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INTRODUCTION




Les infections nosocomiales designent les infections acquises au cours du séjour du malade a
I’hopital. cette définition suppose que I’infection ne soit ni présente, ni en période d’incubation au
moment de 1’admission du malade. Un délai de 3 a 7 jours est habituellement requis entre
I’hospitalisation et I’apparition des premieres manifestations de 1I’infection.

Parmi les infections nosocomiales, on distingue les infections du site opératoire qui surviennent apres
une intervention chirurgicale affectant la peau, les tissus sous-cutanés ou les muqueuses.

On estime qu’environ 7% des individus qui subissent une intervention chirurgicale développent des
infections du site opératoire (56).

La survenue de ces infections est la rancon de la multiplication des gestes invasifs, du développement
des techniques chirurgicales, de la durée d’hospitalisation, de 1’utilisation de salles de chirurgies
communes, et enfin du grand nombre de patient présentant un terrain débilité (vieillissement,
immunodéficiences acquises ou thérapeutiques..)

Ces infections du site opératoire entrainent un allongement de la durée d’hospitalisation responsable
d’une mortalité lourde, d’un surcroit économique médical et social considérable et doivent donc étre
réduite au minimum.

Leur traitement devient de plus en plus difficile compte tenu de 1’apparition croissante de souches
bactériennes résistantes aux antibiotiques.

La conjugaison de ces facteurs fait que ces infections du site opératoire posent un réel probleme de
santé publique.

Il serait donc intéressant de réaliser une étude dans la région de Dakar plus précisément au C.H.U. Le
Dantec .

Il s’agira donc au cours de notre étude, d’établir la cartographie des germes responsables des
infections du site opératoire, de réaliser la mise en place de moyens de diagnostic microbiologique,
d’étudier le profil de sensibilité de ces germes aux différents anti-infectieux afin d’apprécier les

moyens thérapeutiques disponibles.
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I-/ Etude des germes responsables des infections du site opératoire.

I-1 Les streptocoques ( 4, 6, 43, 51, 56 )

I-1-1 Pouvoir pathogene et habitat (6, 43)

Les Streptocoques sont ubiquitaires. Certains sont retrouvés dans le milieu extérieur et peuvent y

survivre longtemps. D’autres vivent a I’état commensal au niveau des muqueuses et des téguments de

I’homme et des animaux.

IIs sont responsables de nombreuses infections dont la nature et la gravité varient selon les especes et

les groupes antigéniques .

e Les Streptocoques des groupes A (S pyogénes) groupe C et groupe G sont fréqguemment

rencontrés dans les infections de la sphére ORL (angines, rhinites, sinusites...) et cutanées

(surinfections de plaie érysipéle, impétigo...).

Des manifestations générales peuvent étre observées: scarlatine, septicémies. Enfin, des

complications  post-infectieuses peuvent étre observées: rhumatisme articulaire aigu,

glomérulonéphrite, chorée...

e Le streptocoque du groupe B (S. agalactiae) est surtout responsable d’infections néonatales

(présence au niveau des voies génitales) et urogénitales.

e Les Streptocoques du groupe D et les Entérocoques sont des commensaux des voies digestives

(notamment intestins ). lls peuvent étre responsables d’infections urinaires, génitales, biliaires et

endocarditiques.

e Les Streptocoques viridans ou alpha-hémolytiques et les streptocoques des autres groupes sont
des commensaux constants des voies digestives supérieures : ils sont a 1’origine d’endocardites et

d’odontites.

I-1-2 Caracteres bactériologiques (63,43)



I-1-2-1 Morphologie

Cocci & Gram+, ronds ou ovoides groupes en chainettes + ou — longues ou en diplocoques. Certaines

especes ont une capsule.
Les streptocoques et les entérocoques sont immobiles.

I-1-2-2 Caracteres culturaux
Streptococcus :

- Sont des anaérobie facultatifs (anaérobies préférentiels aérotolérants)

- Leur température optimale de croissance est de 37°C, en atmospheére enrichie de 5 — 10%
de CO..

- Exigences culturelles complexes : gélose enrichie de 5 — 10% de sang de cheval ou de
mouton.

- Colonies de taille variable selon les especes (0,5 -3 mm), gris-blanchétre,
bombées, réguliéres.

- Aspects particuliers : fines colonies punctiformes ; colonies incrustées dans la
gélose ; colonies rugueuses ; colonies plates , a bord abrupt ou muqueuses ;

- Hémolyse alpha, béta ou absentes

Enterococcus :
- Non exigeants : culture sur gélose ordinaire.
- Culture en milieu hypersalé (6,5% NaCl), bilié a 40%, a 45% .
I-1-2-3 Caracteres antigéniques et substances produites :
On distingue

- Les antigénes pariétaux impliqués dans le diagnostic direct tels que le
polysaccharide C et I’acide teichoique.
- Les antigenes impliqués dans la physiopathologie, I’immunité et le diagnostic
indirect tels que la toxine érythrogene, protéine M.
Streptolysine O, Streptolysine S, Streptokinase, Hyaluronidase, Streptodornases, Streptodornases.

I-1-2-4 Principaux caractéres biochimiques

Les Streptocoques sont :
- catalase (-), oxydase (-) ;
- activités enzymatiques : ADH, leucine-aminopeptidase, pyrrolidonyl-arylamide,

phosphatase alcaline, béta-glucuronidase, alpha et béta-galactosidase, béta-glucosidase ;



- production d’acétoine (VP) ; hydrolyse de I’esculine, de I’hippurate ;

- fermentation de sucres ;

- production de polysaccharides extracellulaires par les streptocoques oraux : dextranes (
polymeres de glucose) et l1évanes (polymeéres de fructose) provenant de la dégradation du

saccharose

I-2 Les staphylocoques (6, 27, 43, 51, 56)

I-2-1 Pouvoir pathogene et habitat
Les germes appartenant a ce genre sont rencontrés dans 1’environnement et sont des commensaux
habituels de la peau et des muqueuses de I’homme et des animaux et occupent une place importante
en pathologie infectieuse. En effet, ce sont des bactéries ( espéce type = Staphyloccus aureus) qui
peuvent étre d’inoffensifs commensaux ou provoquer des infections de gravité variable :
- infections localisées cutanées et muqueuses ( folliculites, furoncles, panaris..)
souvent
bénignes mais qui représentent parfois la porte d’entrée et la forme initiale d’infections systémiques
plus séveres.
- Infections systémiques (staphylococcémie) d’évolution aigué ou chronique ,
elles
s’accompagnent de localisations métastatiques divers (rénales , pulmonaires, osseuses, vasculaires.. ).
Ces infections séveres succedent généralement a une infection cutanéo-mugqueuse passée inapercue
ou peuvent étre d’origine iatrogene : infections des cathéters veineux et complications post-
opératoires (chirurgie vasculaire et cardiaque, chirurgie orthopédique ou neurochirurgie)
N.B: les Staphylocoques coagulases négatives (encore appelés Staphylocoques blancs, par
opposition au Staphylocoque doré) ont un pouvoir pathogéne moins important : ils provoguent

surtout des infections opportunistes.

I-2-2 Caracteres bactériologiques (6, 43)

1-2-2-1 Morphologie
Ces bactéries se présentent sous forme de :
- cocci a Gram positif sphériques (0,8 — 1 um), isolés ou groupés en diplocoques,
en amas ou en tétrade (aspect en grappe de raisin) surtout en milieu solide ;

- immobiles, asporulés, parfois capsulés



1-2-2-2 Caracteres culturaux

Ces bhactéries sont :

aérobies-anaérobies facultatives ;

culture sur gelose ordinaire, a une température de 37°C ;

colonies de 2-3 mm de diamétre, lisses, bombées, brillantes, réguliéres, blanchatres a
jaune plus ou moins foncé ;

certains sont béta-hémolytiques (lyse totale des hématies) sur gelose au sang ;

culture sur milieu hypersalé a 7,5% de NaCl : Chapman

I-2-2-3 Caractéres antigéniques et substances produites

On distingue :

la protéine A qui se fixe sur le fragment Fc des Ig G

récepteurs protéiques pour le fibrinogéne humain

Ag pariétaux spécifique de type : sérotypage

Capsule ou slime polysaccharidique

Récepteur de surface pour des bactériophages

Toxines protéiques telles que hémolysine alpha , exfoliatines, leucocidines, entérotoxines,
toxine du choc toxique staphylococcique : TSST

Les enzymes que sont la coagulase libre et la fibrinolysine  (staphylokinase),

hyaluronidase, DNAse thermostable .

I-2-2-4 Principaux caractéres biochimiques

Ces caracteres sont :

- catalase +

- oxydase —

- dégradation des sucres par voie fermentaire: glucose en aérobiose et
anaérobiose . Staphylococcus aureus fermente le mannitol .

- S. aureus produit une coagulase capable de coaguler le plasma de lapin en

quelques heures (coagulase libre)

I-3 Les Entérobactéries (6, 24, 43, 56, 62)

Les entérobactéries représentent une trés vaste famille comprenant de nombreux genres et espéces

qui représentent la majorité des isolements d’un laboratoire de microbiologie médicale.



Elles sont tres répandues dans notre environnement : eau , sol , aliments , tube digestif revétement
cutanéo-muqueux.
Elles présentent sept caracteres constamment retrouves :

- Bacilles a Gram négatif

- Culture faite sur milieu ordinaire

- Aéro-anaérobies facultatifs (AAF)

- Utilise le glucose par voie fermentaire

- Oxydase négative

- Catalase positive

- Nitrate réductase positive

I-3-1 Pouvoir pathogene et habitat (43, 62)

Ces bactéries sont souvent rencontrées au niveau du tractus digestif. Elles peuvent également étre
présentes dans I’environnement.
Elles sont aussi impliquées dans les infections urinaires (environ 95%) mais également dans divers
types d’infections notamment :

- les infections néo-natales.

- Les infections broncho-pulmonaires

- Les infections ORL

- Les infections cutanéo-muqueuses : surinfections de plaie

I-3-2 Caracteres bactériologiques (43,62)

1-3-2-1 Morphologie
Bacilles a Gram négatif , asporulés, 2 — 4um x 0,4 — 0,6um, cultivant sur milieu ordinaire
(exemple TS) , AAF, catalase +, oxydase -, réduisant les nitrates en nitrites , dégradant le glucose par
métabolisme fermentatif (avec ou sans production de gaz), mobiles par une ciliature péritriche ou

immobiles, hotes normaux du tube digestif de I'homme et des animaux.

I-3-2-2 Caracteres culturaux
Les entérobactéries ne présentent pas d’exigences culturales particuliéres : elles poussent rapidement
sur milieu usuel (type gélose TS). Les cultures ont des aspects tres variables en fonction des germes

et des espéces. Les colonies du genre Proteus envahissent la gélose.



I-3-2-3 Caractéres antigéniques et substances produites
11 existe trois types d’antigénes utilisés a des fins diagnostiques (sérotypie, sérodiagnostic) :

- antigénes de paroi: antigenes somatiques: antigenes O : gluco-lipido-protéiques-
endotoxine ;

- antigenes capsulaires ou d’enveloppe : AgK peuvent masquer AgO.

I-3-2-4 Caractéres biochimiques d’identification
Ce sont les caractéres de definition de la famille des entérobactéries et qui permettent le diagnostic
de genre et d’espéce.
L’identification des caracteres biochimiques passe par :

- une éetude de la fermentation des sucres : glucose (+) ; lactose (+) ou (-) (milieu lactosé +
indicateur coloré)

- la recherche d’enzyme du métabolisme bactérien : métabolisme des glucides: béta-
galatosidase (test ONPG) ; métabolisme des aminoacides : ADH, LDC, ODC, TDA;
uréase ; gélatinase.

- Larecherche de divers métabolites : production d’indole ; production d’acétoine : réaction

de voges-Proskauer (VP) ; production d’HzS.

I-3-3 Principales entérobactéries isolées

1-3-3-1 Escherichia coli (22)
Trés ubiquitaires (80% flore intestinale aérobie de I’adulte)
Pouvoir pathogéne
C’est un germe impliqué dans plusieurs types d’infections notamment les infections apres chirurgie
digestive .
Il est aussi impliqué dans les méningites néonatales, diarrhées infectieuses, les septicémies et
bactériémies.
Principaux éléments de diagnostic
C’est un germe le plus souvent mobile, lactose (béta-galactasidase, ONPG) positive ;
TDA, VP négatifs ;
LDC positif ; ODC variable ; indole positif ;
Sucre : nombreux fermentées ; pas d’amygdaline ni inositol ;
1-3-3-2 Klebsiella. Entérobacter. Serratia. (33)

Ces germes sont des hétes normaux du tube digestif et de certaines cavités naturelles.



