalence égal 29% pour Staphyloccus aureus
et Klesiella pneumoniae et 16,2% pour Escherichia coli parmi les bactéries multi-résistants
isolées en milieu hospitalier (Ben, R. F, et al., 2007a). En effet, les bactéries les plus
fréquemment isolées des infections des sites opératoires (1SO) sont les staphylocoques, les
bacilles a Gram négatif, les entérocoques et Pseudomonas aeruginosa (Ahoyo, T. A., et al.,
2014, Francois, D., et al., 2007). Méme si dans notre cas on n’a pas isolé une souche
d’entérocoque, les autres germes isolés correspondent aux données de la littérature. Par contre
en termes de proportions nos résultats different surtout pour Klesiella pneumoniae ou ils ont
trouvé 29%. Mais ils corroborent celles de 1’étude de Huguard et al. entre 1989 et 1992
effectuées a I’hopital Principale de Dakar qui ont trouvé une proportion de Staphylococcus
aureus, de Escherichia coli, de Klebsiella sp, égale respectivement a 32,8%, 20,8% et 11,1%
en 1989 alors qu’elles étaient dans le méme ordre égales a, 31,7%, 17,2% et 8,2% en 1992
(Hugard, L. etal., 1994).
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Cette predominance de Staphylococcus aureus dans les suppurations pourrait d’une part
s’expliquer par la forte prévalence de porteurs sains, qui est comprise entre 20 et 30% dans la
population générale. D’autre part elle peut s’expliquer par la porte d’entrée des
staphylocoques qui est le plus souvent cutanée, favorisée par une plaie, une excoriation un

point de pénétration d’un cathéter et surtout les interventions chirurgicales (E-Pilly, 2008).

I1l. PROFIL DE SENSIBILITE DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS AUX
ANTIBIOTIQUES

Sur I’ensemble des bétalactamines testés, Staphylococcus aureus a présenté une
résistance a 03 antibiotiques avec un taux de résistance supérieur ou égal a 60% par rapport a
I’ensemble des disques testés. La pénicilline G a 79,9% comme taux de résistance, contre
60% pour I’amoxicilline, et 73,7% pour ’ampicilline. Le reste des bétalactamines testés a été
actif sur Staphylococcus aureus avec un taux de sensibilité supérieur a 70% pour tous les
antibiotiques. Des taux similaires de résistance aux aminopéncillines ont été retrouvés en
2013 a Kinshasa par lyamba et al. 89,4% de résistance a 1’ampicilline et 89% a
I’amoxicilline (lyamba, J. M. et al., 2014). Les souches sauvages des Staphylocoques sont
normalement sensibles a la pénicilline G, aux aminopénicillines (amoxicilline, ampicilline),
aux carboxypenicillines (Ticarcilline), aux ureidopenicillines (piperacilline), aux penicillines
+ inhibiteurs de bétalactamases, aux pénicillines M (meticilline, oxacilline), aux
céphalosporines et aux carbapénemes. Ce qui signifie que la majeure partie des

Staphylocoques que nous avons isolés sont en partie résistants aux pénicillines.

Au sein des souches sauvages, émergent des souches ayant acquis des résistances par
divers mécanismes. Parmi ces mécanismes nous avons la sécrétion de pénicillinases, et la
modification des protéines liant les pénicillines suite a 1’expression du géne mec A. Les
pénicillinases ouvrent le cycle bétalactame de la pénicilline G, les aminopénicillines et les
carboxypénicillines. Par contre les pénicillines + inhibiteurs, les pénicillines M, et les
carbapénémes restent sensibles. En effet les inhibiteurs associés aux pénicillines encore
appelés inhibiteurs suicides sont attaqués par les pénicillinases avec qui, ils ont plus d’affinité
que les peénicillines. L’interaction entre ’inhibiteur et la bétalactamase étant irréversible, la
pénicilline associée sera épargnée et pourra agir sur la bactérie. Quant aux pénicillines M, les
groupements volumineux bloquent leur interaction avec la pénicillinase permettant ainsi

d’épargner la pénicilline.
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Ces mécanismes de résistance des staphylocoques d’une part et les moyens mis en ceuvre
pour contourner ces résistances d’autre part, pourraient expliquer I’inactivité de la pénicilline
G, I’amoxicilline, ’ampicilline et la sensibilité des autres bétalactamines, observées dans

cette étude.

