PORTAGE ET ACQUISITION DE BACTERIES MULTIRESISTANTES EN MILIEU PEDIATRIQUE A
DAKAR

Thése en Pharmacie : N°27-2003 Lynda Eburé Joanita Santos
Email : Joanita 4 @ Caramail.com

Les bactéries multirésistantes aux antibiotiqgues (BMR) sont en nette propension
partout dans le monde. Ce phénomeéne observé presque exclusivement en milieu hospitalier
compromet de maniere significative le traitement antibiotique des infections graves, surtout
nosocomiales.

Les espéces bactériennes concernées sont habituellement : Staphylococcus aureus
résistant a la méticilline (SAMR), Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii.

Afin d’apprécier I’ampleur du phénoméne de la multirésistance aux antibiotiques au
Sénégal, nous avons mené une enquéte au Centre Hospitalier National d’Enfants Albert Royer
de Dakar. Sur une période de sept mois (Novembre 2002 a Mai 2003) nous avons inclus 104
malades agés de 2 jours a 15 ans. Il s’agissait de rechercher dans le nez et au niveau de la
marge anale les BMR ci-dessus citées. L’objectif général était d’apprécier le portage des
BMR chez les malades au moment de leur admission au CHNEAR mais aussi & leur sortie de
I’hopital. Pour ce faire, les prélevements ont été effectués a Jo ( a I’entrée) puis une fois par
semaine et a la sortie.

Cinquante et un malades (49%) étaient porteurs de BMR, dont 23 a I’entrée au
CHNEAR, les 28 autres ayant acquis leurs BMR pendant I’hospitalisation. Au total 105
souches de bactéries multirésistantes ont été identifiées: 96 entérobactéries (Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii), 6 Acinetobacter
baumannii et 3 Staphylococcus aureus résistant a la méticilline. Parmi elles, 18 (17,14%)
proviennent du nez et 87 (82,86%) proviennent de la marge anale. L’age des enfants varie de
2 jours a 11 ans.

La production de bétalactamase a spectre élargi (BLSE) a été détectées chez 9
entérobactéries (5 K. pneumoniae et 4 E. coli). Ces souches sont sensibles a la péfloxacine.
Les entérobactéries non sécrétrices de BLSE et A. baumannii sont sensibles a I’imipéneme.
Quant aux isolats de SAMR, nous avons observé une bonne activité des Macrolides et des
Phénicolés.

Ces données confirment si besoin est, I’urgence et I’obligation de mettre sur pied au

CHNEAR un comité de lutte les infections nosocomiales qui sont le fait essentiellement des
BMR.

Mots clés : portage - acquisition — bactéries multirésistantes — antibiotiques — Centre
Hospitalier National d’Enfants Albert Royer
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Le développement de la multirésistance chez certaines especes bacté-
riennes est un phénoméne préoccupant en médecine pratique. Leur
dissémination compromet [’efficacité des thérapeutiques antibiotiques et

constitue une menace sérieuse.

La multirésistance concerne principalement les staphylocoques, les

entérobactéries, le pyocyanique et I’Acinetobacter.

Les bactéries multirésistantes (BMR) peuvent étre portées de facon
asymptomatique par certaines personnes qui les transmettent a d’autres sujets.
Elles sont surtout localisées au niveau des voies aériennes supérieures (nez), de

la peau (pli de I’aine) et de I’anus.

La contamination d’une personne peut étre due a des facteurs multiples
tels que :
- I’environnement hospitalier, le personnel médical ou
paramédical ;
- I'usage des antibiotiques qui exercent une pression de sélection
en faveur des sous-populations bactériennes les moins sensibles ;

- la promiscuité entre les malades hospitalisés [5].

Dans les établissements de soins des pays en développement, les
conditions de prise en charge des malades ne sont en adéquation ni avec les
regles d’hygiéne générale ni d’hygiéne spécifique. Cela favorise la sélection et
la diffusion des BMR qui provoquent souvent des infections nosocomiales

évoluant généralement sur un mode épidémique. Il est donc nécessaire d’évaluer
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la fréguence du portage des BMR chez les malades a leur admission a I’hopital,

mais aussi leur acquisition pendant la durée de I’hospitalisation.
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Au vu de ces faits, les bactériologistes et les pédiatres responsables du
Service des urgences de notre hopital (Centre National Hospitalier d’Enfants
Albert Royer : CNHEAR) ont entrepris de mener cette étude afin de préciser
I’importance du portage et de I’acquisition des BMR par les patients fréquentant
cet établissement. Ainsi, des prélevements systématiques nasal et anal ont été
effectués sur les malades inclus dans I’étude a leur admission, pendant leur

séjour et a leur sortie de I’hdpital.
Nous présenterons ce travail en deux grandes parties :

- une premiere partie consacrée au rappel bibliographique sur les

antibiotiques et les bacteries multirésistantes ;

- une deuxieme partie ou nous rapportons nos résultats commentés

et discutés a la lumiere des données de la littérature.
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1. LES ANTIBIOTIQUES

1.1. CLASSIFICATION DES ANTIBIOTIQUES [14]

- Un antibiotique est défini comme un agent antibactérien d’origine
biologique élaboré par des microorganismes : champignons, bacteries
etc...Cependant certains antibiotiques sont produits par synthése ou

par hémisynthese.
e Les Critéres de classification
Les antibiotiques sont classés en :
. famille grace a leur structure chimique de base identique,

. la famille est subdivisée en groupes et sous-groupes selon le
spectre d’activité des antibiotiques,
. les groupes et sous groupes sont répartis en molécules selon

la pharmacologie de chacune d’elles.

1.1.1. LA FAMILLE DES BETALACTAMINES

Elle est constituée de deux groupes.

e Groupe 1: Pénames
Il est subdivisé en trois sous-groupes.
- sous-groupe 1 : Pénicillines

. leur spectre d’activité est représente par les cocci ; les bacilles a
Gram neégatif,

. les principales molécules de ce sous-groupe sont : pénicilline G, A,
M, carboxy-pénicillines, amidino-pénicillines , uréido-pénicillines,

sulbactam, tazobactam.
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- sous-groupe 2 : Méthoxypénames

. leur spectre d’activité est représenté par les cocci ; les bacilles a
Gram négatif,

. la principale molécule de ce sous-groupe est la témocilline.
- sous-groupe 3 : Oxapénames
. ils inhibent les pénicillinases,
. la principale molécule est I’acide clavulanique ; il est associé a une
pénicilline.
e Groupe 2 : Pénemes
Il est subdivisé en trois sous-groupes :
- sous-groupe 1 : Carbapénemes
. ils ont un large spectre d’action,

. les molécules de ce sous-groupe sont I’imipénéme et le

téropéneme.
- sous-groupe 2 : Céphemes
. Céphalosporines

Elles possedent un large spectre d’action et sont regroupées en trois

2éme

générations : céphalosporines de 1%¢ génération (C1G) , céphalosporines de

génération (C2G), céphalosporines de 3°™ génération (C3G).

. Céphamycines
Elles possédent un large spectre d’action.

La principale molécule est la Céfoxitine.
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. Oxacephémes
Ils possedent egalement un large spectre d’action.

La principale molécule utilisée est le lamoxactam.

- sous-groupe 3 : Monolactames
. Monobactames

Les molécules de ce sous-groupe sont indiquées pour les bacilles a Gram
négatif.

Nous pouvons citer comme molécule I’aztréonam.
1.1.2. LA FAMILLE DES AMINOSIDES

Elle est subdivisée en trois groupes
e Groupe 1 : Streptamines

- elles possedent un large spectre d’action,

- les molecules de ce groupe sont representéees par la streptomycine et la
dihydrostreptomycine.
e Groupe 2 : Désoxystreptamines

- elles possédent également un large spectre d’action,

- les principales molécules de ce groupe sont I’amikacine, la néomycine

etc...

e Groupe 3 : Aminocyclitols

- ils sont actifs sur les gonocoques,

- la principale molécule est la spectinomycine.
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1.1.3. LA FAMILLE DES PHENICOLES

- elle possede un large spectre d’action,
- les principales molécules de cette famille sont le chloramphénicol, le

thiamphenicol.
1.1.4. LA FAMILLE DES MACROLIDES-LINCOSAMINES-SYNERGISTINES
C’est la famille des MLS avec trois groupes :

e Groupe 1: Macrolides

- ils sont actifs sur les bactéries a Gram positif et les cocci a Gram
négatif. Ils sont également efficaces sur les Chlamydia, Mycoplasma et
Haemophilus,

- les principales molécules de ce groupe sont: I’érythromycine,

I’azithromycine.

e Groupe 2 : Lincosamines

- ils sont actifs sur les staphylocoques et les bactéries anaérobies,
- la lincomycine, la clindamycine sont les principales molécules de ce

groupe.

e Groupe 3 : Streptogramines

- elles possédent un large spectre d’action et sont actives sur les
staphylocoques ;

- les principales molécules sont la pristinamycine et la virginiamycine.
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1.1.5. LA FAMILLE DES QUINOLONES
Elle est subdivisée en trois groupes :
e Groupe 1 : Quinolones de 1°"® génération
- leur spectre d’activité est représenté par les entérobactéries
responsables d’infections des voies urinaires.
- comme principales molécules de ce groupe il y a: acide
nalidixique , acide pipémidique , acide piromidique etc...
e Groupe 2 : Fluoro-quinolones
- elles possédent un large spectre d’action,
- les principales molécules de ce groupe sont : la norfloxacine, la
péfloxacine, I’ofloxacine, la ciprofloxacine, la sparfloxacine.
e Groupe 3 : Rosoxacine

- 1l s’agit d’un dérivé non fluoré actif sur les gonocoques,

- la principale molécule est I’éracine.

1.1.6. LA FAMILLE DES SULFAMIDES ET ASSOCIES
Elle est subdivisée en quatre groupes
e Groupe 1 : Sulfamides
- ils possédent un large spectre d’action,

- les principales molécules de ce groupe sont : sulfaméthoxazole,

sulfaguanine, sulfadiazine.
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e Groupe 2 : Diaminopyrimidines
- elles possédent un large spectre d’action,

- la principale molécule est la triméthoprime.
e Groupe 3 : Associations
- elles possédent un large spectre d’action,

- les principales molécules sont : triméthoprime-

sulfameéthoxazole, triméthoprime-sulfamoxole etc...

e Groupe 4 : Apparentés

- ils sont actifs sur les mycobactéries responsables de la lepre ;

- la principale molécule de ce groupe est : sulfones (disulone).

1.1.7. LA FAMILLE DES TETRACYCLINES
- elle possede un large spectre d’action,
- les principales molécules de cette famille sont: tétracycline,

doxycycline , minocycline , oxytétracycline etc...

1.1.8. AUTRES FAMILLES

e La famille des Glycopeptides

Elle est subdivisée en 2 groupes.
- Groupe 1 : Glycopeptides
. ils sont actifs sur les bactéries a Gram positif,
. les principales molécules de ce groupe sont la vancomycine

et la téicoplanine.
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- Groupe 2 : Lipo-glycopeptides
Ils sont actifs sur les bactéries a Gram positif.
e La Fosfomycine
- elle est active sur les bacilles a Gram positif,
- la principale molécule est la fosfomycine.
e La famille des Polypeptides
Elle est subdivisée en trois groupes
- Groupe 1 : Polymyxines
. elles sont actives sur les bacilles a Gram négatif responsables
d’infections intestinales ;
. les principales molécules de ce groupe sont la polymyxine et la
colimycine.
- Groupe 2 : Gramicidine-Thyrocidine
. les molécules de ce groupe sont actives sur les bactéries a Gram positif,

. les principales molécules sont la gramicidine et la thyrothricine.