Pouvoir pathogéne
Ces germes sont surtout retrouvés en milieu hospitalier ou ils sont responsables d’infections
nosocomiales.
Ils sont impliqueés dans :
- les infections urinaires sur sonde, cathéter ...
- les infections ORL et broncho-pulmonaires ;
- infections sphere digestive ;
- méningites ;
- bactériémies-septicémies
Principaux éléments de diagnostic
Les Klebsielles sont immobiles et se présentent sous forme de colonies muqueuses en milieu de
culture solide.
Ils sont lactose (béta-galactosidase, ONPG) positif ; TDA négatif ; VP positif ;

11-3-3-3 Proteus — Providencia — Morganella (33)

Ces germes sont des hotes normaux du tube digestif de la peau et des orifices naturels. Ils sont
saprophytes de I’environnement et présentent un grand polymorphisme.
Pouvoir pathogéne
On retrouve ces germes dans les infections urinaires. 1ls peuvent coloniser ou infecter les plaies
cutanéomuqueuses ou les plaies de chirurgie post opératoire.
Principaux éléments de diagnostic
Ces bacteéries sont :

- Lactose (béta-galactosidase, ONPG) négatif ;

- VP négatif ;

- TDA positif ; uréase souvent positive ; indole positif, sauf P. mirabilis

- Sucres négatif (sauf glucose) ;

- Résistance a la colimycine ;

I11-4 Les Pseudomonas (43, 55, 62, 55)
La famille des Pseudomonaceae regroupe un grand nombre d’espéces bactériennes : ce sont des
bacilles a Gram négatif non fermentaires , aérobies strictes et généralement trés mobiles. Le genre
Pseudomonas dont le principal germe isolé dans le laboratoire de bactériologie est le Pseudomonas

aeruginosa représente le germe type de cette famille.



Leur développement sur milieu ordinaire est assez rapide, caractérisé par un mode de production

énergétique ne faisant par intervenir la fermentation.

11-4-1 Pouvoir pathogene et habitat (43, 55, 62)
Le genre Pseudomonas regroupe de trés nombreuses especes, dont la plupart sont saprophytes et sont
rencontrées dans le sol, I’eau et sur les plantes.
Trois especes essentiellement sont pathogénes pour ’homme :
» P. mallei et P. pseudomallei sont des bactéries pathogénes pour I’homme et sont responsables
respectivement de la morve et de la mélioidose, maladies présentes en Orient et Extréme-Orient .
» P. aeruginosa (bacille pyocyanique) est responsable d’infections sévéres en milieu hospitalier.
Cette bactérie est dite « pathogéne opportuniste » et peut provoquer divers types d’infections.
- infections locales (ceil, oreille externe, plaies, bralures...)
- infections nosocomiales (méningites, infections urinaires ascendantes provoquees pas des
manipulations exploratrices,...)
- infections pulmonaires
- gastro-entérites aigués
- septicémie
» Les autres Pseudomonas sont rarement rencontrés en pathologie humaine, sauf en milieu

hospitalier ou ils peuvent infecter des patients immunodéprimés.

I-4-2 Caracteres bactériologiques (43, 55, 62)

I-4-2-1 Morphologie
Ce sont de fines bacilles a Gram négatif, rarement capsulées avec une coloration généralement
uniforme et des extremites effilées.

IIs sont mobiles grace a une ciliature polaire.

I-4-2-2 Caracteres culturaux
Les Pseudomonas sont :
- aérobies strictes et se cultive sur milieu ordinaire avec une température de 10 a 42°C
(optimum = 30°C) ;
- colonies transparentes, a bord frangé, surface réguliere, reflet nacre ;
- odeur aromatique, présence de pigmentation pyocyanique bleue, spécifique de P. aeruginosa

et pyoverdine jaune-vert fluorescent en U.V



- culture sur milieu sélectif au cétrimide

I-4-2-3 Caracteres antigéniques et substances
produites
Les Pseudomonas sont :
- catalase positif ; oxydase positif ;
- ADH positif ; NOz réduits en NO2 ou Nz ;
- Glucose positif, métabolisme oxydatif ;

- Exo-enzymes protéolytiques, lipolytiques : gélatinase, lipase...

11 / Résistance bactérienne aux antibiotiques
La résistance bactérienne désigne [’aptitude d’une bactérie a pousser dans un milieu ou la
concentration en antibiotique est notablement plus élevée que celle qui empéche habituellement le
développement des autres souches de la méme espéce. En d'autres termes, il y a une diminution de la

sensibilité bactérienne en comparaison avec celle de souches de référence.

I1-1 La résistance naturelle( 1, 35)

Le spectre d’un antibiotique représente I’ensemble des germes pour lesquels cet antibiotique est
sensible. Certains germes peuvent, de maniére spontanée, ne pas réagir a cet antibiotique. On dit alors
qu’il y a une résistance naturelle. Elle est due soit :

- aune absence de cibles pour ’antibiotique ;

- aune sécrétion naturelle par les germes d’une enzyme qui détruit 1’antibiotique ;

- aune imperméabilité de la paroi bactérienne a 1’antibiotique ;
Ce type de résistance est stable. Elle peut permettre de caractériser une espece bactérienne. Elle doit
étre connue pour chaque antibiotique afin de diriger la prescription a chaque fois que

I’antibiogramme n’est pas disponible au moment de la mise en route du traitement.

11-2 La résistance acquise (1, 35)
Certains germes qui jusque la étaient sensibles a un antibiotique donné, peuvent acquérir une
résistance apres un certain temps plus ou moins long. On parlera alors de résistance acquise. Celle-ci
admet dans son déterminisme, soit un mécanisme de mutation, soit un mécanisme de transfert de

genes.

11-3 Support génétique de la résistance (8, 35, 40, 53, 59, 64)



Au plan génétique, la résistance acquise peut survenir par mutation ponctuelle, par remaniement du

génome ou par acquisition de matériel génétique étranger. Il existe deux supports essentiels.

I1-3-1 Résistance par mutation chromosomique (8, 35, 40)
Il peut s’agir d’une mutation ponctuelle soit dans un geéne de régulation, entrainant par exemple une
hyperproduction d’enzymes inactivant les antibiotiques, soit dans le géne de structure modifiant le
spectre d’une enzyme. Il peut s’agir également d’un remaniement du génome.
Ce type de résistance est caractérisé par sa spontanéité, sa rareté, sa specificité et sa stabilité.

L’antibiotique agit comme sélecteur de la souche mutante.

11-3-2 Résistance plasmidique (8, 35, 53, 64)
Elle est encore appelée résistance extra-chromosomique. L’information génétique est portée par des
plasmides et est transférable a d’autres bactéries par conjugaison, transduction ou transformation.
L’ensemble des geénes peut étre sur les fragments d’ADN, appelés transposons qui peuvent s’intégrer,
soit dans les plasmides, soit dans le chromosome en allant de 1’un a I’autre. cette information permet
I’expression d’une résistance a un ou plusieurs antibiotiques.

Des plasmides de résistance peuvent s’intégrer dans le génome bactérien.

11-3-3 Résistance par dérépression d’un géne (59)
Elle survient lorsque I’expression d’un géne susceptible d’induire une résistance est bloquée en
amont par un gene répresseur. Une mutation de ce gene de résistance empéchant la fixation du
répresseur ou plus fréquemment I’action « inductrice » de certains antibiotiques qui provoquent une
dérépression par compétition sur le site d’attachement de la protéine répresseur du géne de résistance

entrainant la sélection de souches résistantes aux molécules concernées.

I11-4 Mécanisme de résistance acquise des bactéries aux antibiotiques
Trois principaux mécanismes sont responsables de la résistance aux antibiotiques (tableau I)
- lamodification de la cible des antibiotiques
- la synthése d’enzymes inactivant les antibiotiques

- ladiminution de la perméabilité bactérienne aux antibiotiques.



Tableau | : Principaux mécanismes de résistance acquise aux antibiotiques (35)

TYPES DE RESISTANCE MECANISMES DE RESISTANCE




Altération de la cible
- Aminosides

- Beéta-lactamines

- Quinolones

- Sulfamides

- Triméthroprime

- Altération des protéines ribosomales

- Altération du cycle béta-lactame ou nouvelle PLP

- Altération des topo-isomérases Il et IV

- DHFS

- DHFR

insensible

insensible

Détoxification enzymatique

- Aminosides

- Béta-lactamines

- Chloramphénicol

Acétyl transférases adényltransferases

Béta-lactamase

Acétyltransférases

Modification de la perméabilité

- Béta-lactamines, quinolones |-  Altération des protéines de membrane externe

chloramphénicol, triméthoprime | (porines)

sulfamides

- Quinolone - Afflux actif, nouveau systeme de transport
membranaire

DHFR : Dihydrofolate réductase

PLP Protéine liant la Pénicilline




DHRS : Dihydrofolate synthétase

11/ Les antibiotiques dans les infections du site opératoire

I11-1 Les béta-lactamines (7, 34, 48)
Ce sont des antibiotiques bactéricides possédant tous un cycle béta-lactame (responsable de 1’activité
anti-bactérienne) dans leur structure chimique.

On distingue trois sous-familles dans ce groupe.

I11-1-1 Les pénicillines

Elles sont constituées d’un cycle béta-lactame accolé a un cycle thiazolidine.
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Acide — 6 aminopénicillamique

Figure 1 : structure Pénames

Les pénicillines les plus fréquemment utilisées sont :
» Les aminopénicillines

- ampicilline

- amoxicilline

- amoxicilline + acide clavulanique



Leur spectre d’activité comprend les entérobactéries, ne sécrétant pas de béta-lactamases (E. coli,
Proteus indole) et les Streptocoques .
Pour I’association amoxicilline + acide clavulanique, le spectre d’activité peut s’étendre au
entérobacteries sécrétrices de béta-lactamases.
» Les carboxypénicillines :
- Carbénicilline,
- Ticarcilline
Spectre d’activité s’étend des Pseudomonas, Proteus aux ampicillino-résistants.
» Les ureidopénicillines :
- Piperécilline
- Mézlocilline
Leur spectre d’activité regroupe la plupart des souches d’entérobactéries, les Pseudomonas et les

Streptocoques.

I11-1-2 Les céphalosporines

Elles sont constituées d’un cycle béta-lactame accolé a un cycle dihydrothiazolidine ( Figure 2).
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Figure 2 : structure de céphénes

Les céphalosporines sont subdivisées en quatre groupes.
» Les céphalosporines de premiere génération avec :
- Cefalotine
- Cefazoline
- Céfaloridine
Leur spectre d’activité regroupe les staphylocoques, streptocoques et entérobactéries (sensibilité

variable selon les souches)

» Les céphalosporines de deuxieme génération :

- Cefoxitine

- Céfamandole

- Cefuroxime
Leur spectre d’activité regroupe les streptocoques, staphylocoques et certains entérobactéries .
» Céphalosporines de troisieme génération

- Céfotaxime

- Ceftazidime

- Ceftriaxone
Spectre d’activité : bacilles & Gram négatif sécréteurs de béta-lactame, Pseudomonas.
» Céphalosporines de quatrieme génération qui ont un spectre d’activité élargi et qui sont actifs sur

la majorité des germes d’importance médicale.
- Cefépime

- Cefpirome



I111-2 Les monobactames (7)
Le seul représentant de ce genre est 1’ Aztréonam dont le spectre d’activité concerne :
- bacilles a Gram négatif sécréteurs de béta-lactamases,
- les streptocoques

- les staphylocoques

I11-3 Les aminosides (13)
Ce sont des antibiotiques bactéricides a large spectre possédant une structure aminoglycosidique. Ce
sont :
- les aminosides de premiére génération : Kanamycine
- les aminosides de deuxiéme génération : Amikacine, Gentamicine , Tobramycine

- les aminosides de troisieme génération : Netilmycine

I11-4 les phénicoles (7)
Ce sont des antibiotiques bactériostatiques a large spectre qui couvrent une grande variété de germes
a Gram positif et & Gram négatif. Nous distinguons dans ce groupe le chloramphénicol et le
Thiamphénicol.

I11-5 Les quinolones (7, 10, 64)
Ce sont des antibiotiques bactéricides a large spectre possédant une structure de base comportant un
cycle accolé a un hétérocycle pipérazine en position 7 et un atome de fluor en position 6. On
distingue :
» les quinolones anciennes : acide nalidixique
» les quinolones de deuxiéme génération ou Fluoroquinolones : Norfloxacine, Péfloxacine,
Ciprofloxacine.