Nous avons observé 22% de taux de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
(SARM). Plusieurs études réalisées en Afrique ont montré un taux élevé de SARM dans nos
Hopitaux. Ramdani-Bouguessa N. et al. en 2010 dans leur étude sur les bactéries multi-
résistantes dans les infections nosocomiales et communautaires au CHU Mustapha Bacha
d’Alger en Algérie entre 2004 et 2009, ont trouvé 30% de SARM en milieu hospitalier qui a
progressé pour atteindre 42%, alors qu’en milieu communautaire ce taux était de 35%
(Ramdani-Bouguessa, N. et al., 2010). Mais cette étude a été realisée sur une période de 5
ans et a pris en compte I’ensemble de I’hopital Mustapha Bacha d’Alger ce qui pourrait
expliquer la différence observée avec notre résultat. Amhis W. et al. ont notifié¢ 37,20% de
taux de SARM dans le service de soins intensifs de Hopital Bologhine en Algérie en 2010,
Falagas et al. 39% de taux de SARM en 2012 en Cote d’Ivoire, et Ahoyo et al. 52,5% au
Benin (Ahoyo, T. A, et al., 2014, Amhis, W. et al., 2010, Falagas, M. E. et al., 2013) .
Meéme si ces trois etudes suscitées ont été realisées sur une échelle plus large que la notre, qui
pourrait justifier cette large différence, le taux de 22% de SARM que nous avons trouveé reste

élevé et traduisent le niveau inquiétant de ces SARM.

IV. PROFIL DE SENSIBILITE DE ESCHERICHIA COLI ET DE KLEBSIELLA
SP. AUX ANTIBIOTIQUES.

L’analyse des résultats de la résistance de Escherichia coli aux bétalactamines
montrent une importante résistance aux amino-pénicillines, aux carboxy-pénicillines, aux
uréido-pénicilline (taux de résistance supérieur a au moins 75%), aux céphalosporines de
deuxiéme et aux troisiemes générations. Pour les pénicillines + inhibiteurs de bétalactamases,
on observe une résistance importante avec 66,66% de taux de résistance pour I’amoxicilline
plus acide clavulanique. L’ imipéneme reste sensible avec 97,62% comme taux de sensibilité.
Pour les autres antibiotiques, on observe une bonne sensibilit¢ a I’amikacine (75%), une
sensibilité légerement au-dessus de la moyenne pour le chloramphénicol (65,85%), et moyen
pour la tétracycline (50%). Ces résultats montrent que nos souches de E. coli sont
majoritairement résistantes aux bétalactamines. Les 72,6% et 75% de résistance au C3G

montrent qu’environs 70% des souches de E. coli produisent probablement, soit une
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céphalosporinase haut niveau soit une BLSE. En effet les souches sauvages Escherichia coli
sont naturellement sensibles aux pénicillines, céphalosporines de premiere, deuxieme et
troisieme génération, et celles qui produisent les céphalosporinases haut niveau sont
résistantes aux C3G (Francois, J., et al., 2003). L’étude d’Ahoyo et al. au Benin qui ont
trouvé 67,6% de résistance de E. coli & la ceftazidime traduit avec nos résultats, le niveau

inquiétant de multi-résistance de ce germe dans nos hopitaux.