- Groupe 3 : Bacitracine
. elle est efficace sur les bactéries a Gram positif,
. la principale molécule est la bacitracine.

e L’acide fusidique

- il est efficace sur les cocci a Gram positif,

- la principale molécule est I’acide fusidique.
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e La famille des Nitro-imidazolés
- les nitro-imidazolés sont actifs sur les bactéries anaérobies ;
- les principales molécules de cette famille sont : métronidazole,
ornidazole, trinidazole.
e La famille des Nitrofuranes
- ils possédent un large spectre d’action,
- les principales molécules de cette famille sont : nitrofurantoine,
nifurtoinol, nifuroxazide, nifurzide, nifuratel.
o La famille des hydroxyquinoléines
-« antiseptiques urinaires »
. ils possédent un large spectre d’action,
. la principale molécule est la Nitroxoline.
-« Antiseptiques digestifs »
. ils possedent un large spectre d’action,
. les principales molécules de ce groupe sont : tilbro et
broxyquinoline.
-« Action locale »
. 1ls possédent un large spectre d’action,

. la principale molécule est I’oxyquinol.
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La famille des Rifampicines

- ils ont un large spectre d’action (Bacille de Koch : BK),
- les molécules de cette famille sont la rifampicine, la rifabutine,

la rifamycine SV.

La Novobiocine
- elle est active sur les staphylocoques
- la principale molécule est la novobiocine.

Les Antituberculeux stricts

- ils sont indiqués dans le traitement de la tuberculose ;

- les molécules de cette famille sont I’isoniazide, I’éthambutol,
I’éthionamide, la pyrazinamide.

Les Antilépreux stricts

- ils sont indiqués dans le traitement de la lepre ;

- la principale molécule est la dapsone.
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1.2. MECANISMES D’ACTION DES ANTIBIOTIQUES [14, 40]

Ils sont au nombre de quatre :

1.2.1. INHIBITION DE LA SYNTHESE DE LA MUREINE

Certains antibiotiques comme les Béta-lactamines agissent au niveau des
protéines liant la Pénicilline (PLP). Elles établissent une liaison covalente qui se
traduit par I’inhibition de la synthese du peptidoglycane et donc un arrét de la

croissance bactérienne.

D’autres antibiotiques (Glycopeptides) inhibent la synthése du
peptidoglycane dans sa phase finale ; ils ne sont pas actifs sur les bactéries a
Gram négatif, leur taille les empéchant de pénétrer dans la bactérie a travers les

porines.

Le peptidoglycane est inhibé en début de synthése par la Fosfomycine.

1.2.2. DESTRUCTION DES MEMBRANES

Les Polypeptides et les Antiseptiques agissent sur la membrane
cytoplasmique et la membrane externe des bactéries par fixation sur les
phospholipides. Cela entraine une perturbation des échanges trans-

membranaires.

1.2.3. INHIBITION DE LA SYNTHESE PROTEIQUE

Les Aminosides se fixent sur I’ARN ribosomal 16S de la sous-unité 30S,

d’ou un changement morphologique de I’ensemble du ribosome et une altération
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de toutes les étapes de la synthése protéique. On observe alors une synthese de
protéines anormales qui vont s’incorporer dans la membrane cytoplasmique,

celle-ci perdant ainsi son intégrité.

Les Phénicolés et les Tetracyclines se fixent au niveau de I’ARN
ribosomal 23S ou 30S. Il en résulte une inhibition de la phase d’élongation de la

syntheése protéique par blocage de la translocation ou des transferts peptidiques.

1.2.4. INHIBITION DE LA SYNTHESE DES ACIDES NUCLEIQUES

Les Quinolones agissent sur les enzymes impliquées dans la régulation du
sur-enroulement de I’hélice d’ADN sur elle méme (I’ADN gyrase et la topo-

isomerase 1V).

Les Sulfamides inhibent la synthése des folates qui sont indispensables a

la synthese des acides nucléiques.

La Rifampicine, I’Acide Fusidique, le Nitrofurane, les nitro-imidazolés
inhibent la synthése des acides nucléiques par blocage de I’ARN polymérase

(Rifampicine) ou par fragmentation de I’ADN.

Rapport- gratuit.com @
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1.3. RESISTANCE BACTERIENNE AUX ANTIBIOTIQUES [13, 40]

Selon I’OMS une souche est dite résistante lorsqu’elle supporte une
concentration d’antibiotique notablement plus élevée que celle qui inhibe le

développement de la majorité des autres souches de la méme espéce.

Cette résistance est médiée par un support génétique (noyau bactérien ou
plasmides) et résulte de mutations chromosomiques ou de transferts de matériels

génetiques.

La résistance est soit naturelle, soit acquise. La résistance naturelle d’une
espéce ou d’un genre est une caractéristique propre, appartenant a I’ensemble
des souches de cette espece ou de ce genre. Elle est transmise a la descendance

(transmission verticale) car portée par le chromosome.

La résistance acquise concerne une petite partie d’une espece ou d’un
genre, pendant un temps variable et est souvent épidémique. Elle est transmise
horizontalement, entre deux especes . La transmission a la descendance est rare.
Cette résistance est propre a un genre ou une espece car portée par un plasmide,

un transposon, ou le noyau.

Les mécanismes de la résistance des bacteries aux antibiotiques sont au

nombre de cing :

1.3.1. MODIFICATION DE LA PERMEABILITE DE LA BACTERIE

Elle concerne surtout les bactéries a Gram négatif. Les porines s’obturent
partiellement ou totalement, disparaissent, ou de nouvelles porines apparaissent.

L’antibiotique est alors incapable de pénétrer dans la bactérie.
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Cette résistance peut aussi étre due a la synthése de capsule ou de slime

par la bactérie.

Certaines mutations touchant le lipopolysaccharide entrainent la

diminution de I’accessibilité des antibiotiques aux porines.

Presque tous les antibiotiques sont concernes par ce type de résistance.

1.3.2. ALTERATION DE LA CIBLE DES ANTIBIOTIQUES

Il peut s’agir d’une modification partielle de la forme de la cible, d’une
modification du nombre (hyperproduction), d’un changement total (nouvelle

cible) ou d’une dégradation enzymatique de la cible.

Ces modifications se font soit par mutation dans les genes codant pour la

cible de I’antibiotique, soit par acquisition de génes étrangers.

Par mutation on peut noter :
- une modification des PLP surtout chez Staphylococcus aureus ;
- une modification du ribosome ou de I’ADN polymerase ;
- une modification de I’ADN gyrase ou de la topo-isomérase, de

I’ARN polymeérase.
Presque tous les antibiotiques sont concernes.
1.3.3. INACTIVATION ENZYMATIQUE DE L’ANTIBIOTIQUE

La bactérie synthétise une enzyme qui inactive les antibiotiques. Le type

d’enzyme synthétisé dépend de I’antibiotique.
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> Bétalactamines

La résistance a cette famille est liée a la synthese de bétalactamases dont il
existe plusieurs centaines. Divers types de classification de ces enzymes sont

proposées dont celle qui suit :

e Les penicillinases
Il en existe trois types principaux qui sont :

. les peénicillinases types S. aureus. Elles sont secrétées aussi par la
plupart des bacilles a Gram (-) dont K. pneumoniae
. les bétalactamases a spectre élargi (BLSE) sécrétées par les
bacilles a Gram (-)
. les Temoniera Resistant Inhibitor (TRI) sécrétées par E.coli.
- ces enzymes inhibent les pénicillines A, G etV ;
- leur synthése est sous la dépendante des plasmides ;
- en pratique, on lutte contre ces enzymes par I’utilisation
des oxapénames (acide clavulanique) ou des penicillines

(tazobactam, sulbactam).

e Les céphalosporinases
- il en existe deux types: les céphalosporinases de bas
niveau (faible production) et les céphalosporinases de haut
niveau (forte production) ;
- elles inactivent I’ensemble des bétalactamines ;
- la synthese de ces enzymes est genétiqguement dépendante

du noyau ;
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- Ces enzymes ne sont pas neutralisées par les oxapénames
et les penicillines (tazobactam, sulbactam) contrairement

aux pénicillinases.
» Autres antibiotiques
e Aminosides

Trois classes d’enzymes sont responsables de la dénaturation de ces
antibiotiques :
- les aminosides-phosphotransferases (APH) ;
- les aminosides-nucléotidyltransférases (ANT) ;
- les aminosides-acétyltransférases (AAC).

e Macrolides-lincosamines-streptogramines

La resistance a cette famille est liee a la production d’estérases, de

phosphotransférases, d’acétyltransférases, de nucléotidyltransférases.

1.3.4. EFFLUX

L antibiotique est refoulé de facon active de I’interieur vers I’extérieur de

la bactérie.

Les antibiotiques concernés sont les Bétalactamines, les Quinolones, les

Macrolides-Lincosamines-Streptogramines (MLYS), les Tétracyclines.

1.3.5. TOLERANCE

L’effet bactéricide de I’antibiotique disparait et la bactérie devient

indifférente aux antibiotiques.
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Ce phénomene est observé avec les bétalactamines.

2. BACTERIES MULTIRESISTANTES

2.1. LES ENTEROBACTERIES

Quatre d’entre elles sont concernées par les
multirésistance. Il s’agit de :
- Klebsiella pneumoniae
- Enterobacter cloacae
- Escherichia coli

- Citrobacter freundii.
2.1.1. CLASSIFICATION [47]
Les bacteries répondent a la classification suivante :
- famille : Enterobacteriaceae
- genres : Klebsiella, Enterobacter

Escherichia, Citrobacter

- espéces : Klebsiella pneumoniae
Enterobacter cloacae
Escherichia coli

Citrobacter freundii

2.1.2. CARACTERES BACTERIOLOGIQUES [4, 32]

e Caracteres morphologiques

Les principaux caractéres sont :

phénomenes

de
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- bacilles a Gram négatif ;
- mobiles péritriches sauf K. pneumoniae ;
- acapsulés sauf certaines souches de K. pneumoniae et d’ E. coli ;

- asporulés.

e Caracteres culturaux [4, 47]

Ce sont des bactéries aéro-anaérobies facultatives qui cultivent sur

milieux ordinaires, a une température optimale de + 37°C.

Les colonies sont de type S (smooth). Elles peuvent étre de type M

(mugqueuses) lorsque la bactérie est capsulée (E. coli, K. pneumoniae).

e Caracteres biochimiques [4, 47, 31]

Les genres Klebsiella, Enterobacter, Escherichia fermentent le lactose

alors que Citrobacter le fermente irrégulierement et tardivement.

La réaction de Voges-Proskauer est positive (Klebsiella, Enterobacter) ou

négative (Escherichia, Citrobacter).
E. coli produit de I’indole, contrairement aux 3 autres espéces.

Seule K. pneumoniae hydrolyse Iurée; C. freundii lui produit de

I’hydrogene sulfureux (H,S).
K. pneumoniae et E. coli possedent une lysine décarboxylase.

e Caracteres antigéniques

Ils possédent tous I’antigéne somatique (Ag O).

Les antigenes capsulaires (Ag K) sont présents chez les souches capsulées

de K. pneumoniae et d’E. coli.
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Tous possédent des antigenes flagellaires (Ag H) sauf K. pneumoniae.

Ces antigenes (O, H, K) permettent de décrire des sérotypes au sein des

différentes especes.
e Sensibilité aux antibiotiques [6, 10]

- K. pneumoniae et E. cloacae sont habituellement sensibles a
I’association  amoxicilline + acide clavulanique, aux
céphalosporines, aux aminosides, a la colistine, a I’acide

nalidixique et a I’association triméthoprime-sulfaméthazole.

Les souches sauvages de K. pneumoniae et d’E. cloacae sont
naturellement résistantes a I’ampicilline. 1l en est de méme pour la ticarcilline

(K. pneumoniae) et la céfalotine (E. cloacae).

- Les souches sauvages d’ Escherichia coli sont sensibles aux
bétalactamines, aux aminosides, aux quinolones, aux

tétracyclines et a I’association triméthoprime-sulfaméthazole.

En milieu hospitalier, les aminopénicillines sont souvent inactives sur
E. coli. Le phénotype pénicillinase de haut niveau entraine une résistance aux
aminopeénicillines et aux carboxypénicillines ; I’acide clavulanique restaure
partiellement I’activité. E. coli synthétise une céphalosporinase (2 a 6 % des
cas) qui provoque une résistance a la cefalotine mais aussi a I’ampicilline, méme
en présence d’acide clavulanique. La combinaison de céphalosporinases et de
pénicillinases fait que le germe ne reste sensible qu’aux céphalosporines de 3°™

géneration.