Spectre d’activité : Entérobactéries, Staphylocoques et Pseudomonas (inconstant)

111-6 Les antibactériens de synthese
Nous citerons principalement :
- Les oxyquinoleines avec la Notroxoline,
- L’association sulfamétoxazole-trimétoprime, possédant un trés large spectre

permettant d’exercer un effet bactéricide.



IV/ Mécanisme d’action des antibiotiques
Les antibiotiques vont perturber la vitalité des bactéries. Pour étre efficace, un antibiotique doit
atteindre une cible précise dans la bactérie, ce qui suppose que I’antibiotique arrive a une
concentration suffisante au niveau du foyer infectieux.
Deux types de cibles sont artificiellement distingués :
- les cibles faisant partic d’une voie métabolique constitué par les partenaires
d’une réaction enzymatique indispensable a la vie de la bactérie.
- Les cibles participant a la structure de la bactérie constitué par la paroi, la

membrane cytoplasmique , les ribosomes, ’ADN

IV-1/ Mécanisme d’action des béta-lactamines
Les béta-lactamines agissent en bloguant la synthése du peptidoglycane, constituent commun de la
paroi des bactéries a Gram négatif en inhibant les enzymes essentielles a la synthese : les
transpeptidases et les carboxypeptidases, appelées protéines de liaison a la pénicilline (PLP). La
fixation de I’antibiotique empéche celle du substrat naturel (Acyl-D-Alany-D- Alanine) qui présente
une analogie structurale avec le cycle béta-lactame.
La synthése du peptidoglycane est alors inhibée, la bactérie n’est plus protégée du milieu extérieur et

du milieu intérieur hostile, ce qui se traduit par une lyse bactérienne.

IV-2 Mécanisme d’action des aminosides (12, 15)
Ces antibiotiques agissent en perturbant 1’intégrité de la membrane externe et de la membrane
plasmique des bactéries en se fixant sur I’ARN ribosomal sur la sous unit¢ 30 S avec une forte
affinité : ce qui entraine des erreurs de lecture des ARN messagers donnant des protéines anormales

qui s’incorporent a la membrane et 1’alterent.

IV-3 Mécanisme d’action des phénicoles (12, 15)
Ils agissent en inhibant la synthése protéique en se fixant au niveau de la sous unité 50 S des

ribosomes et empéchant la transpeptidation de I’ARN de transfert.

IV-4 Mécanismes d’action des quinolones (15)
Les quinolones inhibent I’ADN gyrase qui change la topologie de I’ADN.
Elles se fixent sur la sous unité A de la gyrase et entrainent une fragmentation de I’ADN, responsable

de la mort de la bactérie.



IV-5 Mécanisme d’action du Cotrimoxazole
Le Cotrimoxazole inhibe la synthése des acides nucléiques en agissant sur les deux enzymes
principales de la voie de synthese des bases puriques : le sulfaméthoxazole inhibe le dihydrofolate

synthétase (DHS) et le triméthoprime la dihydrofolate réductase (DHR)

MATERIEL ET METHODES




I / Matériel

I-1 souches bactériennes

I-1-1 Patients
Les malades sont recrutés au niveau de divers services du centre hospitalier et universitaire , I'Hopital
Aristide Le Dantec

I-1-2 Souches a tester
Les souches a tester proviennent des prélevements de différents services a savoir : clinique
gynécologique et obstétrique, chirurgie cardiovasculaire et thoracique, chirurgie abdominale et
viscérale.
Ces souches avaient été isolées et identifiées au laboratoire de Bactériologie et Virologie de
I’H.A.L.D. 1l s’agit de :

- Cocci a Gram + :
e Staphylocoques
e Streptocoques

e Entérocoques

- Bacilles a Gram -
e Entérobactéries

e Pseudomonas

I-2/ Prélévement
Le prélevement doit respecter les conditions d'asepsie et de stérilité.

e Eau distillée stérile

Boite stérile

Gangs steriles

Seringues et aiguilles

Ecouvillons

1-3 / Isolement des souches



- Matériel
e Anse de platine
e Bec Bunsen
e FEtuve
e Lamelles et lames
e Microscope optique
e Réfrigérateur

e Jarre pour obtenir une atmospheére a 5% de O2

- Réactifs :
* Gélose Columbia au sang ordinaire (GSO)
* Réactifs pour coloration de Gram
* Bouillon au thioglycolate (systématique)

* Gélose au sang cuit + Polyvitex (GSO)
* GSC + Baccitracine a 300 mg / ml
* GSC + Gentamicine a 6ug / ml

* GSO a l'acide nalidixique et a la colistine.
* Gélose a I'éosine et au bleu de méthylene (EMB)
* Gélose Chapman

La gélose Columbia ou gélose tripticase est utilisée comme milieu de base pour la préparation de ces
milieux.
La gélose au sang frais est souvent enrichie en chlorhydrate de Pyridoxal a 1,01g/l et/ou en

chlorhydrate de cystéine a 0,019/l (ou L-cystéine)pour la recherche de streptocoques déficients

1-4 / Identification

Streptocogues

- Par sérogroupage

° Esculine

° Bouillon glucosé tamponné
U Centrifugeuse

U Anse de platine

° Bec Bunsen



° Bain-Marie a 56°C

° Reéactif de groupage Slidex Strepto-Kit (Bio-Merieux)
° Plaque pour agglutination
° Pipette Pasteur
° Tube a Hémolyse
- Par Api
. Api strepto
. Tube a hémolyse
. Eau distillée
. Pipettes Pasteur
= Bouillon a 6,5% de NaCl
. Huile de paraffine
. Etuve a 37°C

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pousse en milieu chapman .
Les souches sont d'abord réisolées sur gélose MH et gélose nutritive en boite de pétri. L'identification
des souches se fait par lI'aspect des colonies. La recherche de coagulase libre et de la DNase
*  Boites de pétri
*  Tube a hémolyse
*  Portoirs
*  Micro pipettes
*  Papier buvard
*  Plasma de lapin lyophilise
*  Eau distillée stérile
*  Milieu MH
*  Gélose nutritive
*  Milieu DNase
*  Acide chlorhydrique 1N
*  CSB staphylocoque

Entérobactéries




On utilise une galerie d'identification

YV V.V V V V V V V V

Milieu urée- indole
Mannitol- mobilité
Glucose-Lactose
H»2S

Citrate Simmons
CSB Entérobactéries

I-5 / Etude de la sensibilité par E-test

Applicateurs

Cassettes pour la sélection d'antibiotique

Bandes adhésives

Feuilles dessicateurs

Tubes de stockage

Ecouvillons stériles, pinces, échelles Mac Farland
Bandes E-test

Boites de pétri de 90 ou 150 mm de diametre

Guide lecture E-test

Nouvelles normes de NCCLS

Réactifs :

Eau distillée

Eau physiologique
NaOH

NaCl

HCI

Milieu MH

I-6 Antibiogramme standard
Boites de pétri
Ecouvillons
Disques d'antibiotiques
Distributeur ou pince
Etuve
Echelle Mc farland



*  Gélose Mueller Hinton : Entérobactéries, Staphylocoques, Pseudomonas et Entérocoques
*  Gélose au sang cuit : Streptocoques

*  Gélose columbia et gélose trypticase soja : Streptocoques déficients

I-7 Matériel pour la conservation
Apres les tests, les souches sont conservees au Freezer a -70°C
Le matériel utilisé est le suivant :
=  Cryotube NUNC®
= Portoirs a cupules numérotés et couverts
= Bandes adhésives

= Dijfférents milieux de conservation

1-8 / Exploitation des résultats
Le traitement des résultats et information sera effectué sur File Maker Pro3 et Whonet 4 qui permet
de clarifier l'efficacité des antibiotiques cités dans les recommandations de prise en charge des

infections suppuratives par différentes sociétés médicales.

Il / METHODES

11-1/ Préparation des milieux
L'élaboration des milieux se fait a partir des poudres lyophilisées.
Au moment de I'emploi, on pése avec précision une guantité de poudre équivalent a la quantité de
milieu dont on a besoin.
La poudre dissoute est chauffée et maintenue & ébullition pendant environ 2mn pour permettre la
dissolution des cristaux. Les milieux sont ensuite repartis soit dans les tubes soit dans les flacons
stériles avant d'étre autoclavés (pendant 15 a 20mn a 120-121°C). Les tubes sont stockés sous forme
de culot, au moment de I'emploi ils sont fondus ensuite solidifies pour réaliser les milieux inclines.
Quant aux flacons ils sont fondus au bain-marie bouillant avant I'usage et repartis dans les boites de
pétri.

Ces milieux préts a I'emploi sont conservés a 4°C dans des sacs plastiques soudés.

11-2 / Préléevements

La qualité des prélevements conditionne la suite de lI'analyse et la valeur des résultats.



Le prélévement doit respecter les conditions strictes d’asepsie et de stérilité.

- suppuration superficielle : dans la mesure du possible, le prélevement sera
effectué a I’aide d’une pipette ou d’une aiguille montée sur une seringue. Mais
souvent on ne peut prélever qu’a 1’écouvillon, en sachant que cette technique
est peu précise.

- Suppuration fermée : le prélévement se fait a I’aide d’une aiguille montée sur
seringue. Expulser le contenu dans un tube stérile.

11-3 / Conservation

Tous les prélévements sont gardés a -70°C.

11-4 / Examen cytobactériologique
Examen macroscopique
Il permet d'observer la consistance, la coloration présence ou non de sang .

Cet examen va renseigner sur I’abondance et les caractéres organoleptique du produit pathologique.

Examen microscopique apres coloration de Gram, BM ou MGG.

A partir du produit pathologique préalablement traité si nécessaire, on réalise un frottis qui sera
coloré au Gram et/ou au May Grunwald Giemsa.

L'examen microscopique a l'objectif x 100 permet d'apprécier : Le nombre de polynucléaires, I'aspect
de la flore, le nombre de cellules épithéliales. Le rapport nombre de polynucléaires sur le nombre de

cellules épithéliales (2 pour un prélevement acceptable) permet de distinguer différentes situations :

I1-4-1 / Les streptocoques

Examen microscopigue

Ce sont des cocci Gram + disposés en chainettes plus ou moins longues.

Isolement
Le prélevement est ensemencé sur GSO + Acide nalidixique + Colistine. La boite de pétri est incubée
a 37°C pendant 24 h dans une atmospheére a 5% de CO..
Aprés examen macroscopique de la culture, on note les caractéres de I'némolyse et l'aspect des
colonies.

- Les B-hémolytiques : presomption de Streptocoques A, B, C, D, F, G, L.



e Les Streptocoques B et D donnent des colonies bombées, opaques de 1 a 2mm de diametre.

e Les Streptocoques A, C et G donnent des colonies transparentes en domes, d’un diameétre de
0,5mm environ .
e Les colonies des Streptocoques du groupe F et certaines souches de S. mutans ont la taille
d'une téte d'épingle.
- Les non hémolytiques
- Les a-hémolytiques

Identification biochimique

* La catalase

Sur les cocci Gram + en colonies B-hémolytiques on effectue la recherche de la catalase. On dispose
une goutte d'eau oxygénée (H202) sur une lame et on y émulsionne une colonie de bactéries. Une
réaction positive se traduit par un dégagement de bulles d'oxygéne.

La réaction est négative avec les streptocoques

* Distinction entre Entérocoque et Streptocoque.

La distinction se fait par ensemencement du milieu Bile- Esculine-Azote (BEA) et bouillon hypersalé
(BHS).
* BEA

Principe
Ce milieu est destiné a I'isolement sélectif et a la différenciation des streptocoques D pour lesquels la
tolérance a la bile et a I'nydrolyse de I'esculine est considérée comme des caractéeres constants

Lecture
Les colonies de Streptococcus sont petites et translucides avec un halo tres net. Seules les Listeria
peuvent donner des colonies assez semblables.
Exceptionnellement, d'autres espéces comme les staphylocoques peuvent se développer mais leur
aspect est différent.

- Les Streptocoqgues BEA + sont des streptocoques du groupe D.
Exceptionnellement on peut avoir les S. mutans.

- Les Streptocoques BAE - sont des streptocoques non groupables



Principe
Ce milieu sert essentiellement a la confirmation et a la différenciation des streptocoques BAE+
Lecture
- Les "entérocoques vrais" se développent en 24-48h
- Les non entérocoques sont incapables de pousser.
* Groupage par Slidex Streptokit
Principe
Il consiste a mettre en évidence aprés extraction enzymatique des antigénes polysaccharidiques
(polyoside C) de la paroi des streptocoques par agglutination de particules de latex sensibilisées par
des immunoglobulines de lapin spécifiques de groupe.
Il s'agit de faire un groupage pour la recherche du type de streptocoques B-hémolytiques et lorsque
I'esculine n'est pas hydrolysée.