Quant aux résultats de la résistance de Klebsiella sp. aux bétalactamines, ils montrent
une résistance a 100% a la ticarcilline, une résistance importante a la pipéracilline (75%). La
résistance a ces deux antibiotiques est normale parce que les Klebsielles sont naturellement
résistantes aux carboxypénicillines, et aux uréidopenicillines a cause de la pénicillinase a bas
niveau qu’elles produisent. On observe aussi une résistance importante aux céphalosporines
de 3°M génération c'est-a-dire 84,85% a I’amoxicilline, 85,7% a la cefotaxime, excepté la
ceftazidime et la cefepime qui ont une importante activité égale respectivement a 75% et
83,34%. Cette résistance observée avec les C3G, et la sensibilité des C3G a spectre élargie
(cefepime et ceftazidime), montre que la majeure partie des souches de Klebielles isolées sont
de BMR productrices de céphalosporinases a haut niveau (Francois, J., et al., 2003) . Un taux
de résistance similaire aux C3G a été observé avec Dinda et al. a Nairobi qui ont trouvé 67%
de résistance a la céfotaxime entre 2008 et 2009 (Dinda, V. et al., 2013). L’amoxicilline +
inhibiteur reste en majorité résistant (73,33%) contrairement a la piperacilline + inhibiteur qui

est sensible a 66,67%. L’imipénéme reste toujours sensible a 100% des cas.

V. PROFIL DE SENSIBILITE DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA AUX
ANTIBIOTIQUES.

Nous avons noté une sensibilité de 22,22% a I’aminopénicilline + inhibiteur (amoxicilline
+ acide clavulanique), une résistance de 75% aux céphalosporines de premiére génération
(cefalotine), une résistance de 85,7% aux céphalosporines de troisieme génération. Par contre,
la piperacilline (ureidopénicilline) et I’imipéneme ont montré une sensibilité importante qui
est respectivement égale a 80% et 82,6% ce qui est normal car Pseudomonas aeruginosa est
naturellement sensible a ces deux molécules. La ticarcilline et 1’aztréonam ont une sensibilité
moyenne égale respectivement a 57,15% et 50%. Le niveau de résistance aux C3G que nous

avons trouvé est confirmé par Ahoyo et al. au Benin qui ont trouvé 68,2% de résistance a la

ceftazidime. Ces résultats traduisent un taux élevé de souches résistantes de Pseudomonas

aeruginosa étant donné que nous avons une faible sensibilité a I’aztréonam. En effet le
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phénotype sauvage de Pseudomonas aeruginosa se traduit par une résistance aux
aminopénicillines, seules ou associées a des inhibiteurs de 3-lactamases et aux C1G et C2G. Il
est sensible aux carboxypeénicillines, aux ureidopénicillines, a certains C3G, aux

monobactames et aux carbapénemes (Francois, J., et al., 2003).
V1. EN RESUME

Cette étude a révelé un niveau de résistance assez élevé des bactéries qui pourraient
s’expliquer par le niveau d’hygiéne précaire, I'utilisation abusive et irrationnelle des
antibiotiques dans nos hdpitaux et aussi par ’automédication aux antibiotiques qui est tres
fréquente dans nos pays. Cette automédication a été évaluée a 40,8% des patients dans 1’étude
de Ahoyo et al. au Benin qui ont relevé 52,5% de taux de SARM (Ahoyo, T. A, et al., 2014).
Toutes ces mauvaises habitudes pourraient compromettre la sensibilité des antibiotiques de
dernier recours comme les fluoroquinolones et les MLS qui ont montré une bonne activité
dans notre étude et qui font partie des antibiotiques utilisés pour traiter les SARM (Hashem,
R. A. et al., 2013). Ces fluoroquinolones sont sujet a des resistances comme le témoigne
I’étude de Hashem et al. en Egypte qui ont trouve 58% de résistance a ces fluoroquinolones
parmi les SARM qu’ils ont isolés (Hashem, R. A., et al., 2013). La sensibilité élevée a
I’imipénéme montre qu’il reste toujours 1’antibiotique de dernier recours en cas de bacilles
multi résistantes malgré son co(t élevé. Le colt onéreux de ces antibiotiques de dernier
recours est en partie responsable de la cherté de la prise en charge des patients chez qui on a
isolé les BMR. Ce co(t est évalué en 2005 en Tunisie & environ 2100 Dinar Tunisien soit
environ 600.000 FCFA (Ben, R. F et al., 2007b). Le reste du surcodt pourrait étre attribué au
prolongement de la durée du séjour des malades et aux actes supplémentaires. Ce qui

constitue méme la problématique des infections a BMR.
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Conclusion et recommandations