Les souches sauvages de C. freundii sont sensibles aux

carboxypénicillines, aux uréidopénicillines, aux céphalosporines de 3°™
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génération, aux carbapénemes. Elles le sont également aux aminosides, a

I’ofloxacine et a la ciprofloxacine.

e Proprietés physico-chimiques

Leur vitalité est assez grande dans les produits pathologiques, dans le
milieu exterieur et en culture. K. pneumoniae a une tendance a l’autolyse

spontanée en culture.

Elles sont sensibles a I’action de la chaleur (tué en 1 heure a 56°C), du

chlore et de ses dérivés.

Elles résistent a I’acide phénique en solution a 1%o. et souvent aux

antiseptiques surtout en milieu hospitalier.
On les conserve trés facilement en culture a + 4°C et{lyophilisees.

2.1.3. EPIDEMIOLOGIE [4, 47, 32]

D’une facon générale, ces entérobactéries sont présentes dans la nature,
dans le tube digestif et les cavités naturelles des animaux et de I’Homme. Elles
sont frequentes en milieu hospitalier ou on les retrouve sur les mains du
personnel soignant, dans certaines solutions antiseptiques, dans les

humidificateurs etc...

Leur transmission est orale par ingestion d’aliments ou d’eaux
contaminées par les selles de malades ou de porteurs, ou par les mains sales ou

par manipulation de mateériels souillés.

Ce sont des bacteries endemiques, ubiquistes pouvant entrainer des

poussées épidémiques d’infections communautaires ou hospitaliéres.
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2.1.4. POUVOIR PATHOGENE NATUREL [4, 54]

Ce sont des bactéries pathogenes opportunistes responsables d’infections

des voies urinaires dues a la mise en place de sondes urinaires a demeure.

De méme, les septicémies dues a la pose de cathéters veineux sont

particulierement fréquentes.

On observe aussi des surinfections respiratoires des sujets sous respirateur

artificiel, des surinfections d’actes chirurgicaux.

Ces entérobactéries sont également impliquées dans les méningites
néonatales ou iatrogénes (neurochirurgicales), les diarrhées secondaires a une
antibiothérapie par voie digestive.

2.1.5. DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE [4, 47]

e Prelevement
Les entérobactéries sont isolées habituellement a partir de selles, urines,
sang, pus et de prelevement divers.

e Examen microscopique

L’examen a I’état frais permet d’apprécier la qualité de la flore et la

cytologie (quantitative et qualitative) des prélévements.

La coloration de Gram montre la présence de bacille a Gram (-) capsulés

ou non.
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e Isolement
Le produit pathologique est ensemencé sur un milieu ordinaire ou sur
milieu sélectif a I’éosine-bleu de méthyléne (EMB) puis incubé pendant 24
heures a + 37°C.
¢ Identification
Elle repose sur I’étude des caractéres bactériologiques : morphologiques,
culturaux, biochimiques et antigéniques.
e Antibiogramme [59, 40]

Il est realise par la méthode de diffusion des antibiotiques en milieu
gélosé. Les antibiotiques testés sont : bétalactamines, aminosides, phénicolés,

quinolones ...

2.1.6. ELEMENTS DE THERAPEUTIQUE

Le choix des moleécules se fait sur la base des résultats de
I’antibiogramme. Ceci est la conséquence de la multirésistance fréequente de ces

4 especes d’entérobactéries.
2.2. Staphylococcus aureus
2.2.1. INTRODUCTION

Encore appelé staphylocoque dore, c’est un coccus a Gram positif groupé

en amas ; aéro-anaérobie facultatif.
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2.2.2. CLASSIFICATION

Il répond a la classification suivante :
Famille : Micrococcaceae
Genre : Staphylococcus

Espéce : Staphylococcus aureus.

2.2.3. CARACTERES BACTERIOLOGIQUES [4, 49]

e Caracteres morphologiques

Les elements sont arrondis de 0,8 a 11 de diametre, asporulés, immobiles

et groupes en amas, réalisant I’aspect caracteristique en “grappe de raisin”.

e Caracteres culturaux

Bacterie non exigeante, elle cultive trés facilement sur gélose ordinaire et

sur géelose sélective (Chapman).

Aéro-anaérobie facultative, elle pousse a une température optimale de +
37°C.

Les colonies sont moyennes, de types “S” et pigmentées en jaune or sur

gélose ordinaire.

e Caracteres biochimiques

La bactérie possede une catalase qui la différencie des streptocoques. Elle
ne possede pas d’oxydase, ce qui la différencie des Neisseria. Le mannitol est

fermenté.
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e Caracteres antigéniques

- Protéine A

Présente uniquement chez S. aureus, elle permet la colonisation et

I’invasion des tissus par la bactérie. Elle empéche I’opsonisation (phagocytose).

- Acides teichoiques

IIs sont immunogénes et provoquent de la fievre, une nécrose, une

thrombopénie.

e Substances élaborées
- S. aureus secrete 4 types de toxines :

. les staphylolysines alpha, béta, gamma et delta. Elles provoquent la lyse
des hématies et une inflammation,

. la leucocidine qui lyse les leucocytes et les macrophages,

. les entérotoxines résistantes aux enzymes protéolytiques du tube digestif,
provoquent des intoxications alimentaires et le syndrome de choc
toxique staphylococcique,

. I’exfoliatine est une toxine épidermolytique qui provoque des lésions

bulleuses.

- Les enzymes sont nombreuses : coagulase, fibrinolysine, hyaluronidase,
pénicillinase et DNAse. Elles participent au pouvoir infectieux de
S. aureus.
¢ Sensibilité aux antibiotiques [4, 49]

Les peénicillines G et les aminopénicillines sont inactives car dénaturées

par les pénicillinases. Les pénicillines M et les céphalosporines non hydrolysees
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par la pénicillinase, restent actives. La résistance a la méticilline (souches méti-
R) est de plus fréquente (20 a 60% en milieu hospitalier). Elle est due a la
modification et a I’apparition des PLP. Ces souches méti-R sont resistantes aussi
a toutes les bétalactamines et a de nombreuses autres familles d’antibiotiques

(aminosides, fluoroquinolones).

Parmi les aminosides, la kanamycine, la gentamicine, la tobramycine, la

nétilmicine et I’amikacine sont actives et bactéricides.

Les MLS sont bactériostatiques et tres largement utilisés en pratique de
ville pour traiter les infections de gravite moyenne. Les souches meéti-R sont

régulierement sensibles a ces antibiotiques.

Autres antibiotiques : I’acide fusidique, la rifampicine, la fosfomycine, la
fluoroquinolone (active, sauf sur les souches épidéemiques hospialiéres), la

vancomycine et la téicoplanine inhibent la majorité des souches de S. aureus.

e Propriétés physico-chimiques [4]

S. aureus résiste a la chaleur (1 heure a +60°C), a la dessication (plusieurs
mois dans les produits pathologiques desséchés) et au froid (plusieurs mois dans

la glaciére en tubes scellés) ou a la salinité de I’eau.

Il est sensible a I’action des antiseptiques qui le détruisent en quelques

minutes.

2.2.4. EPIDEMIOLOGIE [4]

Dans les heures qui suivent la naissance, les souches de S. aureus de
I’environnement immédiat colonisent la peau, I’ombilic, le tube digestif, la

région périneale des nouveau-nes. Ainsi les enfants sont tres tét en contact avec
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de multiples souches de S. aureus. Il est estimé qu’un pourcentage élevé de la
population reste ainsi porteur en permanence ou par intermittence de S. aureus

en particulier sur la muqueuse du nasopharynx (20 a 40%). A partir de ces sites
de portage, les staphylocoques infectent de facon intermittente les zones
humides (aisselles) et la peau environnante. Ce portage augmente fortement en
fonction de la fréquence des contacts septiques (personnel soignant) ou en

fonction du terrain (diabétiques, hémodialyses chroniques...).

Sa transmission directe manu-portée d’homme a homme reste fréquente,
de méme que la transmission indirecte par I’environnement (eau, sol, air,

aliments) ou le matériel contaminé.

Il peut étre responsable d’épidémie hospitaliére surtout dans les créches et

les services de réanimation ; de toxi-infection alimentaire collective (TIAC).

Au CHU de Dakar, le staphylocoque doré constitue 24% des germes
isolés. On le retrouve dans 43% d’infections cutanées, 30% de septicémie 31%

d’infection pleuro- pulmonaire [13].

2.2.5. POUVOIR PATHOGENE NATUREL [4, 13]

e Infections suppuratives

- les infections cutanées les plus souvent rencontrées sont: le
furoncle, le panaris et I’impétigo. Certaines comme la
staphylococcie maligne de la face peuvent étre particulierement
grave,

- les infections peuvent également se localiser au niveau de la
sphere ORL : otite, angine, sinusite etc ...,

- les ostéomyélites,
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- S. aureus provoque aussi des tableaux cliniques trés graves :

septicémies, méningites et pleuropneumopathies.

e Intoxications

Elles sont de trois types: les toxi-infections alimentaires collectives ou
individuelles, I’impétigo bulleux et le syndrome du choc toxique

staphylococcique (TSST).

2.2.6. DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE

2.2.6.1. Diagnostic direct

e Culture

- Prélevement

La présence de staphylocoque a I’état commensal sur la peau et les
muqueuses rend parfois difficile I’interprétation de la culture positive. C’est
pourguoi il convient d’insister particulierement sur les conditions rigoureuses du
recueil des prélevements qui sont de nature variée : sang, pus, LCR, aliments,

rhinopharynx etc...

- Examen microscopique

Il permet de noter la présence de cocci a Gram positif groupés en amas,

immobiles, acapsulés et asporules.
- Isolement

Le produit pathologique est ensemencé sur un milieu ordinaire ou sur

milieu de Chapman puis incubé pendant 24 heures a + 37°C.
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- I'identification  repose sur I’étude des  caracteres
bactériologiques,
- I’antibiogramme : on recherche systématiquement :
. une résistance a la méticilline qui permet de classer les
souches en méti-S (sensibles) et méti-R (résistant),

. une production de peénicillinase.

e La recherche des entérotoxines dans les aliments en cas de TIAC
est realisée grace a des techniques immuno-enzymatiques ou
I’inoculation a I’animal.

2.2.6.2. Diagnostic indirect ou diagnostic sérologique

Il est indiqué dans les infections profondes (cerveau). Les anticorps

recherchés sont les anti staphylolysines alpha, les anti acides teichoiques.

2.2.7. ELEMENTS DE THERAPEUTIQUE
o Bétalactamines : pénicillines M

e Pour les souches méti-R, il est conseillé de prescrire les

Glycopeptides
e Autres antibiotiques actifs sur S. aureus : MLS, Aminosides,
Fluoroquinolones, acide fusidique etc...
2.3. Pseudomonas aeruginosa

2.3.1. INTRODUCTION

Encore appelé bacille pyocyanique, P. aeruginosa est un bacille a Gram

négatif, a mobilité polaire, aérobie strict, oxydase (+).
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2.3.2. CLASSIFICATION
Ce bacille répond a la classification suivante :

Famille : Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas
Espece : Pseudomonas aeruginosa.
2.3.3. CARACTERES BACTERIOLOGIQUES [48]
e Caracteres morphologiques
Bacille a Gram (-) mesurant 1 a 2u de long sur 0,5u de large, de mobilité
polaire, le pyocyanique est asporulé, acapsulé. Parfois on note la présence d’une
couche visqueuse ou « slime » constituée d’alginate entourant la bactérie.
e Caractéres culturaux

Aérobie strict, sa culture est facile sur les milieux ordinaires.

Les colonies sont de taille moyenne, de types S, plates a surfaces irisées.
Elles peuvent également étre grosses, muqueuses type M (couche slime). Elles

sont pigmentées en bleu-vert (pyocyanine et pyoverdine).

La culture dégage une odeur aromatique spéciale (odeur d’acacia ou

seringa).
e Caracteres biochimiques
P. aeruginosa possede une cytochrome-oxydase.

Il ne fermente ni le glucose, ni le lactose et ne produit pas de gaz,

d’indole, de SH, ou d’uréase.