Mode opératoire

- Recueillir une anse de culture
- Emulsionner dans 0,4ml d'enzyme
- Incuber a 37°C pendant 15mn
- Distribuer le latex dans les cupules
- Ajouter l'extrait, une goutte par cupule
- Mélanger en étalant
- Balancer et lire au bout d'une minute
Lecture
On recherche la présence d'agglutination au niveau des cupules.
* Micro CSB Streptocoques
Principe
C'est une micro méthode d'identification. elle consiste a ensemencer des plaques présentant des
cupules qui renferment des substrats déshydratés destinés a la mise en évidence d'activités
enzymatiques ou d'assimilation des substrats carbonés un milieu approprié (fermentation) ou hostile.
Ces puits sont ensemences avec un inoculum qui reconstitue le milieu. Aprés incubation, la lecture
des réactions est effectuée directement ou apres addition de réactifs révélation.

Mode opératoire

- Préparer une suspension bacterienne de turbidité égale a celle de I'échelle 4 Mc Farland dans
1ml d'eau distillée stérile avec une bofite entiere de culture de 24heures sur gelose au sang (par
écouvillonnage) . Utiliser une culture de 48 heures pour les colonies naines.

- Distribuer 100pul d'inoculum bactérien par cupule, de VP a BHS



Verser le reste de la suspension bactérienne dans 1ml de MEVAG Streptocoque et melanger.

Ensemencer les cupules de ARA a GLY avec le MEVAG ainsi inoculé (100ul par cupule)

Fermer les cupules ADH et tous les sucres avec 2 gouttes d'huile de paraffine.

Incuber a 37°C sur un plateau recouvert de papier buvard imbibé d'eau.

Lire aprés 4 heures puis apres 18 heures d'incubation.

Lecture et identification

Tableau Il : Identification des Streptocoques

Tests

Substrats

Réactifs / Enzymes

Résultats positifs

Résultats négatifs

VP Glucose + pyruvate | Production d’acétoine | Rose-rouge Incolore

ESC |Esculine Béta-glucosidase Noire Incolore

ADH |Arginine Arginine Rouge Jaune
décarboxylase

BHS | Glucose Croissance en milieu|Jaune Violet
hypersalé

ARA |L- Arabinose

MAN | Mannitol

SOR | Sorbitol

TER | Tréhalose

RAF |Raffinose

SOS |Sorbose Fermentation Jaune Rouge

INU | Inuline

LAC |Lactose




RIB Ribose
AMD | Amidon
GLY |Glycérol

11-4-2 / les Staphylocoques

Examen microscopique
Ce sont des cocci Gram + groupés en amas ou en grappes de raisin.
Isolement
L'ensemencement se fait en gélose Chapman. Apres incubation a 37°C pendant 24 heures, on note

I’aspect macroscopique des colonies. S. aureus se présente souvent sous forme de colonies



volumineuses, pigmentées et entourées d'une auréole jaune car le germe fermente le mannitol. Les
autres especes donnent de petites colonies, le mannitol souvent n'est pas fermenté.

Identification

Colonies suspectes sur milieu Chapman

~ ™~

Cocci Gram+, en amas catalase+ Cocci Gram+ , en chainette catalase
Famille des Micrococcacae Famille des Streptococcacae

Dnase Coagulase Thermonuclease

e ™~

Colonies jaynes d'or colonies blanc porcelaine jaune claire rose
Positif — S. aureus Négatif — autres Staphylococcus

CSB Staph CSB Staph

Catalase

Les Staphylocoques sont catalase +



Recherche de la DNAse

Principe
Certaines bactéries sont capables de dégrader I'acide désoxyribonucléique inclus dans le milieu de
culture gréce a la Dnase. Sur la gélose a I'ADN a I'acide d'un réveélateur (HCI).

Mode opératoire

- Ensemencer la gélose a I'ADN par stries a partir de souches de 24h.

- Incuber a I'é¢tuve a 37°C pendant 24h

- Inonder la boite de pétri avec du HCI 1N

- Enlever I'exces d'acide et rechercher la présence d'un halo clair autour de la
strie d'ensemencement.

Lecture

e Zone claire autour de la strie, le reste de la boite reste opaque : souche
DNase (+)

e Absence de zone claire autour de la strie : DNase (-)
Recherche de coagulase libre
Principe
La production de la coagulase permet de différencier les souches S. aureus des souches S.

epedermidis et les Micrococcus. Ce test est réalisé pour les cocci Gram+, catalase+.

Mode opératoire

- charger le portoir de tubes a hémolyse stériles
- mettre en solution le plasma de lapin lyophilisé en ajoutant le volume d'eau distillée
nécessaire.
- Mélanger dans chaque tube a hémolyse 0,5ml de plasma et 0,5ml d'une suspension
- Laisser incuber a 37°C pendant 24h
- Lire 24h aprés en inclinant le tube.
Lecture
Les souches de S. aureus provoquent la coagulation du plasma entre une demi heure et une heure.
Micro CSB Staphylocoques
Principe
C'est une micro méthode d'identification des Staphylocoques.



Il s'agit d'une méthode miniaturisée standardisée permettant la mise en évidence d'activités

enzymatiques et de fermentations sucrées. Avec 15 tests biochimiques, elle permet de faire un

diagnostic d'espéce des staphylocoques coagulase.

Mode opératoire

Préparer une suspension bactérienne de turbidité égale a celle de I'échelle 1 Mc Farland dans 1ml

d'eau distillée stérile avec quelques colonies d'une culture de 24h sur gélose au sang ou sur MH.

Distribuer 100ul d'inoculum par cupule de URE a NIT

Verser le reste de la suspension bactérienne dans 1ml de MEVAG staph et homogénéiser.
Ensemencer les cupules URE a NIT, ADH, ODC et tous les sucres avec 2 gouttes d'huile
de paraffine.

Incuber & 37°C pendant 18-24h sur un plateau recouvert de papier buvard imbibé d'eau.

Lecture et identification

Tableau 111 : Identification des Staphylocogues

Tests |Substrats Réactions / enzymes Résultats positifs | Résultats négatifs
UREE |Urée Uréase Rose framboise Orange
ADH | Arginine Arginine décarboxylase |Rouge Jaune
ODC | Ornithine Ornithine décarboxylase | Rouge Jaune
VP Glucose + pyruvate | Production d’acétoine Rose rouge Incolore
ONPG |ONPG Béta-galactosidase Jaune Incolore
NIT Nitate de K Nitrate réductase Rouge incolore
GLU Glucose

TRE Tréhalose

MAN | Mannitol

XYL | Xylose fermentation Jaune Rouge
SAC Saccharose

GLY | Glycérol




MNE | Mannose
LAC Lactose
RAF Raffinose

11-4-3 Les Entérobactéries

Examen microscopique
Ce sont des bacilles Gram- plus ou moins courtes, étroits, immobiles ou mobiles par une ciliature
péritriche.

Isolement



L'ensemencement se fait sur milieu EMB et CLED.
L'incubation se fait pendant 24 heures a 37°C
Sur EMB on note :

- Bactéries Lactose-positive sont violet foncées :

*

Colonies plates : diametre entre 2-3mm, éclat métallique verdatre par réflexion, centre

sombre a noir par transparence font penser a E. Coli.

*

Colonies convexes muqueuses ayant tendance a confluer font penser aux Klebsiella.

*

Colonies centre gris marron par transparence mais sans éclat métallique : Enterobacter.

- Bactéries Lactose-négatives, sont des colonies grisatres selon I'aspect on a :

*

Colonies gris-ambrées transparentes diamétre 1-2mm, font penser aux Salmonella et aux
Shighella.

Colonies grisatres, pellicules autour des colonies : Proteus.

*

Sur les milieux CLED on note :
- Colonies jaunes, opaques a centre legérement plus foncé (E. coli)
- Colonies muqueuses (Klebsiella)
- Colonies bleues, translucides ( Proteus).
Identification

Test a I'oxydase

Les entérobactéries sont oxydase (-).

Galerie classiqgue des entérobactéries

C'est une mini-galerie composee de :
- Milieu Mannitol-mobilité
- Milieu Kligler Hajna
- Milieu Urée-indole
- Milieu citrate de Simmons.
Elle permet I'identification des entérobactéries les plus fréquemment rencontrées .
Micro CSB Entérobactéries
Principe
Il s'agit d'une méthode miniaturisée permettant la mise en ceuvre d'un nombre de tests supérieurs a

celui d'une galerie classique.



En effet elle comporte 20 cupules permettant de réaliser 22 tests biochimiques et de faire un

diagnostic de genre ou d'espece de la plupart des entérobactéries. Cette méthode est basée sur la mise

en évidence d'activités enzymatiques ou d'assimilation de substrats carbonés.

Mode opératoire

Préparer une suspension de turbidité égale a celle de I'échelle 0,5 Mc Farland
dans 1,5ml d'eau distillée avec quelques colonies d'une culture de 18-24h sur
milieu solide.

Distribuer 100ul d'inoculum bactérien par cupule de LDC a ONPG.

Verser le reste de la suspension bactérienne et mélanger dans 1ml de MEVAG
entérobactéries et homogeéneiser.

Ensemencer les cupules de LAC a INO avec le MEVAG ainsi inoculé (100ul
par cupule)

Fermer les cupules LDC, ADH, URE et tous les sucres avec 2 gouttes d'huile
de paraffine.

Incuber & 37°C sur un plateau recouvert de papier buvard imbibé d'eau .

Lire aprés 18-24h d'incubation.



Lecture et identification

Tableau 1V : Identification des Entérobactéries

Tests | Substrats Réactions / enzymes Résultats positifs | Résultats négatifs
LDC Lysine Lysine décarboxylase Rouge Jaune
ODC | Ornithine Ornihine décarboxylase |Rouge Jaune
ADH | Arginine Arginine décarboxylase |Rouge Jaune
URE Urée Uréase Rose framboise Orange
VP Glucose + pyruvate | Production d’acétoine Rose rouge Incolore
GEL Gélatine Gélatinase Diffusion du | Inchangé
charbon
CS Citrate de Simmons | Utilisation du citrate Bleu Vert
CIT Citrate de sodium | Utilisation du citrate Rose Jaune clair
H2S Thiosulfate de | Production H>S Noir Incolore
sodium
TDA | Tryptophane Tryptophanase Anneau rouge Anneau incolore
MAL | Malonate de sodium | Utilisation du malonate |Bleu Jaune vert
PDA | Phényl-alanine Phényl-alanine Vert Jaune
désaminase
ONPG |ONPG Béta-galactosidase Jaune Incolore
LAC Lactose
GLU Glucose
MAN | Mannitol
SAC Saccharose
SOR Sorbitol Fermentation Jaune Bleu




RHA | Rhamnose
ADO | Adonitol
DUL Dulcitol
INO Inositol

11-5 Détermination de la sensibilité aux antibiotiques
11-5-1 Antibiogramme standard par la méthode des disques
Principe

L'antibiogramme apprécie la modification de la croissance d'une souche bactérienne en présence
d’antibiotique. La croissance bactérienne se traduit par la variation de parameétres divers, diversement
quantifiables.

Mode opératoire
A partir d'une culture jeune de 18 a 24h, préparer une suspension de 1 a 2 colonies dans 2ml de MH
et incuber pendant 3 a 5h.
Ajouter l'opacité équivalente a celle produite par le tube 0,5 de la gamme de Mc Farland
(concentration de 108 bactéries /ml ou 108 CFU/m).

Dilution
Pour les Entérobactéries on réalise une dilution au 1/1000.
Pour les Staphylocoques et Entérocoques, dilution au 1/100

Ensemencement

Ensemencer les boites contenant les milieux par écouvillonnage ou par inondation ( aspirer exces)

puis laisser sécher 10 a 15mm a la température ambiante.



Appliquer les disques d'antibiotiques correspondantes a l'aide des distributeurs ou a la pince en
appuyant légérement et incuber a 37°C pendant 18 a 24h pour les aérobies.

Lecture
La culture bactérienne s'arréte lorsqu'elle rencontre une concentration égale a sa CMI. La mesure du
diamétre refléte donc la valeur de la CMI de I'antibiotique.
Ces valeurs sont interprétées en fonction des abaques.

11-5-2 Détermination de la CMI par E-test

Le E-test est une technique de détermination de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries.