CONCLUSION
Cette étude a permis de déterminer 1’écologie bactérienne des infections de site

opératoire du service de chirurgie du Centre Hospitalier Universitaire Pédiatrique Charles de
Gaulle de Ouagadougou. L’écologie bactérienne a révélé une prédominance de
Staphylococcus aureus suivi de Escherichia coli, de Klebsiella sp et de Pseudomonas
aeruginosa. Ce qui est conforme a I’écologie bactérienne des pus des infections des sites
opératoires couramment décrite. Au moins 60% de résistance de Staphylococcus aureus a été
observé avec la pénicilline G, ’amoxicilline, I’ampicilline. Quant aux autres bétalactamines,
le taux de sensibilité était égal a au moins 70%. Nous avons également noté un taux élevé de
SARM d’environ 22%, et un niveau de résistance trés élevé aux antibiotiques de Escherichia
coli de Klebsiella sp. et de Pseudomonas aeruginosa. Cette forte prévalence de BMR pourrait
s’expliquer par le niveau d’hygiéne précaire de I’environnement et le manu portage du
personnel soignant qui peut transmettre les germes résistants aux patients au cours des
interventions ou aux soins médicaux au cas ou les régles d’hygiéne ne sont pas
rigoureusement appliquées. Cette étude méme si elle présente des insuffisances liées a son
caractere rétrospectif, elle donne une idée sur le niveau de résistance des germes isolés du
service de la chirurgie entre 2010 et 2012. Elle pourrait dans ce cas servir d’amorce pour un
systéeme de surveillance et de prévention a I’émergence et a la dissémination des bactéries
multi-résistantes a partir d’études prospectives au sein du centre hospitalier universitaire

pédiatrique Charles de Gaulle de Ouagadougou.
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Conclusion et recommandations

RECOMMANDATIONS

Au comité de lutte contre les infections nosocomiales (CLIN) CHUP-CDG :
- Mettre en place un plan d’éradication des BMR
- Renforcer la surveillance épidémiologique des BMR.

- Mettre en place une série de sensibilisations du personnel soignant sur I’hygiéne des

mains et de I’environnement.
Aux personnels de la santé :

- D’observer les mesures d’hygiéne strictes des mains et de I’environnement afin de

lutter efficacement contre les infections a transmission croisée.

- D’effectuer les traitements de prédilection sur la base des données épidémiologiques

de I’écologie et de la sensibilité des bactéries isolées de chaque service.
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ANNEXES

Annexe n°1: Phénotype de résistance acquise des Staphylocoques (Frangois, J. et al., Mars
2003).

Tableau a : Phénotype de résistance aux p-lactamases

Mécanisme Pénicilline G ATB+ Pénicilline Céphalosporines
Pénicilline A Inhibiteur de M Carbapénemes
Carboxypenicilline  p-lactamase
Uréidopenicilline

Sauvage S S S S
Pénicillinase R S S S
Modification des

PLP, géne mecA R R R R
BORSA R SIR R S
MODSA S S R S

BORSA : Boderline S. aureus, MODSA : Modified S. aureus

Tableau b : phénotypes de résistance des staphylocoques aux aminosides

Phénotypes Enzymes Kanamycine Tobramycine Gentamicine
Amikacine Dibekacine Netilmicine
Isepamicine

Sauvage — S S S

K APH 3'—1lI R S S

KT ANT — 4" — 4" R R S

KTG APH 2" - AAC 6 R R R
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Tableau c : Phénotype de résistance acquise des staphylocoques aux MLS

Mécanisme  Génotype Phénotype M14® M16® Lin Clin Pril Prill Pri® KET®

M15@
Modification erm MLSg R S S S S S S S
inductible
de la cible erm MLSg R R R R R S (9® R

constitutive

(1) M14:érythomycibe, clarithromycine, dirithromycine

(2) M15 : azythromycine

(3) M16 : spiramycine, josamycine, médicamycine, tylosine
(4) Pristinamycine

(5) Ketolides

(6) (S) . antibiotique dont [’activité bactériostatique ou bactéricide est diminuée
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Annexe n°2: phénotypes de résistance acquis des entérobactéries aux bétalactamines
(Francois, J., et al., Mars 2003).