Il ne posséde pas de lysine-decarboxylase mais une arginine-dihydrolase.
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e Caractéres antigéniques

Les antigenes O, H et K permettent de décrire des sérotypes au sein de

I’espéce P. aeruginosa. lls ont une activité toxique et sont immunogénes.

e Substances élaborées

La bactérie élabore des toxines (exotoxine A, hémolysine et
entérotoxines). La production d’enzymes (collagénase, protease) et I’alginate

contribuent également au pouvoir pathogene de P. aeruginosa.

e Sensibilité aux antibiotiques [4, 48]

P. aeruginosa est naturellement résistant aux aminopénicillines, a
Iassociation amoxicilline-acide clavulanique et aux céphalosporines de 1% et

2éme

genération. Il est sensible aux carboxypénillines, aux uréidopénicillines, aux

3éme

céphalosporines de génération, aux carbapénemes. L’imipéneme reste trés

actif.

Parmi les aminosides, il est sensible a la tobramycine, a la nétilmicine et a

I’amikacine.
Avec les quinolones, la ciprofloxacine presente actuellement la meilleure
activiteé.
e Propriétés physico-chimiques [48]

C’est une bactérie qui resiste a la plupart des dérivés d’ammonium
quaternaire, ce qui rend certains antiseptiques inactifs sur lui. Elle résiste mal a

la dessication mais peut étre conservée par lyophilisation.
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2.3.4. EPIDEMIOLOGIE [4, 48]

Parfois commensal du tube digestif de I’homme, P. aeruginosa est
largement répandu dans I’environnement humide : eau, sols, végétaux. En
milieu hospitalier il peut étre retrouvé au niveau des robinets , éviers, douches,

thermomeétres, humidificateurs, nébuliseurs etc..

La transmission & partir d’une source primaire a un patient ou d’un patient
a un autre peut résulter d’un contact avec divers supports contaminés : mains des

visiteurs ou du personnel, solutions souillées, cathéters, eaux, végétaux etc...
Le pyocyanique peut étre responsable d’épidémies d’infections
nosocomiales.
2.3.5. POUVOIR PATHOGENE NATUREL

Bactérie pathogéne opportuniste par excellence, le pyocyanique provoque
des infections diverses :

- surinfections de plaies, de maladies bronchiques chroniques,
- septicémies,

- diarrhées, surtout chez le nouveau-né.

2.3.6. DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE [4]
e Prélevement
Le produit pathologique peut étre du pus, des urines, des selles, du sang,
des secretions bronchiques ...
e Examen microscopique

Il montrera des bacilles mobiles polaires, a Gram (-) et droits.
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e |solement

Le produit pathologique est ensemencé sur les milieux usuels ou sur

milieu King A King B. C’est un milieu qui induit la pigmentation des colonies.
e ldentification
Elle se fait par I’étude des caracteres bactériologiques.
e Antibiogramme [59]

Il est indispensable car la bactérie est naturellement peu sensible. Les
molécules a tester comporteront obligatoirement: ticarcilline, ceftazidime,

carbénicilline, imipéneme et ciprofloxacine.

2.3.7. ELEMENTS DE THERAPEUTIQUE
e Traitement curatif

- Les antibiotiques couramment utilises sont: Ticarcilline,
carbenicilline, cefsulodine, ceftazidime, céfopérazone,

- I’imipénéme peut étre utilisé en dernier recours.

e Prévention

Elle passe par une hygiene génerale lors des soins infirmiers et la
vaccination chez les grands brales.

2.4. Acinetobacter baumannii

2.4.1. INTRODUCTION

C’est un bacille a Gram (-) aérobie strict, particulierement rencontré en
milieu hospitalier [27].
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2.4.2. Classification [33]
Il répond a la classification suivante :

Famille : Moraxellaceae

Genre : Acinetobacter

Espéce : Acinetobacter baumannii.
2.4.3. CARACTERES BACTERIOLOGIQUES [4, 27]

e Caracteres morphologiques
Il s’agit de coccobacilles & Gram (-), immobiles, de diametre l1égérement
supérieur a 1u et de longueur variant de 1u (formes coccoides) a 3-5u (formes
bacillaires) ou plus (formes filamenteuses). Ils sont asporules.
e Caractéres culturaux
Tres peu exigeante, c’est une bactérie aérobie strict de culture facile.
Les colonies sont convexes, a bords réguliers, souvent translucides.
e Caracteres biochimiques
A. baumannii ne posséde pas d’oxydase, de nitrate réductase.
Il acidifie le glucose, ne fermente pas le lactose mais cultive sur Citrate
de Simmons.
e Sensibilité aux antibiotiques

Les antibiotiques actifs sont la ticarcilline, la ceftazidime, I’amikacine, la

tobramycine, la péfloxacine et la colistine.

L’ imipenéme et la ciprofloxacine ont une activité meilleure.
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2.4.4. EPIDEMIOLOGIE [4, 27]

Bactérie saprophyte (eau, sol) mais également retrouvée dans la flore
commensale de I’homme (peau, voie aérienne supérieure), A. baumannii est

retrouvé en milieu hospitalier sur les matériels médicaux, dans le lavabo, I’air...

La contamination est directe, par les mains ou indirecte avec les matériels

meédicaux.

Dans un hépital général, A. baumannii peut représenter jusqu’a 3% des
bacilles a Gram (-) isolés a partir de sang, des secrétions de I’arbre respiratoire,

des urines et de pus divers lors des infections nosocomiales.

2.4.5. POUVOIR PATHOGENE NATUREL [4]

On ne peut vraiment attribuer de pouvoir pathogéne naturel aux
Acinetobacter, car ces germes se comportent surtout comme des pathogenes
opportunistes chez des patients fragilisés ou porteurs de matériel artificiel ou

sous antibiothérapie a large spectre.

Les septicemies sont habituellement associées a la présence d’un cathéter
intravasculaire. Les tableaux observés vont d’une simple bactériémie transitoire
a une veritable septicémie avec thrombose vasculaire autour du cathéter, parfois

compliquée d’une endocardite.

Les infections pulmonaires sont en général des broncho-pneumonies, le
plus souvent d’origine iatrogéne  (intubation endotrachéale, intervention
chirurgicale...) ou survenant chez des sujets atteints d’une maladie sous-jacente
(cirrhose éthylique, diabete...). Des pneumonies ont été également décrites chez

des enfants.
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Les germes sont souvent isolés des urines (présence d’une sonde urinaire,
geste chirurgicale...) mais ils sont rarement responsables de véritables
infections.

2.4.6. DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE
e Prélevements

IIs sont fonction du type d’infection : hémoculture, matériels étrangers

apres ablation (cathéter, sondes...), sécrétions de I’arbre respiratoire, urines...
e Examen microscopique

Il permet de noter la présence de coccobacilles a Gram (-), immobiles,
asporules.

e Isolement

Les produits pathologiques sont ensemencés sur milieux usuels et incubés
a + 37°C pendant 24 heures.

A. baumannii est capable de croitre a + 44/ + 45°C.

¢ Identification
Elle repose sur I’étude des caracteres bactériologiques.
e Antibiogramme [59]

On teste les molécules telles quela ticarcilline, I’amikacine, la

tobramycine et la pefloxacine.
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2.4.7. ELEMENTS DE THERAPEUTIQUE
e Traitement curatif

On a geénéralement recours a I’association d’une bétalactamine
(ticarcilline, ceftazidime, imipéneme) et d’un aminoside (tobramycine,

amikacine) ou d’une quinolone (péfloxacine, ciprofloxacine) et d’un aminoside.

Les infections sur matériel étranger requiert avant tout I’ablation de
celui-ci.

e Traitement préventif

Il repose sur une hygiéne générale.

3. INFECTIONS NOSOCOMIALES A BMR

Les infections acquises a I’hopital ou infections nosocomiales sont une
préoccupation majeure du corps médical. Elles sont dues a des BMR qui se
substituent aux bactéries sensibles ou alors viennent surinfecter des patients déja

victimes de bactéries sensibles.
3.1. MODE DE TRANSMISSION
La transmission de ces infections peut étre aérienne ou par contact.

» Transmission aérienne [15]

L air héberge des germes saprophytes qui deviennent virulents dans le
milieu hospitalier avec I’utilisation massive des antimicrobiens. Les gouttelettes
de Pflligge peuvent se dessécher, rester en suspension et transporter les germes

vivants.
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» Transmission par contact [19]

Elle se fait par I’intermeédiaire des mains du personnel soignant ou par le
matériel médical souillé utilisé lors des actes medicaux. La transmission peut

également se faire a partir d’un malade.
3.2. TABLEAUX CLINIQUES

Les infections nosocomiales sont de localisations diverses. Les plus
frequemment rencontrées sont les infections de I’appareil urinaire, les infections
de I’arbre pulmonaire et les infections diverses (peau, tube digestif). Les

surinfections post-opératoires sont également observées.
3.3. Physiopathologie

> Infections des voies urinaires [29]

Elles peuvent survenir selon deux modalités : par la voie ascendante ou

par la voie descendante.

L’infection par la voie ascendante peut étre favorisée par plusieurs
facteurs : contamination du méat urinaire, longueur de I’uretre qui est court chez
la femme. Les anomalies de I’arbre urinaire peuvent favoriser le reflux et
s’opposer a la chasse physiologique d’une éventuelle contamination remontante.

L’infection peut étre iatrogene : sondage vésical, cathétérisme instrumental.

L’infection par la voie descendante est secondaire a une bactériémie
initiale.
» Suppurations

Les infections superficielles les plus souvent rencontrées sont : escarres,

bralures, plaies traumatiques...
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Les infections peuvent étre profondes : abces sous-cutanés ou viscéraux,

adénites.

On note également les infections des séreuses qui sont primitives ou

secondaires a un foyer infectieux proche : plévre, péritoine.

» Septicémies

Trois types sont décrits :

septicémie par thrombophlébite : Apres effraction, il se crée une
réaction inflammatoire puis une vasodilatation avec dépodts de
leucocytes, de plaquettes qui forment des agrégats. Localement
se constitue un thrombus qui permet la multiplication
bactérienne. Les enzymes protéolytiques et fibrinolytique
détruisent le thrombus et il se produit une dissémination
sanguine (metastase septique) [30],

septicémie lymphatique : Les bactéries essaiment a partir d’un
foyer ganglionnaire et empruntent les voies lymphatiques pour
gagner la circulation sanguine [51],

septicémie d’origine circulatoire. Les germes penétrent

directement dans la circulation sanguine.

> Bactériémie

Il s’agit de passages occasionnels et transitoires de germes généralement

peu nombreux dans la circulation sanguine.
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1. CADRE DE L’ETUDE

1.1. CENTRE HOSPITALIER NATIONAL D’ENFANTS ALBERT
ROYER (CHNEAR)

Ce travail a été réalisé au CHNEAR du Centre Hospitalier Universitaire

de Fann, Dakar, Sénegal.

L’hopital comporte :
e 4 pavillons d’hospitalisation
- pavillon K qui est le service des soins intensifs
- pavillon N réservé aux nouveau-nés et aux jeunes nourrissons
(0 a 3 mois)
- pavillon M ouvert aux enfants agés de 3 mois a 3 ans

- pavillon O qui recoit les enfants de 3 ans a 15 ans.

¢ une Clinique Externe qui comporte un service d’accueil est le centre de tri
de la consultation pédiatrique et des consultations de spécialités :

ophtalmologie et stomatologie

e les services annexes sont ouverts aux enfants et aux adultes. lls
comportent :
- le Laboratoire qui compte en son sein 4 unités : Bactériologie,
Biochimie, Hématologie, Parasitologie,

- la Radiologie.
Le personnel médical est composé d’universitaires, d’étudiants, de

personnels soignants dont la majorité est formée sur place en tant qu’aides-

soignants.
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1.3. PERIODE DE L’ETUDE

Nous avons effectué I’étude sur une période de sept mois : de Novembre
2002 a Mai 2003.

2. POPULATION DE L’ETUDE

2.1. CRITERES D’INCLUSION

Tout malade hospitalisé depuis moins de 24 heures, sans distinction d’age,

de sexe, ni de diagnostic clinique.

2.2. CRITERES D’EXCLUSION

Les patients se trouvant dans un état clinique critique (assistance
respiratoire, coma) ou ayant dépassé le délai de 24 heures a I’hdpital ont été

systématiquement exclus.

2.3. SITE DE RECRUTEMENT

Les enfants retenus dans le cadre de ce travail ont été recrutés dans les

quatre pavillons d’hospitalisation.