Principe
Le principe E-test est basé sur la combinaison de deux concepts de dilution et de diffusion .
Le systeme E-test consiste en une bande en plastique non poreuse, calibrée par un gradient préétabli
de concentration. D'antibiotique couvrant 15 dilutions pour déterminer la CMI en pg/ml d'une souche
testée en milieu gélosé.
Le gradient couvre une rangée de concentration allant de 0,016 a 256pg/ml ou 0,002 a 32ug/ml selon
I'antibiotique.

Mode opératoire

Application des bandes E-test
- Sortir le paquet de bandes a utiliser du freezer et le laisser revenir a la
température ambiante jusqu'a ce que toute I'humidité s'évapore avant de I'ouvrir.
- Vérifier I'absence de fentes et de trous sur les paquets de E-test, si un paquet est
endommagé ne pas l'utiliser.
- Retirer les bandes avec une pince par la partie supérieure ou il est marqué E.
- Eviter de toucher a la main la zone chargée.
- Placer les bandes dans la cassette d'insertion des bandes. Chaque puits peut
contenir 20 bandes.
- Mettre le méme type d'antibiotiques par puits.
- Remplir les puits de la cassette suivant lI'antibiogramme de I'espece a tester.
- Prélever bande par bande a l'aide de I'applicateur et les déposer a la surface de
la gélose (aprés 50 bandes, changer la bande adhésive de I'applicateur)
- Incuber immédiatement les boites a 37°C sous CO2 pendant 18h.
Remarque
- Ne pas déplacer une bande E-test une fois disposée sur la gélose car la
libération de I'antibiotique est instantanée.

- L'épaisseur de la gélose doit étre d'environ 4 + 0,5mm



- Ne pas déposer beaucoup de bandes E-test sur une boite de pétri. Un maximum
de 6 bandes est possible .

- Ajuster la turbidité a 0,5Mc Farland pour les aérobies strictes et les aérobies
anaérobies facultatives .

- Utiliser un bouillon nutritif adapté pour les germes fastidieux et I'eau
physiologique a 8,5% de NaCl pour les germes non fastidieux.

- Incuber aux conditions adéquates a chaque germe :
Température :  37°C pour tous les germes.

Listes des antibiotiques testes

Béta-lactamines

Amoxicilline cefalotine
Amoxicilline + acide clavulanique cefoxitine
Oxacilline cefotaxime
Ampicilline ceftriaxone
Ticarcilline + acide clavulanique ceftazidime

Aminosides
Kanamicine
Gentamicine
Amikacine

Quinolones

Acide nalidixique

Ciprofloxacine

Phénicolés
Chloramphénicol
Macrolides
Erythromycine
Divers

Vancomycine

Rifampicine



Stockage des bandes E-test

Les disques sont stockés a I'abri de la lumiere et de I'numidité a 4°C.

Tableau V : Particularité des germes au E-test

Germes Milieu Mac Farland | Incubation (temps /atmosphére)
Bacilles a Gram (-) | MH 0,5 16 - 20h/ ambiant
Staphylocoques MH 0,5 24h [ ambiant

Streptocoques MH + 5% sang cuit |05 - 1 24h /5% CO2

Il consiste a tester les souches de référence. Les normes utilisées sont celles publiées par le "*Normal

11-5-3 Contréle de qualité sur les tests de sensibilité

Comittee for Clinical Laboratory Standard” (NCCLS).

Ce contrble était destiné a évaluer l'efficacité, la précision, I'exactitude et la reproductivité des

méthodes utilisées. Il permettait également de contréler la fiabilité des réactifs et I'évaluation du

rendement du manipulateur.

Ce contrdle était realisé avec les souches dites "souches de référence” . Chaque fois qu'il y avait une

nouvelle série de réactifs, de milieux, ou le réglage d'un appareil ces souches ont été utilisées :

Eschérichia coli

Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalis

Pseudomonas aeruginosa

Principe

ATTC 25922

ATCC 25923
ATCC 29212
ATCC 27853

I11-6 Recherche de la production de Beta-lactamase
Méthode ala CEFINASE® (méthode sensible)




Cette méthode est basée sur la détection de I'enzyme produite grace a son habileté a hydrolyser le
cycle béta-lactamase d'une céphalosporine chromogene (jaune au départ et qui vire au rouge si le
cycle béta-lactamases est ouvert).

Le chromogene est la nitrocéfine qui a une grande affinité pour la plus part des p-lactamases. Elle est
présentée sous forme de disque.

Mode opératoire

- Sur une lame porte-objet, déposer un disque de CEFINASE
- Humidifier le disque & I'eau physiologique.
- Prélever plusieurs colonies et déposer sur le disque.
Lecture
S'il se développe une coloration rouge, la souche est dite productrice de béta-lactamase.
11-7 Conservation des souches bactériennes
I1-7-1 Principe
Il existe deux méthodes qui se distinguent par la durée de survie des bactéries sur certaines conditions
de conservation :
- Méthode de courte durée
- Méthode de longue durée
Quelque soit le choix, il est indispensable de suivre les impératifs qui régissent la réussite de cette
manipulation. Les regles observées sont les suivantes :
*  Ne conserver gu'une souche pure

*  Ne jamais conserver en milieu liquide pour éviter le développement des mutants

*

Garder la souche dans les conditions défavorables & sa manipulation

*

Eviter les repiquages et faire les subcultures sur plusieurs colonies

*

Prévoir en fin toutes les mesures nécessaires pour la conservation des isolements.

En outre, le matériel requis est principalement le suivant :

*  Milieu de conservation prét a I'emploi

* Etuve ou congélateur a -70°C a -20°C.

11-7-2 Méthode de courte durée

La subculture est la plus connue et la plus pratiquée. La souche est vieille a la surface d'un milieu
solide ou en profondeur, rajeunie dans un milieu liquide riche et vieillie a nouveau jusgu'au repiquage
suivant.

La température, le milieu et la périodicité des repiquages varient selon la souche.



Tableau VI : Conservation des souches

Milieux de conservation

Bactéries

Conditions

Gélose inclinée MH

Germes non exigeants

Température ambiante (apres

une nuit a 37°C)

CTA

Streptocoques

Laisser a température ambiante

et transférer chaque mois

Gélose  pour  conservation

(diagnostic Pasteur)

- Non fermentaires
- Staphylocoques

- Entérobactéries

Repiquage 5 ans

Température ambiante

11-7-3 Méthode de longue durée
Elles réduisent de facon considérable la porte des souches gardées pendant plusieurs années et

conviennent aussi a la grande majorité des bactéries. On utilise la congélation a basse température: a -

70°C et a -20°C.

La conservation se fait dans 0'5ml de bouillon nutritif adapté dans un cryotube avec inoculum de 108
bactéries/ml apporté par un milieu solide ou un culot de bouillon enrichi. Les cryotubes sont rangés
dans un portoir et immédiatement placés a -20°C et / ou a -70°C.

En cas de besoin la décongélation se fait rapidement a 37°C pendant quelques minutes. Les milieux

de conservation varient avec les germes.

11-7-4 Reégles d'étiquetage

La conservation des souches se fait dans un tube sur lequel figure :

- L'origine de la souche

- La date de conservation

- Le nom de la souche

- Le numéro et la nature du prelevement

- Latempérature de conservation

- Le milieu utilisé

- Le code







RESULTATS

| / Répartition des souches isolées
Du 1° octobre 2000 au 31 avril 2001, 30 malades hospitalisés et ayant subi une opération
chirurgicale ont été prélevés et inclus dans notre étude.
Ces malades ont été recrutés dans différents services de chirurgie de 1’hopital Aristide Le Dantec
(HA.L.D)).
Parmi ces 30 préléevements, un diagnostic bactériologique a pu étre effectué permettant d’isoler et
d’identifier 64 souches bactériennes.
Sur les 64 souches isolées on a dénombré des cocci a Gram positif et des bacilles a Gram négatif que
sont 17 Staphylococcus aureus (26,70%), 5 Streptocoques (7,80%), 2 Entérocoques (3,12%), 29
Entérobactéries (43,31%), 11 Pseudomonas aeruginosa (17,20%).

Tableau VII : Répartition des souches isolées



GERMES NOMBRE POURCENTAGE (%)
Staphylococcus aureus 17 26,60

Streptocoques 5 7,80

Entérocoques 2 3,10

Entérobactéries 29 45,30

Pseudomonas aeruginosa 11 17,20

TOTAL 64 100

I-1 / Les cocci a Gram positif
Les cocci a Gram positif ont représenté 24 souches de 1I’ensemble de nos isolats (37,6% des souches
bactériennes isolées).
C’est ainsi qu’on a obtenu parmi les cocci a Gram positif 17 Staphylococcus aureus (70,90%), 3
Streptococcus agalactiae (12,50%), 2 Streptococcus pyogenes (8,30%), 2 Enterococcus faecalis
(8,30%).

Tableau VII1 : Répartition des cocci @ Gram positif

GERMES NOMBRE POURCENTAGE (%)

Staphylococcus aureus 17 70,90




Streptococcus agalactiae 3 12,50

Streptococcus pyogenes 2 8,30
Enterococcus faecalis 2 8,30
TOTAL 24 100

I-2 / Les bacilles a Gram négatif
I-2-1/ Les Entérobactéries
Dans cette étude, 29 souches d’entérobactéries ont été isolées représentant 45,30% de I’ensemble des
souches isolées.
Parmi ces entérobactéries, nous avons dénombré 13 Eschérichia coli (45%), 5 Proteus mirabilis
(17,20%), 3 Proteus vulgaris (10,30%), 3 Klebsiella oxytoca (10,30%), 2 Klebsiella pneumoniae
(6,9%) et 3 Citrobacter freundii (10,30%)

Tableau IX: Répartition des Entérobactéries

GERMES NOMBRE POURCENTAGE (%)
Escherichia coli 13 45
Proteus mirabilis 5 17,20

Proteus vulgaris 3 10,30




Klebsiella oxytoca 3 10,30

Klebsiella pneumoniae 2 6,90
Citrobacter freundii 3 10,30
TOTAL 29 100

I-2-2 / Pseudomonas aeruginosa
Cette étude a permis d’isoler 11 Pseudomonas aeruginosa soit 17,20% de I’ensemble des souches
isolées des prélevements.

11/ Phénotype de résistance et profil de sensibilité des souches bactériennes isolées
I1-1/ Les cocci a Gram positif

Les cocci a Gram positif ont représenté 37,60% des souches isolées d’infection du site opératoire.
Parmi ces cocci a Gram positif, nous avons comme téte de fil Staphycoccus aureus ensuite viennent
les Streptocoques et Entérocoques.

I1-1-1/ Staphylococcus aureus

Tableau X : Profil de sensibilité des souches de Staphylococcus aureus

CODE [Nom ATB Valeurs critiques % R % | % S
AMX | Amoxicillin 14 -21 32 13 55
AUG | Amoxicillin/ Clav 14 - 17 17 0 83
KEF Cephalothin 15-17 7 4 89
CRO Certriaxone 14 - 20 0 0 100
GEN Gentamicin 13-14 2 2 96
AMK | Amikacin 15-16 20 0 80
ERY Erythromycin 14 - 22 12 11 77
OXA | Oxacillin 11-12 15 0 85
CIP Ciprofloxacin 16 - 20 3 0 97
RIF Rifampin 17-19 5 0 95
CHL Chloramphenicol 13-17 12 4 84




VAN | Vancomycin 15-16 0 0 100

Les souches de Staphylococcus aureus ont donné 15% de résistance a la Méthicilline. L’ Amoxicilline
a enregistré le plus fort taux de résistance avec 32% de souches résistantes.

Les céphalosporines ont présenté une bonne activité vis a vis des souches avec 89% et 100% de
souches sensibles respectivement a la Cefalotine et la Ceftriaxone.

Il faut aussi noter le bon comportement des aminosides avec 2% de résistance a la gentamicine et
20% de résistance a I’ Amikacine.

La Ciprofloxacine a été active sur 97% des souches.

La Vancomycine a été le seul antibiotique actif sur la totalité des souches confirmant sa bonne

activité sur les souches de Staphylococcus aureus.

11-1-2 / Streptococcus agalactiae

Tableau XI : Profil de sensibilité des souches de Streptococcus agalactiae

CODE |Nom ATB Valeurs critiques % R % | % S
AMX | Amoxicillin 14-21 33 0 67
AUG | Amoxicillin /Clav 14 - 17 0 0 100
KEF Cephalothin 14 - 17 0 0 100
CRO Ceftriaxone 14 - 20 0 0 100
GEN Gentamicin 13-14 33 33 34
AMK | Amikacin 15-16 33 0 67
ERY Erythromycin 14 - 22 33 0 67
OXA | Oxacillin 11-12 67 0 33
CIP Ciprofloxacin 16 -20 0 0 100
RIF Rifampin 17-19 0 0 100
CHL Chloramphenicol 13-17 33 33 34
VAN | Vancomycin 15-16 0 0 100




Les souches testées ont montré une bonne activité vis a vis des béta-lactamines. Cependant
I’ Amoxicilline et I’Oxacilline n’ont inhibé respectivement que 67% et 33% des souches.