Tableau a : Résistance naturelle des entérobactéries aux betalactamines.

Groupede B- Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4
lactamines
Principaux genres | Escherichiacoli [Klebsiella Enterobacter Yersinia
d’entérobacteéries Proteus Citrobater Serratia
rencontrées en | mirabilis koseri Morganella
milieu hospitalier Salmonella Providencia
Shigella Citrobacter freundii
Aminopénicillines S R R R
Carboxypénicillines S R S R
Uréidopénicillines S I/IR S I/IR
Cl1G S S R R
C3G S S S S
Carbapénemes S S S S
Mécanismes Absence de Pénicillinase Ceéphalosporinase | Pénicillinase  +
de résistances B-lactamase a bas niveau a bas niveau cephalosporinase
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Tableau b : résistances acquises des entérobactéries aux -lactamines

Antibiotiques Pénicilli- | Pénicillinase | Pénicillinase | Céphalospo-| Céphalospo-
marqueurs nase haut résistante aux |rinase  bas |rinase haut| BLSE!

bas niveau IBL niveau niveau

niveau

Amoxicilline
AMX R R R R R R
aminopénicilline
Amoxicilline
+Ac.clavulanique

S I/IR R R? R? R3
AMC
aminopénicilline+l
BL
Ticarcilline
TIC R R R S R R
carboxypénicilline
Mécillinam
MEC S R R S S R
aminidopénicilline
Céfalotine
CF (C1G) S R S R R R
Ceftazidime R ou ,

synergie

CTX (C3G) S S S S R

1: BLSE : B-lactamase a spectre élargie. | 2 : IBL : les inhibiteurs des B-lactamases n’inhibent

pas les céphalosporinase (les céphalosporinases sont néanmoins des B-lactamases) | 3 :

souche résistante parfois intermediaire, dans tous les cas le diamétre d’inhibition pour

I’AMC est supérieur a celui de I’AMX. | 4 : Certaines BLSE peuvent donner un profil
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Annexe n°3 : liste des antibiogrammes testés en fonction des germes établie selon les

recommandations du CA-sfm.

a) Pseudomonas

ANTIBIOTIQUES SYMBOLES CHARGE DU DISQUES
Tircacilline TIC 75 ug
Piperacilline PIP 75 ug
Ceftazidime CAZ 30 ug
Imipénéme IPM 10 ug
Céfepime FEP 30 ug
Aztéonam ATM 30 ug
Gentamicine GEN 15 pg (10 UI)
Tobramycine ™ 10 pg
Amikacine AN 30 ug
Nétilmicine NET 30 ug
Ciprofloxacine CIP 5 ug
Colistine CS 50 ug
Fosfomycine FOS 50 ug
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b) Entérobactéries

ANTIBIOTIQUES SYMBOLES CHARGE DU DISQUES
Amoxicilline ou Ampicilline AMX ou AM 25 pg ou 10 pg
Tircacilline TIC 75 ug
Piperacilline PIP 75 ug
Amoxicilline + ac. Clav AMC (20 + 10) ng
Céfalotine CF 30 ug
Ceftriaxone ou Cefotaxime CRO ou CTX 30 ug
Céfepime FEP 30 ug
Aztéonam ATM 30 uG
Ceftazidime CAZ 30 ug
Imipénéme IPM 10 pG
Gentamicine GM 15 pg (10 UI)
Tobramicine ™ 10 ug
Amikacine AN 30 ug
Nétilmicine NET 30 ug
Acide nalidixique NA 30 ug
Norfloxacine NOR 5 ug
Ciprofloxacine CIP 5 ug
Cotrimoxazole SXT 23,75 ug + 1,25 ug
Colistine CS 50 ug
Chloramphénicol C 30 ug
Fosfomycine FOS 50 ¢
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c) Staphylocogue sp