2.4. FICHE D’ENQUETE

Nous avons recueilli pour chaque malade :
- des données administratives : nom, age, sexe et adresse,
- la notion d’hospitalisation dans les douze mois précédant son
admission au CHNEAR,
- des données thérapeutiques telle une antibiothérapie dans les

trois mois précédant I’hospitalisation.

53



3. MATERIELS ET METHODES

3.1. MATERIELS

3.1.1. MATERIELS DE PRELEVEMENT

Pour le préléevement, nous avons utilisé des ecouvillons stériles et des

tubes contenant de I’eau distillée stérile.

3.1.2. MATERIELS DE LABORATOIRE

Les milieux et réactifs suivants ont été utilisés

pour I’isolement des germes :

. gélose Eosine bleu de méthyléene (EMB)
. gélose de Chapman

. disques d’antibiotiques : Ceftriaxone (30ug) et Oxacilline (5ug)

pour I’identification

. mini galerie comportant un milieu urée-indole, une gélose

Kligler-Hajna et une gélose citrate de Simmons

. galeries API E (Appareillage Pour Identification des

Entérobacteéries) et API NE (Appareillage Pour Identification des

Non Entérobactéries)

. Kit latex pour le diagnostic antigénique des staphylocoques

pour I’antibiogramme

. géelose Mueller-Hinton (MH)

. écouvillons stériles
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. disques d’antibiotiques :

pour les entérobactéries : Amoxicilline, Amoxicilline + Acide
clavulanique, Céfalotine, Ceftriaxone, Ticarcilline,
Aztréonam, Imipenéme, Mezlocilline,  Gentamicine,

Amikacine, Chloramphénicol, Cotrimoxazole, Péfloxacine

pour les staphylocoques : Oxacilline, Pénicilline G,
Kanamycine, Tobramycine, Gentamicine, Chloramphénicol,
Doxycycline, Erythromycine, Lincomycine, Pefloxacine,

Rifampicine, Vancomycine

pour les pyocyaniques : Ticarcilline, Ticarcilline + Acide
clavulanique, Imipénéme, Pipéracilline, Ceftriaxone,
Ceftazidime, Cefsulodine, Aztréonam, Gentamicine,

Amikacine, Chloramphénicol, Péfloxacine

pour les Acinetobacter : Ticarcilline, Ticarcilline + Acide
clavulanique, Ceftazidime, Imipéneme, Gentamycine,
Tobramycine, Amikacine, Pefloxacine, Rifampicine,

Pipéracilline, Cotrimoxazole

- pour la conservation des souches: cryotubes (NUNC) et

Bouillon cceur cervelle (BCC) additionné de glycérol.

Nos milieux et reactifs proviennent des laboratoires "bio Meérieux"

(France).
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3.2. METHODES

3.2.1. PRELEVEMENTS

Pour chaque malade retenu, des prélevements ont été faits au niveau des

narines et de I’anus.

e Le prélevement nasal

L’ecouvillon imbibé d’eau distillée stérile est introduit dans les narines du
malade jusqu’a la cloison nasale. Il est tourné 3 a 4 fois, retiré et mis dans un

tube stérile.

e Le prelevement anal

L’ecouvillon imbibé d’eau distillée stérile est introduit dans I’anus du
malade sur une distance de 1 a 2 cm puis apres rotation est retiré et mis dans un

tube sterile.
e La périodicité des préléevements
Ils se font chez tout malade retenu :
. durant les 24 premiéres heures d’hospitalisation
. au 7°™ jour d’hospitalisation
. toutes les semaines jusqu’a la sortie du malade
. le jour de la sortie du malade

Les échantillons de produits recueillis sur écouvillon sont directement

acheminés au laboratoire sans délai et directement mis en culture.

Par ailleurs nous avons réalise des prélevements au niveau du personnel et

dans I’environnement des salles d’hospitalisation.
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Pour le personnel, le prélevement a été fait au niveau des mains de 10
agents (infirmiéres et stagiaires). Ces agents avaient été prélevés le matin avant
le début des soins infirmiers et a 14 heures apres les soins infirmiers mais avant

nettoyage des mains.

Dans les salles d’hospitalisation, des boites de pétri contenant de la gélose
EMB sur laquelle est déposée un disque de ceftriaxone sont ouvertes sur les

paillasses toute la matinée.

Cette détection systématique de BMR dans I’environnement et chez le

personnel a été effectuee sur trois matinées.

3.2.2. TECHNOLOGIE AU LABORATOIRE

Chaque écouvillon est déchargé dans du bouillon cceur cervelle qui est

alors incubé pendant 1 heure a + 37°C. C’est I’étape du pré-enrichissement.

e Isolement des BMR

Aprés le pré-enrichissement dans le BCC, les BMR ont été isolées de la
maniere suivante :

- la gélose EMB est ensemencée par massage de toute la
surface avec un écouvillon imprégné du BCC. La boite est
séchee a température ambiante pendant 10 minutes puis le
disque de ceftriaxone est déposé au centre de la gélose. La
boite est gardée 30 minutes a la température ambiante pour la

pré-diffusion puis incubée a + 37°C pendant 24 heures.

Une gélose EMB était ensemencée pour chaque site de prélevement
(narine, anus).
- la gélose de Chapman aussi est traitée de la méme facon que

la gélose EMB mais ici on utilise le disque d’Oxacilline.
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Ce milieu a été utilisé uniquement pour le prélevement nasal.

Au total, pour chaque malade, 2 EMB et 1 Chapman ont été ensemences
puis incubés a + 37°C pendant 24 heures. Cette méthode de travail était

appliguée a I’entrée, a J7, toutes les semaines et a la sortie du malade.

e Identification des BMR

Le disque de Ceftriaxone a servi a la recherche des entérobactéries
productrices de bétalactamase a spectre élargi ou de céphalosporinases

déréprimées, d’Acinetobacter et de Pseudomonas aeruginosa.

Le disque d’Oxaciline a été utilisé pour isoler S. aureus resistant a la
méticilline.

Ont été considérees comme BMR toutes bactéries dont les colonies

apparaissent dans le diametre d’inhibition de [I’antibiotigue sur EMB

(Ceftriaxone) et sur Chapman (Oxacilline).

L’identification a été faite selon les méthodes classiques en usage dans un
laboratoire de bactériologie a savoir :
- I’aspect des colonies :

. colonies muqueuses en “goutte de miel” : K. pneumoniae, E. cloacae
. colonies a reflet métallique pour Escherichia coli...

. virage au jaune (fermentation du mannitol) de la gélose de Chapman :
S. aureus

- la coloration de Gram qui permet de noter :
. la présence de bacilles a Gram (-)
. la présence de cocci a Gram (+) groupés en amas

- les caracteres obtenus a partir des galeries.
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- Bacilles a Gram (-)
Les colonies correspondant a des bacilles a Gram (-) ont fait I’objet d’une
mini-galerie (Kligler-Hajna, urée-indole, citrate de Simmons).

Lorsque I’espece n’était pas diagnostiquée par la mini-galerie, une galerie
APl E ou APl NE permettant d’étudier 22 caractéeres biochimiques eétait

ensemenceée.

- Cocci a Gram (+)
A partir de la gélose Chapman, les cocci a Gram (+) groupés en amas
faisaient I’objet d’une recherche de catalase. Les germes qui produisent cette

enzyme sont considérés comme des staphylocoques probables.

L’identification est alors complétée par la recherche de la coagulase (libre

et liée) et de la protéine A.

e Antibiogramme standard

L’ antibiogramme standard (méthode de diffusion de I’antibiotique en

milieu gélosé) a été systématiquement pratiquée pour toute BMR isolée afin

d’établir son profil de sensibilité.

La réalisation pratique de cet antibiogramme est la suivante :
- préparation du milieu pour I’antibiogramme : une gélose MH
est coulée en boite de pétri de maniére a obtenir une
épaisseur de 4 mm. On la laisse se solidifier puis elle est
séchée a I’étuve a + 37°C
- préparation de I’inoculum bactérien :
A partir d’une culture de 24 heures sur gélose, 1 a 2 colonies sont mises

en suspension dans 10 ml d’eau physiologique stérile. On compare I’opacité
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obtenue & celle de I’étalon Mac Farland (concentration de 10° bactéries/ml ou

10% UFC/mI) et on ajuste I’opacité si besoin est. Enfin une dilution au 1/10° est
réalisee.

- Le milieu de culture pour I’antibiogramme est alors ensemenceé

avec I’inoculum ainsi prépare, grace a un écouvillon stérile. Les

boites sont sechées 10-15 minutes a I’étuve a + 37°C. Alors on

procede a I’application des disques d’antibiotiques a la surface

de la gélose MH a I’aide d’une pince.

Les boites sont gardées a la tempeérature ambiante pendant 30 minutes
(pré-diffusion des antibiotiques) puis elles sont incubées pendant 24 heures a
+ 37°C.
- pour la recherche de bétalactamase a spectre élargi (BLSE) nous
avons déposé tout autour du disque d’Amoxicilline + Acide
clavulanique, les disques des antibiotiques suivants : Céfalotine,

Ceftriaxone, Ceftazidime et Aztréonam
- les disques d’antibiotiques testés du germe isolé (page 43).

e Lecture de I’antibiogramme

Les diametres d’inhibition autour des différents disques d’antibiotiques
sont mesures a I’aide d’une régle a coulisse. Les résultats sont ensuite compares

aux valeurs critiques de I’antibiotique correspondant.

En fonction du diametre de la zone d’inhibition, le germe sera dit

sensible, intermédiaire ou résistant selon les abaques fournis par le fabricant.

La production de bétalactamase a spectre élargi se traduit par une

inhibition en forme de bouchon de champagne.
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e Conservation
Les souches isolées sont conservées congelées a - 20°C dans du bouillon
cceur-cervelle additionné de glycérol (10% de glycérol).
3.2.3. SAISIE ET ANALYSE DES DONNEES

La saisie des données a été réalisée grace au logiciel Epi 6. La
comparaison des groupes de malades ayant ou n’ayant pas d’antécédents
d’hospitalisation, ceux ayant ou n’ayant pas recu d’antibiotiques dans les trois
mois précédant I’hospitalisation de méme que le risque d’acquisition de BMR
par rapport au portage a I’entrée ont eté faits avec le test du chi-carré avec un

intervalle de confiance IC = 95% .

4. RESULTATS

4.1. RESULTATS GLOBAUX

Sur une peériode de sept mois (Novembre 2002 a Mai 2003), la recherche
systématique de bactéries multirésistantes (BMR) chez les malades lors de
I’hospitalisation et en cours d’hospitalisation a donné les résultats suivants :
4.1.1. INCIDENCE DES BMR

Cent quatre malades ont été inclus et explorés. Parmi eux, cinquante et un
étaient colonises par des BMR, soit 49%.