Les céphalosporines ont été actives sur la totalité des souches.

Les aminosides ont par contre présenté une activité moins bonne avec une inhibition des souches de
34% pour la gentamicine et 67% pour I’ Amikacine.

La Ciprofloxacine a été active sur la totalité des souches de Streptococcus agalactiae confirmant

ainsi la bonne activité des quinolones de troisiéme génération.

I1-1-3 / Streptococcus pyogenes

Tableau XI1 : Profil de sensibilité des souches de Streptococcus pyogenes

CODE |Nom ATB Valeurs critiques % R % | % S
AMX | Amoxicillin 14 -21 50 0 50
AUG | Amoxicillin / Clav 14 - 17 0 0 100
KEF Cephalothin 15-17 0 0 100
CRO | Ceftriaxone 14 - 20 0 0 100
GEN Gentamicin 13-14 50 0 50
AMK | Amikacin 15-16 50 0 50
ERY Erythromycin 14 - 22 50 0 50
OXA | Oxacillin 11-12 100 0 0
CIP Ciprofloxacin 16 -20 0 0 100
RIF Rifampin 17-19 0 0 100
CHL Chloramphenicol 13-17 0 50 50
VAN | Vancomycin 15-16 50 0 50

Les pénicillines ont montré une faible activité avec I’Amoxicilline qui a donné 50% de souches
résistante. Cependant, cette résistance est corrigée par I’addition d’acide clavulanique .

L’Oxacilline a été quant a elle inactive sur la totalité des souches.

Les céphalosporines ont une bonne activité en inhibant la totalité des souches.

Les aminosides se sont montrés moyennement actifs en inhibant la moitié des souches étudiées. C’est

le cas de la gentamicine (50%) et de I’ Amikacine (50%).



Les autres antibiotiques ont donné des profils variables avec 100% pour la Rifampicine, 50% pour la

Vancomycine et 50% pour I’Erythromycine.

11-1-4 / Enterococcus faecalis

Tableau X111 : Profil de sensibilité des souches d’Enterococcus faecalis

CODE |Nom ATB Valeurs critiques |% R % | % S
AMX | Amoxicillin 14 -21 50 50 0
AUG Amoxicillin/Clav |14 —17 0 50 50
KEF Cephalothin 15-17 0 0 100
CRO Ceftriaxone 14 - 20 0 0 100
GEN Gentamicin 13-14 50 0 50
AMK | Amikacin 15-16 50 0 50
ERY Erythromycin 14 - 22 0 0 100
OXA | Oxacillin 11-12 100 0 0
CIP Ciprofloxacin 16 -20 50 0 50
RIF Rifampin 17-19 0 0 100
CHL Chloramphenicol |13 -17 0 50 50
VAN Vancomycin 15-16 50 0 50

Les souches d’Enterococcus faecalis sont particulierement résistantes vis a vis des pénicillines avec
une résistance accrue pour 1’Oxacilline (100%).

Les céphalosporines ont été par contre active sur toutes les souches avec des pourcentages de 100%
pour la Céfalotine et la Ceftriaxone.

Les aminosides ont un profil de sensibilité variable avec 50% de résistance aussi bien pour la
gentamicine que pour I’ Amikacine.

Comme macrolide : I’Erythromycine s’est montré trés active en inhibant 100% des souches.

Les autres antibiotiques ont présenté une activité variable avec 100% d’inhibition des souches pour

la Ciprofloxacine, 50% pour la Vancomycine et 100% pour la Rifampicine.



11-2 / Les bacilles & Gram négatif
Dans notre étude, un certain nombre d’antibiotique a été testé sur toutes les souches isolées par la
méthode de disque et par E-test.
Les résultats obtenus sont les suivants .

11-2-1 / Les Entérobactéries

La majeur partie des souches isolées appartiennent a cette famille, laquelle reste encore prédominante
dans les infections nosocomiales.
La plus part des souches sont apparues résistantes aux béta-lactamines classiques : ampicilline et
I’association Amoxicilline — acide clavulanique.
L’Aztronam, I’Imipenem, la Ceftriaxone et le Maxolactam demeurent les antibiotiques les plus
efficaces dans le traitement des infections dues a ces germes. Néanmoins, malgré leur codt éleve, les
fluoroquinolones tels que Norfloxacine, la Péfloxacine et la Ciprofloxacine, ainsi que les aminosides

se sont révélés tres efficaces sur les souches isolées.

11-2-1-1 / Escherichia coli

Tableau X1V : Profil de sensibilité des souches d’Escherichia coli

CODE |Nom ATB Valeurs critiques |% R % | % S




AMP Ampicillin 14 -16 60 0 40
AUG Amoxicillin /Clav |14 — 17 20 19 61
KEF Cephalothin 15-17 10 11 79
CFT Cefotaxime 15-22 0 0 100
FOX Cefoxitin 15-17 3 18 79
CAZ Ceftazidime 15-17 0 7 93
TIC Ticarcillin 15-19 55 4 41
CRO Ceftriaxone 14 - 20 0 0 100
GEN Gentamicin 13-14 6 0 94
AMK | Amikacin 15-16 2 0 98
KAN Kanamicin 14 - 17 12 0 88
ATM Aztreonam 16 -21 0 4 96
CIP Ciprofloxacin 16 -20 5 0 95

Plus de 30% des souches ont été sensibles aux béta-lactamines. Mais la moitié d’entre elles a été
résistante aux aminopénicillines, aux carboxypénicillines et aux céphalosporines de premiere
génération.

Les céphalosporines de deuxieme et de troisiéme génération ont présenté une bonne activité en
inhibant la quasi-totalité des souches bactériennes.

Comme quinolones, la Ciprofloxacine a été efficace dans 95% des cas.

Les aminosides ont montré une bonne activité avec plus de 90% des souches sensibles.

11-2-1-2 / Klebsiella pneumoniae



Tableau XV : Profil de sensibilité des souches de Klebsiella pneumoniae

CODE |Nom ATB Valeurs critiques [% R % | % S
AMP | Ampicillin 14 -16 100 0 0
AUG Amoxicillin /Clav |14 — 17 50 0 50
KEF Cephalothin 15-17 0 0 100
CFT Cefotaxime 15-22 0 0 100
FOX Cefoxitin 15-17 0 0 100
CAZ Ceftazidime 15-17 0 0 100
TIC Ticarcillin 15-19 50 0 50
CRO Ceftriaxone 14 - 20 0 0 100
GEN Gentamicin 13-14 50 0 50
AMK | Amikacin 15-16 0 0 100
KAN Kanamicin 14 -17 12 0 88
ATM Aztreonam 16-21 0 0 100
CIP Ciprofloxacin 16 -20 0 0 100

Les béta-lactamines ont présenté une bonne activité a 1’exception des aminopénicillines qui sont
résistantes a toutes les souches (ampicilline).

Les céphalosporines de deuxiéme génération et troisieme génération ont globalement une assez
bonne activité et ont été actives sur toutes les souches.

Les aminosides ont été actives sur les souches, surtout 1’Amikacine qui a inhibé la totalité des
souches.

La Ciprofloxacine est restée trés active sur les Klesielles en inhibant 100% d’entre elles.



11-2-1-3 / Klebsiella oxytoca

Tableau XVI : Profil de sensibilité des souches de Klebsiella oxytoca

CODE |Nom ATB Valeurs critiques [% R % | % S

AMP Ampicillin 14 -16 100 0 0

AUG | Amoxicillin /Clav |14 — 17 20 20 60

KEF Cephalothin 15-17 0 0 100
CFT Cefotaxime 15-22 0 0 100
FOX Cefoxitin 15-17 0 0 100
CAZ Ceftazidime 15-17 0 0 100
TIC Ticarcillin 15-19 60 20 20
CRO Ceftriaxone 14 -20 0 0 100
GEN Gentamicin 13-14 0 0 100
AMK | Amikacin 15-16 0 0 100
KAN Kanamicin 14 -17 0 0 100
ATM Aztreonam 16 -21 0 0 100
CIP Ciprofloxacin 16 - 20 0 0 100

Toutes les souches ont présenté le phénotype « pénicillinase bas niveau » mais, I’acide clavulanique
additionné a I’ Amoxicilline en a inhibé plus de la moitié.
On note aussi une sensibilité élevée a tous les autres antibiotiques tels que la Ciprofloxacine (100%)

la Kanamycine (100%).



11-2-1-4 / Proteus mirabilis

Tableau XVII : Profil de sensibilité des souches de Proteus mirabilis

CODE |Nom ATB Valeurs critiques [% R % | % S
AMP | Ampicillin 14 -16 80 0 20
AUG Amoxicillin/ Clav |14 — 17 10 10 80
KEF Cephalothin 15-17 20 0 80
CFT Cefotaxime 15-22 20 0 80
FOX Cefoxitin 15-17 0 0 100
GEN Gentamicin 13-14 20 0 60
AMK | Amikacin 15-16 0 0 100
PIP Piperacillin 12-20 20 0 80
CIP Ciprofloxacin 16 -20 0 0 100
NA Nalidixic acid 13-14 100 0 0
KAN Kanamicin 14 -17 40 0 60
CAZ Ceftazidime 15-17 0 0 100

Les souches de Proteus mirabilis ont présenté une résistance assez forte aux aminopénicillines (80%
pour I’ampicilline).Cependant 1’ Amoxicilline associée a 1’acide clavulanique permet de corriger cette
résistance et a la ramener a 10 %.
La Céfalotine, céphalosporine de premiere génération s’est montrée particulierement inactive sur
20% des souches.
Par contre les céphalosporines de deuxieme et de troisieme génération telles que la Céfoxitine et la
Ceftazidine ont été actives sur la totalité des souches isolées (100%).
Les aminosides ont été actifs sur les souches surtout I’Amikacine qui a inhibé 100% des souches. La
Ciprofloxacine est restée active sur les souches de Proteus avec 100% de sensibilité . Cependant
I’acide nalidixique , quinolone de premiere génération s’est montré inactif avec
100 % de souches résistantes.

11-2-1-5 /  Proteus vulgaris

Tableau XI1 : Profil de sensibilité des souches de Proteus vulgaris



CODE |Nom ATB Valeurs critiques |% R % | % S
AMP Ampicillin 14 -16 100 0 0
AUG Amoxicillin/ Clav |14 — 17 33 0 67
KEF Cephalothin 15-17 0 0 100
CFT Cefotaxime 15-22 33 0 67
FOX Cefoxitin 15-17 0 0 100
GEN Gentamicin 13-14 33 0 67
AMK | Amikacin 15-16 0 0 100
PIP Piperacillin S >18 33 0 67
CIP Ciprofloxacin 16 -20 0 0 100
NA Nalidixic acid 14 -18 67 0 33
KAN Kanamicin 14 - 17 33 0 67
CAZ Ceftazidime 15-17 0 0 100

Les souches étudiées ont présenté une résistance considérable aux aminopénicillines notamment a
I’ampicilline (100%).

Cependant 1’Amoxicilline additionnée a 1’acide clavulanique a augmenté D’activité avec 67% de
souches sensibles.

Les céphalosporines ont présenté une forte activité inhibitrice avec des pourcentages de sensibilité de
100 % pour la Céfalotine, 100% pour la Cefoxitine et 100% pour la Ceftazidile.

Les aminosides se sont montrés trés efficace avec 1’ Amikacine qui a inhibé toutes les souches.

Les quinolones ont présent¢ des profils variables avec 67% de souches résistantes a I’acide

nalidixique et 100% de souches sensibles a la Ciprofloxacine.

11-2-1-6 / Citrobacter freundii
Tableau X111 : Profil de sensibilité des souches de Citrobacter freundii



CODE |Nom ATB Valeurs critiques |% R % | % S

AMP Ampicillin 14 -16 67 33 0
AUG Amoxicillin/ Clav |14 — 17 33 0 67
KEF Cephalothin 15-17 33 0 67
CFT Cefotaxime 15-22 0 0 100
FOX Cefoxitin 15-17 0 0 100
TIC Ticarcillin 15-19 67 0 33
GEN Gentamicin 13-14 33 0 67
CRO Ceftriaxone 14 -20 0 0 100
AMK | Amikacin 15-16 0 0 100
CIP Ciprofloxacin 16 -20 0 0 100
KAN Kanamycin 14 -17 50 0 50
CAZ Ceftazidime 14 - 17 0 0 100
ATM Aztreonam 16 -21 0 0 100

VAN Vancomycin 10-11 0 0 100

Les souches de Citrobacter freundii sont presque insensibles aux aminopénicillines notamment a

I’Ampicilline (67% de résistance). Mais I’Amoxicilline associée a ’acide clavulanique a réduit

considérablement cette résistance a 33%.