ANTIBIOTIQUES SYMBOLES CHARGE DU DISQUES
Pénicilline G P 10 UI
Oxacilline OXA 1oub5pug
Cefoxitine FOX 30 ug
Gentamicine GM 15 pg (10 UI)
Tobramycine ™ 10 pg
Nétilmicine NET 30 ug
Kanamycine K 30 UI
Tétracycline TE 30 ug
Péfloxacine PEF 5 ug
Ciprofloxacine CIP 5 ug
Cotrimoxazole SXT 23,75 ug + 1,25 ug
Acide fussidique FA 10 ug
Colistine CS 50 ug
Erythromycine E 30 pg (15 UI)
Lincomycine L 15 ug
Pristinamycine PR 15 ug
Vancomycine VA 30 ug
Fosfomycine FOS 50 ug
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d) Streptococcus sp

ANTIBIOTIQUES SYMBOLES CHARGE DU DISQUES
Pénicilline G P 10 Ui
Ampicilline AM 10 pg
Oxacilline OXA 5 ug
Pipéracilline PIP 75 ug
Gentamicine GM 500 ug
Streptomycine ™ 500 ug
Kanamycine K 1 000 pg
Tétracycline TE 30 UI
Cotrimoxazole SXT 23,75 ug + 1,25 ug
Erythromycine E 15 UI
Lincomycine L 15 pg
Pristinamycine PR 15 ug
Vancomycine VA 30 ug
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Résumé

Introduction : Les infections des sites opératoires (ISO) occupent la deuxiéme position des infections
nosocomiales. Staphylococcus aureus est le germe le plus isolé de ces ISO et les SARM sont parmi les
défis majeurs de santé publique dans les établissements de soins a travers le monde. L ’émergence de
ces germes favorisée par le manu — portage du personnel soignant et le manque d’hygiéne en général
a contribué a [’augmentation du cout de la prise en charge de patients atteints d’infections
nosocomiales. Le but de cette étude est de dresser une liste des bactéries fréquemment isolées au
cours des ISO en faisant ressortir le taux des SARM a fin de booster les comités de lutte contre les
infections nosocomiales au sein de nos hopitaux pour la mise en place d’actions préventives.

Méthode : Cette étude rétrospective a été réalisée au laboratoire d’analyses médicales en
collaboration avec le service de chirurgie du CHUP — CDG de Ouagadougou entre Janvier 2010 et
Décembre 2012. Les données ont été collectées a partir du registre du laboratoire. La nature du
prélevement et les germes isolés de chaque pus ont été répertoriés ainsi que les données sur la
sensibilité par rapport a chaque antibiotique testé. L ’ensemble de ces données ont été reportées sur
fichier Excel et analysé par le logiciel Epi info.

Résultats : Au total 495 prélévements ont été recus dont 95 % (n= 470) de pus et 5 % (n= 25) de
liquide de ponction, avec 340 germes isolés. Staphylococcus aureus était majoritaire (n=114), suivi de
E. coli (n=91) et Klebsiella sp (n=38). Le nombre de SARM était de 25 sur les 114 souches soit 22 %.

Conclusion: Cette étude a montré une forte prévalence de SARM qui pourrait s’expliquer par le
niveau d’hygiéne précaire de [’environnement et le manu portage du personnel soignant qui peut
transmettre les germes résistants aux patients au cours des interventions ou des soins médicaux au cas

ou les régles d’hygiéne ne sont pas appliquées. Malgré ses limites en tant qu’étude rétrospective, elle
pourrait servir d’amorce pour la mise en place d’une action préventive de [’émergence et de la
dissémination des bactéries multi-résistantes a partir d’études prospectives au sein du CHUP — CDG
de Ouagadougou.

Mots clés : Staphylococcus aureus, SARM, infections de sites opératoires, CHUP - CDG,
Ouagadougou.
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