4.1.2. NATURE DES BMR ISOLEES

Chez ces enfants résidant essentiellement dans la région de Dakar, nous

avons isolé cent cing BMR ainsi reparties :
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Tableau | : Répartition des souches de BMR isolées au CHNEAR de Dakar
Novembre 2002 - Mai 2003

BMR isolées Entrée | Hospitalisation | Nombre de BMR | %

Enterobacteriaceae :

- Klebsiella pneumoniae 17 40 57 54,28
- Escherichia coli 9 23 32 30,47
- Enterobacter cloacae 2 3 5 4,76
- Citrobacter freundii 1 1 2 1,90
Acinetobacter baumannii 3 3 6 571
Staphylococcus aureus 1 2 3 2,85

Légende : entrée = nombre de souches isolées chez les enfants colonisés a

I’hospitalisation,

hospitalisation = nombre de souches isolées chez les enfants

colonisés au cours de leur hospitalisation

4.1.3. AGE ET SEXE

Notre population d’étude est composée de quarante sept filles et cinquante

sept garcons, ages de deux jours a quinze ans, dont la majorité appartient surtout

a la tranche d’age de six a dix-huit mois (Tableau I1).
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Tableau Il : Répartition des BMR en fonction de I’age au CHNEAR de

Dakar
Age (mois) | Nombre de Nature des BMR
BMR SAMR | KP | ECO | ECL | CF AB

0-2 31 0 21 7 2 1 0
2-6 12 0 8 4 0 0 0
6-18 36 2 20 12 1 1 0
18 - 30 6 0 2 1 0 1
30-60 11 1 1 0 3

> 60 9 0 4 0 0 2
TOTAL 105 3 57 32 5 2 6

Legende: SAMR =S. aureus, méti-R, KP = K. pneumoniae, ECO = E. coli,
ECL =E. cloacae, CF = C. freundii, AB = A. baumannii

35
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25

20

OSAMR

B Enterobacteriaceae
OA. baumannii

154

10

0 - 2 mois 2-6mois 6-18mois 18-30 mois 30 -60 mois > 60 mois

Figure 1 : Répartition des BMR en fonction de I’age

Légende: SAMR =S. aureus meti-R, Enterobacteriaceae = K. pneumoniae,

E. coli, E. cloacae, C.freundii
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4.1.4. PORTAGE DES BMR PAR RAPPORT A LA DATE D’ENTREE

En fonction de la date d’hospitalisation, deux groupes de malades sont

définis :
- vingt trois enfants étaient porteurs de trente trois souches de
BMR au moment de I’hospitalisation. lls représentent 22% de la
population d’étude, mais 45% des porteurs de BMR
- vingt huit enfants indemnes a I’entrée ont acquis cinquante
quatre souches de BMR pendant leur séjour a I’hdpital. Cela fait
un peu plus du quart (27%) de la population d’étude, mais 55%
des patients colonisés par les BMR (Tableau I11).
Tableau I11 : Répartition des BMR en fonction de la date d’entrée
Date | Nombre | Nombre Nature des BMR
Malades| BMR |SAMR| KP | ECO | ECL | Cf AB
porteurs
Jo 23 33 1 17 9 2 1 3
J7 14 17 0 10 5 1 0 1
Jia 6 8 1 2 4 1 0 0
Jo1 2 2 0 1 1 0 0 0
Jog 1 1 0 1 0 0 0 0
sortie 30 44 1 27 12 1 1 2
TOTAL 105 3 57 32 5 2 6
Légende : SAMR = S. aureus meéti-R, KP = K pneumoniae, ECO= E. coli,

ECL = E. cloacae, CF = C. freundii, AB = A. baumannii.

4.1.5. SITES COLONISES PAR LES BMR

Au niveau nasal, vingt prélevements mettent en évidence une ou plusieurs

BMR.
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Soixante seize écouvillonnages de la marge anale chez les cent quatre

malades ont révélé I’existence de BMR (Tableau 1V).

Tableau IV : Sites colonisés par les BMR

Malades Narines Mugueuse anale
N =51
01 E. coli + K. pneumoniae
03 E. coli
05 K. pneumoniae K. pneumoniae
07 S. aureus
08 E. coli + K. pneumoniae
09 K. pneumoniae
10 K. pneumoniae
11 K. pneumoniae
12 E. coli
14 K. pneumoniae
16 K. pneumoniae
17 E. coli
19 A. baumannii K. pneumoniae
21 K. pneumoniae K. pneumoniae + E. cloacae
22 K. pneumoniae + E. Coli
23 A. baumannii + E. cloacae K. pneumoniae
26 K. pneumoniae
27 K. pneumoniae + C. freundii
28 C. freundii + E. cloacae K. pneumoniae + E. coli
29 K. pneumoniae
31 K. pneumoniae
33 A. baumannii
37 A. baumannii + E. coli
39 E.coli
40 E. coli
41 E. coli
42 E. coli
43 E. cloacae
44 S. aureus K. pneumoniae
45 K. pneumoniae
51 K. pneumoniae + E. coli
52 K. pneumoniae
56 K. pneumoniae
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Tableau IV (suite)

59 A.baumannii A. baumannii

64 E.coli

79 E. coli

80 K. pneumoniae + E. coli
81 K.pneumoniae

82 K. pneumoniae + E. coli
83 K. pneumoniae + E. coli
84 K. pneumoniae

85 K. pneumoniae

86 K. pneumoniae

88 K. pneumoniae

89 K. pneumoniae

90 K. pneumoniae

91 K. pneumoniae + E. coli
92 K. pneumoniae K. pneumoniae

93 K. pneumoniae

94 E. coli

95 K. pneumoniae K. pneumoniae

Legende : les chiffres repreésentent le numéro des malades colonisés.

4.1.6. PERIODE DE RECRUTEMENTS DES MALADES

En moyenne, nous avons inclus dans I’étude a peu pres le méme nombre
d’enfants chaque mois. Cela représente une moyenne de 15 malades par mois
(Tableau V).
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Tableau V : Répartition des BMR selon le mois

Mois Nombre | Nombre Nature des BMR
malades| BMR |[SAMR| KP | ECO | ECL | CF | PA | AB

Novembre 20 26 2 15 7 1 0 0 1
Décembre 19 28 0 12 8 3 2 0 3
Janvier 17 14 1 6 4 1 0 0 2
Février 11 1 0 0 1 0 0 0 0
Mars 12 14 0 8 6 0 0 0 0
Avril 9 7 0 4 3 0 0 0 0
Mai 16 15 0 12 3 0 0 0 0
TOTAL 104 105 3 57 32 5 2 0 6

25,00%

20,00%

15,00%-+

OSAMR
B Enterobacteriaceae

10,00% OA. baumannii

5,00%-+

0,00%

Nov Dec Jan Fev Mars Avr Mai
Figure 2 : Pourcentage de BMR isolées selon le mois

Legende: SAMR =S. aureus meti-R, Enterobacteriaceae = K. pneumoniae,

E. coli, E. cloacae , C. freundii.

67




4.1.7. REPARTITION GEOGRAPHIQUE DES MALADES

Les enfants de notre étude proviennent essentiellement de la région de

Dakar et en majorité du district de Pikine. Nous avons répartit ces enfants selon

le district médical de résidence dans le tableau suivant. (tableau V1)

Tableau VI : Répartition des malades selon le district médical de résidence

Régions Districts Nombre de Entrée Hospitalisation
administratives | sanitaires malades
Dakar Nord 17 3 2
Dakar Sud 8 3 1
Dakar Ouest 6 1 2
Dakar centre 6 0 3
Dakar Mbao 11 2 5
Pikine 35 7 9
Guédiawaye 13 4 4
Rufisque 2 0 1
Diourbel Touba 2 0 1
Louga Louga 1 1
Mbour 2 1 0
Thies Thiés 1 1
TOTAL 12 104 23 28
Legende : entrée = nombre d’enfants colonisés a I’hospitalisation,

hospitalisation = nombre d’enfants indemnes colonisés au cours de

leur hospitalisation.

4.1.8. DONNEES STATISTIQUES

Dans notre population d’étude, la répartition en tranche d’age n’est pas

statistiguement significative, de méme que les notions d’hospitalisation et

d’antibiothérapie antérieures.
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Il existe un risque significatif de colonisation par BMR en fonction du
sexe. Le risque de retrouver les BMR chez les filles est plus élevé que chez les
garcons. Ce risque est de 2,56 avec un intervalle de confiance IC = 95% compris
entre 1,08 et 6,15.

4.2. PORTAGE DE BMR A L’ENTREE

4.2.1. AGE ET SEXE

Lors de I’hospitalisation, 23 malades dont 12 filles (52%) et 11 garcons
(48%) étaient porteurs de BMR. L’age moyen pour les filles est de 13 mois et

pour les garcons il est de 15 mois (Tableau VI1).

Tableau VII : Portage des BMR selon I’age a I’hospitalisation

Age Nombre | Nombre Nature des BMR
(mois) | malades | BMR |SAMR| KP | ECO | ECL | CF | AB
0-2 9 13 0 8 3 1 1 0
2-6 2 3 0 2 1 0 0 0
6-18 7 10 0 6 3 1 0 0
18 - 30 1 1 0 0 1 0 0 0
30 - 60 4 1 1 1 0 0 3
> 60 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 23 33 1 17 9 2 1 3

La majorité des BMR provient d’enfants de la tranche d’age de 0 a 2 mois

et 6 a 18 mois.




4.2.2. SITES DE PRELEVEMENTS

Les prélevements nasaux ont permis de mettre en évidence chez 8
malades (35%) au moins une BMR. L’écouvillonnage rectal a revélé, dans 19

cas (83%), la présence d’au moins une BMR (Tableau VIII).

Au total, sur les 23 malades porteurs de BMR a I’entrée, 4 sont colonisés

au niveau des 2 sites.

Tableau VIII : Sites de colonisation chez les 23 malades porteurs de BMR a
I’entrée
Malades Narines Marge anale
N =23
03 E. coli
05 K. pneumoniae K. pneumoniae
07 S. aureus
09 K. pneumoniae
11 K. pneumoniae
28 C. freundii + E. cloacae K. pneumoniae + E. coli
31 K. pneumoniae
37 A. baumannii + E. coli
42 E. coli
43 E. cloacae
52 K. pneumoniae
56 K. pneumoniae
59 A.baumannii A. baumannii
79 E. coli
82 K. pneumoniae + E. coli
84 K. pneumoniae
88 K. pneumoniae
89 K. pneumoniae
90 K. pneumoniae
91 K. pneumoniae + E. coli
93 K. pneumoniae
94 E. coli
95 K. pneumoniae K. pneumoniae

Légende : les chiffres représentent le numéro des malades colonises a I’entrée
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4.2.3. ACQUISITION ET PERTE DES BMR PENDANT L’HOSPITALISATION

Sur les 23 malades porteurs de BMR a I’entrée :

Tableau IX : Perte et acquisition des BMR chez les 23 malades porteurs de

11 les ont perdu sans en acquérir d’autres pendant leur

hospitalisation. Il s’agit de :

e 7 souches de K. pneumoniae
e 5souches de E. coli

e 2 souches de A. baumannii

e 1 souche de E. cloacae

4 ont conservé leur BMR

8 ont acquis de nouvelles BMR pendant I’hospitalisation en plus

de leurs anciennes BMR d’entrée (tableau 1X)

BMR a I’entrée

Malades BMR
Anciennes Nouvelles
Narines  muqueuse anale Narines  muqueuse anale
03 ECO SAMR KP
05 KP KP ECO
07 SAMR ECL
09 KP KP + ECO
11 KP
28 CF + ECL KP + ECO KP + ECO
31 KP ECO
37 AB + ECO
42 ECO
43 ECL
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Tableau IX (suite)

52 KP
56 KP ECO
59 AB AB
79 ECO KP KP
82 KP + ECO
84 KP + ECO
88 KP
89 KP ECO
90 KP
91 KP + ECO
93 KP
94 ECO
95 KP KP
Légende: SAMR = S. aureus méti-R, KP = K. pneumoniae, ECO = E. coli,

4.2.4. HOSPITALISATION PREALABLE

ECL = E. cloacae, CF = C. Freundii, AB = A. Bumannii.

Quatre malades (17%) avaient déja subi une hospitalisation au cours des

12 mois précédant celle-ci. lls étaient porteurs de K. pneumoniae et d’E. coli. Un

seul parmi eux a perdu ses BMR, par contre les trois autres ont acquis d’autres

BMR.

4.2.5. ANTIBIOTHERAPIE PREALABLE

Douze patients ont bénéficié d’une antibiothérapie au cours des trois mois

précédant leur hospitalisation. Les antibiotiques prescrits étaient :

amoxicilline,

spiramycin

céfatrizine.

€,
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Parmi eux, six étaient colonisés par des BMR : E. coli, S. aureus,

K. pneumoniae, A. baumannii.

4.3. ACQUISITION DE BMR PENDANT L’HOSPITALISATION PAR
LES MALADES INDEMNES A L’ENTREE

4.3.1. AGE ET SEXE

Lors de I’hospitalisation, quatre vingt et un malades dont quarante six
garcons et trente cing filles n’étaient pas porteurs de BMR. Parmi eux, vingt huit
ont acquis des BMR pendant leur hospitalisation. Il s’agit de douze gargons
(43%) et seize filles (57%). L’age moyen pour les garcons est de soixante onze

mois et pour les filles de dix neuf mois.
4.3.2. SITES DE PRELEVEMENTS

Les prélevements nasaux ont permis de mettre en évidence chez cing
malades (18%) au moins une BMR. L’écouvillonnage de la marge anale a revélé

chez les vingt huit malades (100%) la présence d’au moins une BMR.