Les céphalosporines ont été particulierement actives sur les souches étudiées avec des pourcentages

de 100% pour tous les céphalosporines.

Les macrolides se sont bien comportés avec la gentamicine et 1’Amikacine qui ont inhibé

respectivement 67% et 100% des souches.

La Ciprofloxacine s’est montrée trés active vis - & - vis des souches avec un pourcentage d’inhibition

de 100%, de méme que la Vancomycine et I’ Aztréonam

11-2-2/ Pseudomonas aeruginosa




Tableau XI : Profil de sensibilité des souches de Pseudomonas aeruginosa

CODE |Nom ATB Valeurs % R % | % S
critiques
AMP Ampicillin 14 -16 100 0 0
AUG Amoxicillin /Clav |14 — 17 100 0 0
CAZ Ceftazidime 15-17 55 5 40
TIC Ticarcillin S >15 29 0 71
TIM Ticarcillin/ Clav |S>15 0 0 100
CRO Ceftriaxone 14 - 20 26 35 39
GEN Gentamicin 13-14 25 0 75
AMK | Amikacin 15-16 7 7 86
KAN Kanamicin 14 -17 80 0 20
PIP Piperacillin S>18 13 0 87
CIP Ciprofloxacin 16 -20 33 0 67
IMP Imipenem 16-21 0 0 100

Toutes les souches se sont révélées particulierement résistantes aux béta-lactamines a I’exception de
la Pipéracilline (100%), et de I’ Aztreonam (90% de souches sensibles).

Parmi les autres antibiotiques testés, 1’Amikacine s’est montré tres efficace sur les souches de
Pseudomonas aeruginosa avec 87% de souches inhibées. C’est aussi le cas de la Ciprofloxacine avec
un taux de sensibilité de 67%. Cette sensibilité des souches est totale pour I’Imipénem et les
Carboxypénicillines (Ticarcilline, Ticarcilline + acide clavulanique).

On constate que les céphalosporines de troisieme génération comme la Ceftazidime et la

Ceftriaxone, ont plut6t tendance a étre efficaces sur les souches de Pseudomonas.
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I / Souches bactériennes
Notre étude a porté sur un total de 64 souches bactériennes comprenant 11 especes différentes
réparties en cocci Gram positif et en bacilles Gram négatif. Les entérobactéries forment le groupe
bactérien le plus fréquemment isolé.
Les différents résultats obtenus seront comparés avec ceux obtenus dans d’autres études. Les
approches varient d’un service a un autre ou d’un pays a un autre. Ainsi I’analyse des données
permettra de connaitre la place occupée par les bactéries isolées (non anaérobies ) dans les infections
du site opératoire et leur profil de sensibilité.
11/ Répartition et profil de sensibilité des souches bactériennes isolées

11-1/ Bacilles a Gram négatif
Les bacilles a Gram négatif ont représenté la majorité des souches bactériennes isolées dans notre
étude. C’est ainsi que 62,4% des bactéries isolées ont été des bacilles a Gram négatif avec comme
téte de fil Escherichia coli (32,5% des bacilles a Gram négatif ), Pseudomonas aeruginosa vient en
deuxiéme position avec 27,5%. Les Proteus, Klebsielles et Citrobacter viennent en fin avec
respectivement 20%, 12,5% et 7,5% des bacilles a Gram négatif.

11-1-1/ Escherichia coli
- Reépartition bactérienne

Dans I’ensemble des prélevements bactériologiques effectués E. coli est apparu comme 1’espéce la
plus fréquemment isolée des bacilles @ Gram négatif avec un taux de 32,5%. Ce taux semble pourtant
plus faible que celui obtenu par DRAME B. G. (15) lors de son étude menée au C.H.U. de
I’H.A.L.D. en 1998. Des études effectuées en France par le Centre interrégional de Coordination de
la Lutte conte les Infections Nosocomiales (C.C.L.I.N.) (9) ont donné un taux moins élevé que le
notre (28,5%).
- Sensibilité
Dans notre étude, plus de 30% des souches ont été sensibles aux béta-lactamines, proportion
inférieure a celle (61%) rapportée dans une étude multicentrique en Martinique ( 21). Cependant, une
étude effectuée a I’H.A.L.D. en 1997 (19) a montré un taux beaucoup plus faible (13%).
L’addition de I’acide clavulanique a 1I’Amoxicilline a restauré l’activité avec 61% de souches
sensibles et 20% de résistance. Ainsi, la résistance aux aminopénicillines et aux carboxypénicillines
serait essentiellement due a la synthése de béta-lactamases . ces résultats sont comparables a une
étude effectuée a Marseille (38).
Une bonne activité des aminosides a eté notee : 94% et 98% respectivement pour la Gentamicine et

pour I’ Amikacine.



Dans une étude de DIA N. (14) aI’H.A.L.D. , I’Amikacine présentait un taux de sensibilité de 100%.
Ce qui, comparé a notre étude montre une augmentation de la résistance aux aminosides.
La Ciprofloxacine a présenté 95% de sensibilité, ce qui est proche du pourcentage obtenu par une
étude Marseillaise (38). Ces résultats confirment la bonne activité de cette molécule sur E. coli.
Au vu de tous ces résultats, il serait indispensable d’effectuer un antibiogramme avant la prescription
d’un antibiotique, surtout les aminopénicillines. Cependant, les céphalosporines de troisieme
génération, les aminosides et la Ciprofloxacine présente une bonne activité et doivent étre utilisés
avec une grande efficacité.

11-1-2/ Les Proteus
- Répartition bactérienne
Dans notre étude, les Proteus isolées représentent 12,50% des bacilles a Gram négatif isolées. Ce
taux comparé a d’autres études notamment celles effectuées par DRAME B. G. (15)et qui était de
15,70% est faible. Cependant, des études effectuées en France (9) ont donné des résultats presque
équivalents aux nétres (12%).
- Sensibilité
Les béta-lactamines ont été en général actives sur les souches de Proteus.
En effet 61% des souches de Proteus de notre étude ont été sensibles aux béta-lactamines. Ce taux est
proche de ceux trouvés & Dakar par FAYE 1. (19) et & la Martinique (21) qui étaient respectivement
de (66,6%) et (64%).
La sensibilit¢ moyenne de I’Amoxicilline sera améliorée par I’acide clavulanique qui va réagir
comme inhibiteur suicide et restaurer ainsi I’activité (80% a 100%). L’inactivation de I’ Amoxicilline
serait donc due a la production de béta-lactamase.
Les céphalosporines ont été actives sur la quasi-totalité des souches a I’exception de la Céfalotine qui
a présenté une activité moyenne. Les céphalosporines de troisiéme génération ont inhibé quand a
elles presque toutes les souches. Ces résultats sont proches de ceux rapportés par la littérature (39).
L’ Amikacine et la Ciprofloxacine ont inhibé la totalit¢ des souches constituant ainsi une bonne
alternative (65). Cependant, certaines études montraient des résistances a 1’ Amikacine (14).

11-1-3/ Les Klebsielles
- Répartition bactérienne
Les Klebsielles sont des germes qui sont aussi fréquemment isolés dans les infections du site
opératoire. C’est ainsi qu’on a pu obtenir dans notre étude un taux de 12,50% des bacilles a Gram
négatif isolées. Ce taux est nettement supérieur a celui rapporté par une étude francaise et qui était de
5,66%. Il est également supérieur a celui obtenu par DRAME B. G. (15) qui était de 1,12%.

- Sensibilité



les souches de Klebsiella sont naturellement résistantes aux aminopénicillines et aux
carboxypénicillines par la synthése de pénicillinase insensible aux béta-lactamines. Car I’acide
clavulanique additionné a 1’Amoxicilline est actif sur 60% des souches. Ces résultats sont
superposables a ceux obtenus en 1991 dans une étude francaise (65) dans laquelle la sensibilité était
de 65%. Cependant ils sont supérieurs a ceux obtenus par DIA N. (14), et inférieurs a ceux trouves
par une étude Marseillaise (38).
Contrairement aux résultats observés dans certaines littératures, les souches de Klebsiella isolées ont
présenté une bonne activité aux fluoroquinolones notamment a la Ciprofloxacine dont le taux de
sensibilité varie de 95% a 100% des souches isolées.
La littérature fait état de 10 a 20% de souches de Klebsiella résistantes aux fluoroquinolones (14).
Les aminosides ont montré une bonne activité illustrée par 1’Amikacine qui a inhibé la totalit¢ des
souches. Cette activité a été constaté en France (64) et en Suisse (32).
En revanche, une étude effectuée a ’H.A.L.D en 1998 a montré une forte résistance a la gentamicine
(53%) et a la Kanamicine (57%)

11-1-4/ Citrobacter
- Répartition bactérienne
Les Citrobacter sont des germes essentiellement retrouvés en milieu hospitalier ou ils sont
responsables d’infections nosocomiales.
Dans notre étude, nous avons obtenu un taux de 4,6% représenté par citrobacter freundii. Ce taux est
trés inférieur au taux rapporté par QUENEN (59) qui est de 1,67%.
- Sensibilite
nous avons constaté un profil de résistance aux antibiotiques trés marqué pour les souches de
Citrobacter freundii ; notamment pour les béta-lactamines malgré 1’addition d’un inhibiteur de béta-
lactamase. C’est ainsi que 1’ampicilline, la Cefalotine et la Ticarcilline ont présenté des taux de
résistance respectivement de 67 %, 33% et 67 %. Ce profil a été relaté par DIAN. (14).
Cependant on a observé une bonne sensibilité des souches aux céphalosporines de troisieme
génération notamment a la Ceftazidime et a la Ceftriaxone.
Aucune souche ne s’est révélée résistante a la Ciprofloxacine et a la Vancomycine.
Pour les aminosides, on a noté une bonne activité avec 67% et 100% des souches inhibées
respectivement par la gentamicine et I’ Amikacine.

11-1-5/ Pseudomonas aeruginosa
- Répartition bactérienne
c’est la bactérie la plus importante du groupe des bacilles & Gram négatif non fermentaires. La bacille

pyocyanique occupe une place importante dans les infections nosocomiales a travers les résultats



obtenus dans notre étude avec un taux de 17,20% des souches des bacilles Gram négatif isolées
occupant ainsi la deuxieme place derriere Escherichia coli.
Son importance est surtout liée a sa fréquence, son pouvoir pathogene potentiel, sa multirésistance
donc sa morbidité rendant ainsi le pronostic des infections a bacilles pyocyaniques difficiles.
Nos résultats, comparés a celui de QUENEN (59) sont faibles. Mais des études faites au C.H.U de
I’H.A.L.D. (15) ont montré un taux de 19,10% qui est Iégerement superposable au nétre.
- Sensibilité
La résistance naturelle de Pseudomonas aeruginosa a I’égard des antibiotiques est trés importante en
raison de I’imperméabilité de sa paroi. Elle est naturellement résistant vis a vis des aminopénicillines,
des céphalosporines de premiere et de deuxieme génération par production de céphalosporinases
chromosomiques inductibles (55). Nos résultats sont comparables a ceux décrits par la littérature .
C’est ainsi que la quasi-totalité des souches s’est révélée particulicrement résistante aux béta-
lactamines a I’exception de la Ticarcilline additionnée a ’acide clavulanique qui permet de dire que
la résistance a la Ticarcilline a été corrigée par I’acide clavulanique. La résistance de Pseudomonas
aux béta-lactamines est donc liée a la production de béta-lactamases (55).
Les aminosides ont présenté des profils variés avec 87% des souches sensibles a I’ Amikacine et 75%
a la gentamicine.
Les quinolones ont conservé leur bonne activité notamment la ciprofloxacine avec 87% de souches
sensibles.
Pour les souches résistantes aux béta-lactamines et aux aminosides, I’association Ciprofloxacine +
Fosfomycine est intéressant et doit étre testé in vitro (30).

11-2/ Les cocci @ Gram positif
Les cocci a Gram positif représentent 37,60% de notre isolat avec la prédominance de
Staphylococcus aureus, suivi de streptocoques et entérocoques.