Au total, sur les vingt huit malades colonisés pendant I’hospitalisation

cing sont colonisés au niveau des deux sites (Tableau X).

Tableau X : Sites de colonisation en cours d’hospitalisation des malades
porteurs de BMR

Malades Narines Mugueuse anale
N =28
01 E. coli + K. pneumoniae
08 E. coli + K. pneumoniae
10 K. pneumoniae
12 E. coli
14 K. pneumoniae
16 K. pneumoniae
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Tableau X (suite)

17 E. coli

19 A. baumannii K. pneumoniae

21 K. pneumoniae K. pneumoniae + E. cloacae
22 K. pneumoniae + E. coli
23 A. baumannii + E. cloacae |K. pneumoniae

26 K. pneumoniae

27 K. pneumoniae + C. freundii
29 K. pneumoniae

33 A. baumannii

39 E. coli

40 E. coli

41 E. coli

44 S. aureus K. pneumoniae

45 K. pneumoniae

51 K. pneumoniae + E. coli
64 E. coli

80 K. pneumoniae + E. coli
81 K. pneumoniae

83 K. pneumoniae + E. coli
85 K. pneumonia

86 K. pneumoniae

92 K. pneumoniae K.pneumoniae

Légende : les chiffres correspondent au numéro des malades
4.3.3. HOSPITALISATION PREALABLE

Parmi ces vingt huit patients, quatre (14%) ont été hospitalisés au cours de
I’année précédente. lls ont acquis les BMR suivants: A. baumannii, K.

pneumoniae, E. coli.

4.3.4. ANTIBIOTHERAPIE PREALABLE

Un patient a bénéficié d’une antibiothérapie dans les trois mois précédant
son hospitalisation. Il s’agit d’une fille traitée par I’amoxicilline et qui a été

colonisée par K. pneumoniae et E. coli durant son séjour au CHNEAR.
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4.4. PROFIL DE SENSIBILITE DES SOUCHES ISOLEES

4.4.1. DONNEES DE L’ANTIBIOGRAMME

Un antibiogramme par la méthode de diffusion des disques en milieu

gélosé a été pratiqué sur certaines de ces BMR isolées lors du présent travail.

Quinze molécules ont été testées en fonction de I’espece bactérienne

(Tableau XI).

Tableau XI : Sensibilité aux antibiotiques des BMR isoléees

Antibiotiques

Nature des BMR

SAMR KP ECO ECL CF AB
N S N S N S N S N S N S
Amoxicilline + 38 0 21 0 50 20
Acide clavulanique
Oxacilline 30
Ticarcilline 38 0 21 0 50 20 6 0
Ticarcilline + 6 0
Acide clavulanique
Imipénéme 38 38 | 21 21 55 2 2 6 6
Ceftazidime 38 0 21 0 50 20 6 4
Ceftriaxone 38 0 21 0 50 20 6 0
Gentamicine 30 383 | 2121 55 20 6 2
Tobramycine 30 380 | 2117 5 3 2 0 6 3
Chloramphénicol 3 3 | 3810|2114 53 2 0 6 0
Doxycycline 30 38 5 21 4 5 2 20
lincomycine 3 3
Triméthroprime + 38 14 | 21 14 53 2 0 6 3
Sulfamide
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Tableau XI (suite)

Colistine 38 29 | 21 16 55 22 6 2

péfloxacine 3 0 | 3312119 55 2 2 6 4

Parmi les 96 isolats d’entérobactéries, 9 produisent une bétalactamase a
spectre élargi (BLSE). Cela les rend ainsi insensibles a I’ensemble des

bétalactamines. Il s’agit de 4 souches d’E. coli et 5 de K. pneumoniae.

Le profil de sensibilité des 9 souches sécretrices de BLSE par rapport aux

autres familles antibiotiques est reporté dans le tableau XII.

Tableau XII : Sensibilité des BMR productrices de BLSE

)
=1

Antibiotiques K. pneumoniae

Gentamicine

Chloramphénicol

Doxycline

Colistine

Péfloxacine

ol o ;o o] o <=
N | N w D olnm
TN N N N N N a1
| N N O w o

Triméthroprime-
sulfamide

La photo 1 illustre la sécrétion de BLSE par une souche d’E. coli.
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PHOTO 1: Image de la production de bétalactamase a spectre élargi par

E. coli

1 : Amoxicilline + acide clavulanique
2 : Ceftazidime
3 : Aztréonam

4 : Céfotaxime

Les fleches indiquant les images de ” bouchon de champagne” caractéristiques

d’une production de BLSE par un bacille & Gram négatif .
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Les souches non secrétrices de BLSE sont résistantes aux bétalactamines
par hyperproduction de céphalosporinases. Cette détermination est basée sur la
résistance de ces bactéries a la fois aux aminopénicillines + inhibiteur de

bétalactamase et aux céphalosporines de 3°™ génération [41].

Deux antibiotiques inhibent au moins 89% des souches d’entérobactéries
non sécrétrices de BLSE. Il s’agit dans I’ordre croissant d’activité de la

péfloxacine et de I’imipénéme.

La figure 3 nous montre les pourcentages de sensibilité des
entérobactéries non productrices de BLSE pour les molécules usuelles que
sont: I’imipéneme, la gentamicine, la tobramycine, le chloramphénicol, la
doxycycline, le triméthroprime-sulfamide, la colistine et la pefloxacine au
CHNEAR.

120%

100% - — — —

80% -

OK. pneumoniae
BE. coli

OE. cloacae
OcC. frendii

60% -

40% -

20% -

0% -+ \ \ \ \ —

Figure 3 : Sensibilité aux antibiotiques des entérobactéries multirésistantes

non productrices de bétalactamase a spectre élargi
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Sur A. baumannii, seule I’imipénéme est active sur les six souches. ; la

ceftazidime et la péfloxacine inhibent les 2/3 des isolats.

Les souches de SAMR étant par définition resistantes aux molecules de la
famille des bétalactamines, les rares antibiotiques ayant montré une activite

satisfaisante sur ces bactéries sont la lincomycine et le chloramphénicol.

45. AUTRES DONNEES COLLECTEES

4.5.1. CHEZ LE PERSONNEL ET DANSL’ENVIRONNEMENT DU CHNEAR

La recherche systématique de BMR sur les mains de dix agents
(infirmieres titulaires, stagiaires infirmiers) n’a mis en évidence qu’une seule
souche d’E. cloacae. Cette bactérie etait portée par une infirmiere titulaire
assurant les soins quotidiens. Elle était sensible a: I’'imipénéme, a la
gentamicine, a la colistine, a I’association triméthroprime + sulfamide et a la

péfloxacine.

Dans I’environnement de I’unité des soins intensifs, une souche d’E. coli a

été isolée dans I’atmosphére. Seule la péfloxacine est active sur ce germe.

4.5.2. INFECTIONS NOSOCOMIALES SURVENUES AU CHNEAR PENDANT

NOTRE ETUDE

Durant la période de notre étude, vingt cing souches de BMR ont été
isolées dans les produits pathologiques traités au laboratoire. Ces souches ont éte
isolées dans I’hémoculture, les préléevements divers, les urines, le liquide

céphalorachidien.
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Hémoculture :
- 12 K. pneumoniae avec 2 souches productrices de bétalactamase
a spectre élargi.
- -1E.coli
Divers : - 1 S. aureus méti-R
- 3 K. pneumoniae
- 1 P. aeruginosa
- 1 K. oxytoca
- 3 E. coli

Urines : 2 K. pneumoniae

LCR : 1 K. pneumoniae productrice de bétalactamase a spectre élargi.
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5. DISCUSSION

La fréquence avec laquelle les infections nosocomiales particulierement
dues a des bactéries multirésistantes (BMR) survient au Centre Hospitalier
National d’Enfants Albert Royer (CHNEAR) lors d’actes quotidiens de soins,
nous a incité a entreprendre ce travail. L’objectif a atteindre est d’identifier les

sources et voies de transmission des BMR au CHNEAR.

La mauvaise hygiéne hospitaliere, les mauvaises conditions de prise en
charge des malades, la qualification du personnel médical et paramedical, le non
respect voire I’ignorance des régles élémentaires d’asepsie sont les causes
déclenchantes et favorisantes de la transmission des germes en milieu

pédiatrique dakarois.

Ainsi, cette étude a porté sur cent quatre enfants hospitalisés et la
recherche systématique de BMR au niveau du nasopharynx et de la muqueuse

anale a montré un taux de portage de 49%.

5.1. DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES

5.1.1. SOUCHES DE BMR ISOLEES

Les entérobactéries pathogenes opportunistes colonisent la majorité de
nos enfants (47%). Parmi elles, Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli sont
prédominants. A cela rien d’étonnant car ces germes faisant partie de la flore
normale du tube digestif de I’hnomme et des animaux, leur présence dans
I’environnement devient quasi-inévitable. Les mauvaises conditions d’hygiéne
et la prescription souvent anarchique d’antibacteriens vont sélectionner les plus
résistants de ces microorganismes. Ainsi leur transmission fréquente entre

malades finit par créer un portage chez nombre d’entre eux.
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Il est étonnant de voir que seules trois souches de Staphylococcus aureus
résistant a la meéticilline (SAMR) aient été retrouvées dans la population d’étude.
En effet, S. aureus résistant aux bétalactamines est de plus en plus identifié au
Centre Hospitalier Universitaire de Dakar comme agent étiologique d’infection

pyogenes particulierement pleuropulmonaire [13].

Acinetobacter baumannii est souvent rapporté comme BMR responsables
d’infections nosocomiales dans les pays européens [13]. Rarement rencontré
dans notre pratique au CHNEAR, il n’est porté que par peu de personnes de

cette série.

Le bacille pyocyanique, bactérie hospitaliere par excellence dont la
sensibilité aux antibiotiques est généralement tres faible, a colonisé huit de nos
enfants. Heureusement, les souches rencontrées se sont avérées ne pas étre des
BMR.

5.1.2. REPARTITION DES SOUCHES SELON L’AGE

Les deux pics de portage des BMR se situent dans les tranches d’age de

0-2 mois et 6-18 mois.

La premiére tranche d’age (0-2 mois) est celle du nouveau-né et du jeune
nourrisson. C’est un moment critique dans la vie de I’enfant qui vient de naitre
en Afrique dans des conditions d’hygiéne trés précaires dans les salles
d’accouchement de structures dépourvues du minimum de mateériels
indispensables. Les habitudes aidant, la transmission des germes est maximale.
Pour peu que ces germes soient des BMR, les risques d’infections nosocomiales
sont réels. Dans cette tranche d’age, nous avons identifié 31 souches de BMR
dont treize chez huit enfants hospitalisés avec leur BMR. Il aurait été judicieux

d’explorer les meres de ces enfants et I’environnement des diverses salles
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d’accouchement, de méme que le personnel soignant afin de détecter la source

de contage et les conditions de transmission des BMR aux nouveau-nés.

Entre six et dix-huit mois, le nourrisson acquiert une certaine autonomie
de mouvements lui permettant d’explorer son entourage. C’est I’age du "tout a la

bouche” ; cela expliquerait le pic de portage de BMR constaté ici.

5.1.3. SITES COLONISES PAR LESBMR

Les résultats de notre étude montre que le site le plus colonisé chez les
enfants recrutés est le site anal alors que des études menées en France montrent

que le site le plus colonisé par les BMR dans ce pays est le site nasal [39].

5.1.4. REPARTITION SELON LE MOIS

Nous avons inclus a peu pres le méme nombre de malades chague mois et
le recrutement a été maximal en Novembre et Décembre puis a baissé les mois
suivants. L’ explication en est que la charge de travail était devenue énorme au
laboratoire. En effet pour chaque enfant inclus il fallait ensemencer trois milieux
et accomplir deux repiquages, autant de galeries d’identification qu’il y a de
types de souches et autant d’antibiogrammes. Il nous était alors difficile de faire
des prélevements de facon réguliére et continue, en plus nous avons connu une

période de pénurie de matériels.

Cette étude menée sur une période de sept mois ne nous permet pas de
savoir si la saison (seche et fraiche, chaude et pluvieuse) a une influence sur la
colonisation des enfants par les BMR. Il faudrait continuer ou reprendre ce
travail en un temps suffisamment long, au moins une année entiere afin de juger
de I’impact de la saison. Au CNHEAR, on admet en moyenne 3000 enfants par
an ; la période couvrant la saison des pluies correspondant au moment des plus

fortes affluences.
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5.1.5. REPARTITION GEOGRAPHIQUE

La majorité de nos malades provient de la région de Dakar et surtout de
ses banlieues. Nous remarquons que les enfants porteurs de ces BMR
proviennent également des districts sanitaires que sont Pikine, Guédiawaye et
Mbao situes dans ces localités. La condition sociale pourrait donc constituer un

facteur favorisant la colonisation.

5.1.6. HOSPITALISATION PREALABLE

Parmi les cent quatre malades recrutés, quatorze ont été hospitalisés dans
les douze mois précedant. Huit de ces malades étaient porteurs de BMR avec

quatre a I’entrée.

Nous n’avons pas pu specifier ni la durée ni le lieu de ces précédentes
hospitalisations.
5.1.7. ANTIBIOTHERAPIE PREALABLE

Sur les cent quatre malades recrutés, douze ont béneéficié d’une
antibiothérapie au cours des trois précédant leur hospitalisation. Parmi ces douze

malades, sept étaient porteurs de BMR dont six a I’entreée.

Il n’a pas été possible de connaitre tous les enfants ayant subi une
antibiothérapie préalable parce que certains parents étaient dans I’incapacité de
nous renseigner sur les medicaments pris par I’enfant.

5.2. SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

5.2.1. LES ENTEROBACTERIES

La production de bétalactamase a spectre élargi (BLSE) a été le fait de 5
K. pneumoniae et 4 E. coli. Elles sont par conséquent résistantes aux molécules

de la famille des bétalactamines sauf les cephamycines (céfoxitine, céfotétan),
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et le lactanoxef qui restent dans I’immediat insensibles a ces enzymes [49] K.
pneumoniae est connue comme étant parfois productrice de BLSE [26]. Nos
souches d’enterobactéries productrices de BLSE ne sont sensibles qu’au
chloramphenicol, a la colistine et a la péfloxacine. Une infection nosocomiale
due a ces germes serait extrémement difficile a traiter. L’intestin des patients
hospitalisés étant le réservoir des entérobactéries productrices de BLSE, il est
normal que 78% de nos souches proviennent d’écouvillonnage rectal de malades
admis au CHNEAR.

Des données de la littérature de 1990 a 2000 relative aux résistances
bactériennes vis-a-vis des antibiotiques au Sénégal montrent que la production
de BLSE est de 20 souches de K. pneumoniae sur 90 [22].

Quant aux souches non productrices de BLSE, les molécules les plus

actives sont respectivement la péfloxacine et I’imipéneme.

En somme, I’étude de la sensibilitt a montré qu’en dehors de
I’imipénéme, aucun autre antibiotique de la famille des bétalactamines ne
devrait étre utilise dans le traitement des infections dues aux BMR que sont les
entérobactéries (K. pneumoniae, E. coli, E. cloacae, C. freundii). Cette

sensibilité a limipénéme ne concerne que les souches non productrices de BLSE.

Un traitement alternatif pourrait reposer sur I’utilisation de polypeptides
(colistine) et de fluoroquinolones (péfloxacine) dans les infections dues aux
entérobactéries.

5.2.2. SAMR

L antibiogramme réalisé sur les souches de SAMR a montré une bonne

activité de la lincomycine et du chloramphénicol.
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L’ antibiothérapie des infections a SAMR devient de plus en plus
complexe en raison du caractere multirésistant de SAMR et elle repose toujours

sur un glycopeptide notamment la vancomycine [20].

Nous n’avons malheureusement pas pu tester cet antibiotique au cours de
notre étude du fait d’une rupture de stock. Il en est de méme des antibiotiques

que sont I’acide fusidique et la pristinamycine.

Dans un certain nombre d’états infectieux a SAMR a gravité modérée
(sinusites nosocomiales), certaines molécules (lincosamide, triméthroprime-

sulfamide) peuvent constituer une alternative intéressante [20].

5.2.3. A. baumannii

L’ antibiogramme réalisé sur les souches d’A. baumannii a montré que
toutes les souches sont sensibles a I’imipéneme. Elles présentent une bonne
3éme

sensibilité a la ceftazidime qui est une céphalosporine de génération.

La tobramycine, le triméthroprime-sulfamide, et la péfloxacine ont

montré respectivement une bonne activiteé vis-a-vis de ces souches.

5.3. LES BMR DE L’ENVIRONNEMENT

Pendant la durée de I’étude, une souche d’Enterobacter cloacae a été
isolée sur les mains du personnel soignant ainsi qu’une souche d’E. coli dans

I’environnement des unités des soins intensifs.

Nous avons remarqué au cours de nos passages dans les salles
d’hospitalisation que les conditions de travail ne respectaient pas toujours les
regles élémentaires d’asepsie. Il était fréquent de voir le personnel travaillé sans
porter des gants ou de le voir se promener dans I’hdpital avec les gants gu’il
utilise pour dispenser les soins aux enfants. Les enfants sont installes a méme la

paillasse pour les prises de sang et lorsque les seringues sont préparées pour la

Rappor - g’fdfélff.é‘(?fﬂ @ 86



pigdre, il était fréquent de voir le personnel les laisser sans protection en

attendant de piquer les enfants.

Toutes ces conditions de travail favorisent la transmission des BMR entre
malades, entre I’environnement et les malades, entre personnel médical et

malades.

5.4. INFECTIONS NOSOCOMIALES SURVENUES PENDANT
NOTRE TRAVAIL

Pendant notre étude, vingt cing enfants ont eu une infection nosocomiale.
Les BMR ont été isolées de différents prélévements : sang, urines, LCR, pus.

88% de ces malades étaient hospitalisés au CHNEAR.

L’hémoculture est I’analyse ayant révélée le plus de BMR.
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6. RECOMMANDATIONS

La variabilité des problémes posés par les bactéries multirésistantes d’un
pays a un autre implique que soit mis en place dans chaque pays un réseau
national de surveillance, le laboratoire jouant un rdle essentiel dans la détection

et la surveillance de la résistance.

Il est possible de ralentir le développement des résistances par des
stratégies de prévention. Ces mesures doivent étre basées sur des aspects

fondamentaux.

6.1. LES CONDITIONS D’HYGIENE
e Le personnel hospitalier

Pour le personnel hospitalier, les gestes et les procédures iatrogénes

nécessitent un maximum d’asepsie et de rigueur.

Pour éviter la dissémination des BMR, certaines précautions doivent étre

prises :

- faire les soins infirmiers avec des mains propres, lavées au savon

entre chague malade et par friction hydro-alcoolique,

- utiliser des gants a usage unique et les jeter apres chaque soin et

avant de sortir de la chambre du malade,

- avoir une tenue irréprochable et proscrire le port de bagues, de

montre et de voile par dessus la blouse.

e Le malade

Il doit préter un soin particulier a son hygiene corporelle et vestimentaire.
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A la sortie, il doit désinfecter tous les objets utilisés au cours de son

hospitalisation.
e L’environnement hospitalier

Les salles d’hospitalisation, de soins et les sanitaires doivent étre

entretenus quotidiennement.

Le malade colonisé ou suppose doit faire I’objet d’un isolement
géographique en chambre seule ou étre regroupé en chambre commune. Un
dépistage hebdomadaire de tous les malades a partir du septiéme jour

d’hospitalisation peut étre préconise.

Au départ d’un malade, nettoyer a fond la chambre et désinfecter tout le

matériel ayant été au contact du malade.

6.2. L’ANTIBIOTHERAPIE

La réglementation concernant la mise sur le marché des antibiotiques
n’étant pas respectée dans les pays en voie de développement, I’utilisation non
ciblée de ces substances a pour conséquence connue la sélection de germes
multirésistants. Cela implique la mise en place au niveau régional d’une

commission de sensibilisation.

En milieu hospitalier il serait judicieux de définir une politique de
I’antibiothérapie adaptée a I’épidémiologie locale. Cela nécessite la mise en
place d’une commission de I’antibiothérapie chargée d’elaborer les protocoles et

d’en réaliser le suivi.

La stratégie globale de prévention des infections nosocomiales comporte

dans un hopital, une procédure d’alerte microbiologique centrée sur les
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infections nosocomiales a BMR, I’application des protocoles d’isolement et une
politique de prescription contrélée des antibiotiques. Elle doit étre mise en place
dans le cadre de la commission d’hygiéne hospitaliere. L’institution doit fournir

les moyens néecessaires a la mise en route de ces programmes.
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La résistance bactérienne aux antibiotiques a augmenté dans des
proportions inquiétantes ces derniéres années et est devenue un probleme majeur
de sante publique a I’échelle mondiale, mettant en jeu la validité de I’arsenal

thérapeutique.

Cette résistance bactérienne est la résultante d’interactions complexes
entre la bactérie d’une part et son environnement d’autre part. Elle est liée

essentiellement a un usage excessif des antibiotiques.

Ces bactéries peuvent étre portées de fagcon asymptomatique par certaines
personnes qui le transmettent a d’autres sujets. Dans les établissements des pays
en développement, les conditions de prise en charge des malades se dégradent
de jour en jour du fait de fortes affluences, de locaux et de moyens obsoletes, du
mangue d’hygiene. Ce sont autant de raison de I’augmentation et de la fréquence
des bactéries multirésistantes dans nos établissements de soin. Au vu de ces
faits, la nécessité de mener une étude pour faire le point s’est imposée et a
motivé des prélévements par écouvillonnage nasal et anal chez des personnes

suspectees de portage de BMR.

C’est ainsi qu’une enquéte a été menée chez les enfants hospitalisés au
Centre Hospitalier National d’Enfants Albert Royer (CNHEAR) en plus, des
prélevements systématiques au niveau de I’atmosphére, du matériel et des mains

du personnel sur une période de sept mois.

Ainsi chez cinquante et un malades sur les cent quatre qui répondent aux
criteres d’inclusion, cent cing souches de bactéries multirésistantes ont été

isolées et identifiées :
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- trois souches de S. aureus résistant a la méticilline

- cinquante sept souches de K. pneumoniae

- trente deux d’E. coli

- cing d’E. cloacae

- deux de C. freundii

- six d’A. baumannii.

Une souche d’E cloacae a été isolée sur les mains du personnel.

Une souche d’E. coli a été isolée dans I’environnement hospitalier.

Toutes les souches d’entérobactéries non productrices de bétalactamase a

spectre élargi et d’A. baumannii sont sensibles a I’ imipéneme.

Les entérobactéries ont une sensibilité variable vis-a-vis des aminosides.
E. coli et E. cloacae présentent une tres bonne sensibilité a la tobramycine et a

la gentamycine alors que A. baumannii est peu inhibé par ces molécules.

Les fluoroquinolones et les polypeptides, d’usage exceptionnel en milieu

pédiatrique représentent une alternative intéressante.

Quant au triméthroprime-sulfaméthazole, molecule "bon marche”, il n’est

actif que sur quelques souches de notre étude.

Les isolats de SAMR étudiés sont sensibles a la lincomycine et au

chloramphénicol.

Au vu de nos résultats, une stratégie préventive des infections

nosocomiales s’avere indispensable. Ainsi il est actuellement impératif pour
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freiner le développement des résistances et maitriser les colts de santé de
changer nos comportements et ne prescrire les antibiotiques que de fagon
raisonnée. Cela doit passer par une éducation des patients, la formation et la

sensibilisation des prescripteurs, I’application des procédures d’hygiene.

Le rble du laboratoire est important dans la gestion de la lutte contre
I’infection nosocomiale. C’est a ce niveau gqu’intervient la cellule d’hygiene qui
est une unité fonctionnelle du laboratoire qui doit mettre en place un réseau de
surveillance des résistances bacteriennes devant étre dirigée par un Médecin

Bactériologiste et Hygiéniste

Ce n’est qu’a travers les efforts consentis par les différents acteurs que la
recrudescence actuelle de la multirésistance bactérienne peut étre maitrisee.
Ainsi il serait possible de maintenir ou de prolonger I’efficacité des antibiotiques

existants.
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