11-2-1/ Staphytococcus aureus

- Répartition bactérienne
Les infections a Staphylococcus aureus occupent en milieu hospitalier une place croissante en raison
de leur forte présence dans la flore commensale de ’homme, mais aussi de leur pouvoir pathogéne et
de leur caractere de résistance aux antibiotiques.
Dans notre étude, Staphylococcus aureus présente un taux de 70,84% des cocci a Gram positif. Ce
résultat est superposable a une étude réalisée en 1990 en France (59) et qui avait donné comme taux
73%.



Staphylococcus aureus a également représenté 26,70% de 1’ensemble des souches bactériennes
isolées dans notre étude. Ce résultat semble inférieur a celui obtenu lors d’une étude au C.H.U de
I’H.A.L.D et qui avait donné comme taux 29% (15).
- Sensibilite
15% des souches de notre étude ont été des souches méthi-R. Les taux obtenus dans la littérature
sont comparables aux notres.
C’est ainsi que FAYE 1.(19) avait obtenu 10% des souches méthi-R et DRAME B. G. (15) avait
obtenu 14%.
Des études réalisees en Suisse (32) ont cependant données des resultats plus faibles que les nétres
(3%), alors que DIA N. (14) rapporte un taux important (23,9%).
Des études menées en 1996 (35) avaient donné des taux de 20% a 22%.
Ce qui nous fait penser a une diminution de la sensibilité des souches de S. aureus a la pénicilline.
Cette inactivité¢ a la pénicilline est essentiellement due a la sécrétion de pénicillinase car, I’acide
clavulanique associé a I’ Amoxicilline réduit considérablement le taux de résistance.
Les aminosides ont éte tres efficaces sur les staphylocoques et ont inhibé la quasi-totalité des
souches. Cette grande efficacité a déja été observé par DIA N. (14).
Une bonne activité a été noté avec la Ciprofloxacine qui a été active sur 97% des souches. Cet
antibiotique constitue un bon choix thérapeutique.
La rifampicine constitue egalement une bonne alternative au traitement surtout en cas de
multirésistance, cela est confirmé par les études de FAYE 1. (19) avec 98% de souches sensibles.
La Vancomycine a été active sur toutes les souches confirmant ainsi les résultats de MAINARD (35)
qui rappelle qu’apres 25ans d’étude la Vancomycine demeure trés active sur les souches de S. aureus.
L’¢érythromycine a conservé une bonne activité avec seulement 12% de résistance. Cependant, ce
taux demeure plus élevé que celui rapporté par DRAME B.G. (15).

11-2-2/ Les streptocoques
- Répartition bactérienne
Avec 21, 93% des cocci a Gram positif isolés dans notre étude dont 13,60% pour Streptococcus
agalactiae et 8,33% pour Streptococcus pyogenes, les streptocoques demeurent ainsi des bactéries
fréguentes dans les infections nosocomiales.
C’est ainsi que les streptocoques ont dans I’ensemble représenté 7,80% des souches étudiées. Ce
résultat est presque équivalent au résultat obtenu par QUENEN ( 59 ) qui est de 6,75%.
Il est cependant inférieur au résultat d’une étude effectuée au C.H.U de I’H.A.L.D. (15) en 1998 et
qui étaient de 5,6%.

- Sensibilité



Ils constituent un ensemble tres hétérogéne sur le plan de la sensibilité aux antibiotiques.
Les béta-lactamines ont dans I’ensemble une bonne activité. C’est ainsi que les souches de S.
agalactiae et de S. pyogenes ont été sensibles sur toutes les céphalosporines testées a savoir la
Céfalotine, Ceftriaxone.
Cependant, les pénicillines telles que 1’Amoxicilline ou I’Oxacilline ont ét¢ moyennement, voir
inactives sur les souches.
Les aminosides ont présenté une activité relativement moyenne sur les deux espéces de
streptocoques. La gentamicine par exemple a été active sur 50% des souches de Streptococcus
pyogenes contre 34% sur les souches de Streptococcus agalactiae.
La littérature a rapporté des taux de résistance assez variés pour la gentamicine : 6% dans une étude
en 1998 (14), 60% en 1993 (45).
Il faut noter cependant que les streptocoques présentent une résistance naturelle de bas niveau aux
aminosides.
Les macrolides bien que tres actifs sur les souches ont présenté une fréquence de résistance de 33% a
50% des souches de streptocoques vis a vis de I’Erythromycine, un taux de 9% a été trouvé dans la
littérature (30).
La Rifampicine s’est montrée trés efficace en inhibant toutes les souches de S. agalactiae et de S.
pyogenes.
La Ciprofloxacine pourrait constituer une bonne alternative pour ce qui concerne les infections a
streptocoques si I’on considére le taux d’inhibition qui est de 15% pour les souches étudiées.

11-2-3/ Les entérocoques
- Réparation bactérienne
Les entérocoques appartiennent a la flore commensale de I’homme, mais ils jouent un réle important
dans les infections nosocomiales.
Chez I’homme, Enterococcus faecalis est I’espéce la plus fréquemment isolée.
Ainsi, dans notre étude, c’est la seule espece qui a été isolée avec un taux de 8,33% des souches de
cocci a Gram positif. Ce taux est faible comparé a une étude menée en Allemagne en 1997 (76) et qui
faisait état de 19,6%.
Enterococcus faecalis représente 3,10% des souches isolées dans notre étude. La littérature fait état
de 15% (15). Résultat tres supérieur au notre.
- Sensibilite
Les béta-lactamines ont été généralement actives sur les souches E. faecalis.

Cependant, on a noté une résistance de 50% pour I’ Amoxicilline.



Les céphalosporines notamment la Céfalotine et le Ceftriaxone ont été actives sur la totalité des
souches.

Les aminosides n’ont pas été trés efficaces sur les souches avec des taux de résistance de 50% aussi
bien pour la gentamicine que pour I’Amikacine. Ainsi, une résistance a bas niveau aux aminosides est
notée conformément a la littérature (13,35). Cette résistance naturelle est liée a une mauvaise
pénétration des aminosides dans la bactériec mais n’empéche pas la synergie entre béta-lactamine et
aminosides (35).

Des souches d’entérocoques hautement résistantes a la gentamicine et a 1’ Amikacine par production
d’enzyme modifiant les aminosides ont été rapportées del979. La conséquence est la perte de la
synergie avec les béta-lactamines (13).

Au vu de ces résultats, il devient indispensable de détecter systématiquement les hauts niveaux de
résistance aux aminosides. Cela nous permettra de connaitre 1’aminoside capable de réaliser la

synergie bactéricide nécessaire au traitement d’infections nosocomiales a entérocoques.
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1 CONCLUSION




La surveillance des infections nosocomiales est un bon moyen de sensibiliser les personnels de santé
et d’attirer leur attention sur 1’épidémiologie infectieuse locale, permettant ainsi de développer des
actions de prévention au niveau d’un service ou d’un établissement de santé. Ces actions s’intégrent
dans une démarche d’amélioration de la sécurité et de la qualité des soins dispensées aux patients.
C’est dans cet optique que nous avons entrepris cette étude pour mieux évaluer la place occupée par
les bactéries non anaérobies dans les infections suppuratives post-opératoires.

Notre étude a porté sur un total de 30 prélevements provenant de malades hospitalisés ayant subi une
intervention chirurgicale et qui ont développé une infection du site opératoire. Ces malades ont été
recrutés dans différents services de I’H.A.L.D notamment dans les services de chirurgie
cardiovasculaire et thoracique (FONTAN), chirurgie abdominale et viscérale (ASSALI) et a la
clinique de gynécologie obstétrique (C.G.O.).

C’est ainsi qu’on a isolé 64 souches bactériennes a 1’origine d’infections du site opératoire. Elles ont
toutes été isolées au Laboratoire de Bactériologie et de Virologie du C.H.U de 'H.A.L.D du 1*
octobre 2000 au 31 avril 2001.

Cette étude nous a permis d’isoler des cocci a Gram positif (37,60%) et des bacilles a Gram négatif
(62,40%) qui sont tous des bactéries non anaérobies .

Des souches bactériennes de bacilles a Gram négatif connues pour leur réle prépondérant dans les
infections du site opératoire, Escherichia. coli est apparu comme I’espéce la plus importante des
isolements avec un taux de 32,5%.

Les Klebsielles connues pour leur rdle dans les infections du site opératoire ont été également isolées
avec un taux de 7,8% pour Klebsiella oxytoca et 5% pour Klebsiella pneumoniae.

A cOté de ces agents pathogénes , nous avons isolé des Proteus qui sont des germes fréquemment
rencontrés en milieu hospitalier notamment Proteus mirabilis avec un taux de 12,5% et Proteus
vulgaris avec un taux de 7,5%. Citrobacter freundii a été le seule germe des Citrobacters a étre isolée
avec 7,8% des isolats

Pseudomonas aeruginosa est I'un des agents qui occupe une place non négligeable dans nos
isolements avec 27,5% des bacilles a Gram négatif. Il est a 1’origine d’infections nosocomiales
notamment d’infections du site opératoire. Il est connu pour sa multi-résistance rendant difficile la

prise en charge thérapeutique des infections dues a cet agent.



Quant aux cocci a Gram positif, nous avons retrouvé Staphylococcus aureus comme le germe le plus
fréquemment responsable d’infection du site opératoire avec 70 ,83% des cocci a Gram positif isolés.
Ensuite viennent les streptocoques notamment Streptococcus agalactiae avec 12,5% et Streptococcus
pyogenes avec 8,33 % .

A cOté de ces germes, nous citerons Enterococcus faecalis avec 8,33% des cocci isolés et qui est
aussi une préoccupation majeure du fait de son implication dans les endocardites.

Pour mieux lutter contre ces germes, il est impératif de déterminer et de connaitre leur profil de
sensibilité vis a vis des agents anti-infectieux.

Ainsi, I’analyse des données pour la sensibilité des germes aux antibiotiques a permis de dégager un
certain nombre de profils.

C’est ainsi que pour les entérobactéries, les aminopénicillines ont présenté une faible activité. Cette
faible activité peut étre néanmoins améliorée par ’utilisation d’inhibiteur de béta-lactamases comme
I’acide clavulanique.

Par contre les céphalosporines de troisiéme génération se sont révélées tres actives de méme que
I’ Aztréonam .

Les aminosides (surtout I’ Amikacine) se sont montrés tres efficaces.

La Ciprofloxacine constitue un tres bon anti-infectieux pour le traitement des infections dues a ces
entérobactéries .

Pour Pseudomonas aeruginosa, les béta-lactamines se sont montrés peu efficaces . Cependant, les
céphalosporines de troisieme génération et 1I’Imipenem ont été particulierement efficaces, de méme
que I’Aztréonam.

La Ciprofloxacine s’est révélée comme un anti-pyocyanique de choix constituant ainsi une bonne
alternative.

Quant aux cocci a Gram positif, Staphylococcus aureus s’est montré peu sensible aux pénicillines.
On a aussi noté un pourcentage de 15% de souches méthi-R.

Les céphalosporines ont été trés actives sur les souches étudiées.

Les autres antibiotiques tels que la Rifampicine, la Vancomycine et la Gentamicine demeure de
bonnes alternatives.

Pour les souches de Streptocoques, les antibiotiques les plus actifs ont été la Vancomycine et les
céphalosporines .

Enterococcus faecalis s’est montré sensible a la Rifampicine et aux céphalosporines.

Au sortir de cette étude, le constat qui se dégage est qu’a chaque nouveau anti-infectieux, les
bactéries développent des contre-mesures défensives. Face a cette immense plasticité du monde

bactérien qui s’adapte aux nouvelles thérapeutiques avec une rapidité supérieure a celle avec laquelle



évolue I’industrie pharmaceutique, la prévention demeure le meilleur moyen de lutte contre les

infections du site opératoire. Cette prévention s’articule :

- d’abord sur le respect des mesures d’hygiéne et propreté individuelle, collective et de
I’environnement hospitalier (locaux, matériels médicaux, personnel hospitalier, malades et
visiteurs) ;

- ensuite, veiller sur I’efficacité de I’antibioprophylaxie et de 1’antibiothérapie. L’antibiothérapie
doit étre le mieux adaptée et devrait reposer sur un diagnostic bactériologique précis. L’emploi
d’un antibiotique a spectre étroit est préférable a un antibiotique large spectre qui va exercer une
forte pression de sélection sur la flore commensale et concourt ainsi a la dissémination des
plasmides de résistance ;

enfin, une politique d’installation de comités de lutte contre les infections nosocomiales devrait étre

initiée pour mieux contribuer a la surveillance de ces infections mais aussi a faire respecter les

mesures préventives.



