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Résumeé

Les infections nosocomiales (IN) chez les nouveau-nés constituent une préoccupation
majeure au sein des services de soins intensifs et de neonatologie. Ces infections peuvent
entrainer des complications graves et augmenter la morbidité et la mortalité¢ chez les

nourrissons, en particulier chez les prématurés.

Notre étude vise a évaluer l'incidence des infections nosocomiales dans le service de
néonatologie du CHU de Tizi-Ouzou, a identifier les micro-organismes impliqués et a
déterminer les principaux facteurs de risque associés a l'acquisition de ces infections. Nous
utilisons des examens tels que la protéine C-réactive (CRP), examen cytobactériologique des
urines (ECBU) et les hémocultures afin de faciliter le diagnostic des infections et de

comprendre les taux élevés d'échecs de traitement et la diversité des germes responsables.

Nos résultats montrent que le taux de prévalence des infections nosocomiales chez les
nouveau-nés est de 8% dans une étude menée sur un groupe de nourrissons admis a I'népital.
La méthode d'évaluation utilisée a été le dosage de la protéine C-réactive (CRP) avant et apres

un sejour de 48 heures en milieu hospitalier.

Les facteurs de risque les plus courants incluent sont I'dge gestationnel, le poids a la
naissance, la durée du séjour hospitalier, I'utilisation de dispositifs invasifs, le contexte

hospitalier et la consommation excessive d'antibiotiques a large spectre.

L’analyse microbiologique a permis d’identifier les souches suivantes :Escherichia coli,
Klebsiellapneumoniae, Streptococcus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas, Enterococcus, Candida albicans, Serratiamarcessens, Acinetobacterbaumanii,
BLSE et Proteus mirabilis. Les résultats épidémiologiques ont révélé que les entérobactéries a
gram negatif sont les agents pathogenes les plus fréquemment impliqueés dans les infections
nosocomiales dont Escherichia coli est I’espéce la plus incriminée, Les bactéries a gram
positif, en particulier Staphylococcus et Streptococcus, peuvent provoquer des maladies

graves chez les nourrissons présentant une immunité déficiente ou nés prématurément.

Pour prévenir les infections nosocomiales, une antibiothérapie est rapidement mise en
place en cas de suspicion d’infection. Les antibiotiques utilisés dépendent du type d’infection
et de la sensibilité de 1’agent pathogéne aux antibiotiques. Cependant, 1’utilisation abusive et
non-réglementée d’antibiotiques a large spectre a entrainé une résistance accrue des germes,

ce qui est un probléme préoccupant.



Mots clés : Infection nosocomiale, nouveau-né, prématuré, Protéine C Réactive (CRP),

bactérie, antibiothérapie.

Summary

Nosocomial infections in newborns are a major concern in intensive care and neonatal
units. These infections can lead to serious complications and increase morbidity and mortality

in infants, especially premature babies.

Our study aims to assess the incidence of nosocomial infections in the neonatal
department of the TiziOuzouhospital, to identify the microorganisms involved and to
determine the main risk factors associated with the acquisition of these infections. We use
tests such as C-reactive protein (CRP), cytobacteriological examination of the urine (CBEU)
and blood cultures to help diagnose infections and understand the high rates of treatment

failure and the diversity of germs responsible.

Our results show that the prevalence rate of nosocomial infections in newborns is 8% in
a study of a group of infants admitted to hospital. The evaluation method used was the

determination of the C-reactive protein (CRP) before and after a 48-hour hospital stay.

The most common risk factors include gestational age, birth weight, length of hospital
stay, use of invasive devices, hospital context, and excessive use of broad-spectrum

antibiotics.

Microbiological analysis identified the following strains: Escherichia coli,
Klebsiellapneumoniae, Streptococcus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas, Enterococcus, Candida albicans, Serratiamarcessens, Acinetobacterbaumanii,
BLSE and Proteus mirabilis. Epidemiological results revealed that gram-negative
enterobacteria are the pathogens most frequently involved in nosocomial infections of which
Escherichia coli is the most incriminated species, Gram-positive bacteria, in particular
Staphylococcus and Streptococcus, can cause serious diseases in infants with impaired

immunity or born prematurely.



To prevent nosocomial infections, antibiotic therapy is quickly implemented in case of
suspicion of infection. The antibiotics used depend on the type of infection and the sensitivity
of the pathogen to antibiotics. However, the misuse and unregulated use of broad-spectrum

antibiotics has led to increased germ resistance, which is a concern.

Keywords: Nosocomial infection, newborn, premature, Reactive C Protein (CRP), bacteria,
antibiotic therapy.
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Introduction

Les infections nosocomiales (IN), autrement dites infections hospitaliéres, sont
devenues un sujet d’actualité car elles représentent un probléme majeur desanté publique
responsable de 1’accroissement de la morbidité, et de la mortalité, surtout dans des services a
haut risque qui recrutent des patients extrémement vulnérables a la colonisation et par
conséquent a I’infection (HABZI et al, 2001).

Ces infections aggravent le pronostic des malades et prolongent ainsi leur durée de
séjour ce qui génére un surcolit économique important a 1’hospitalisation et freine le
développement médical (TEBBAL, 2018).

Les taux d'incidence sont trés variables selon les pays et le type des unités (CHEMSIet
al, 2013), d’aprés ’OMS(Organisation Mondiale de la Santé), un pourcentage compris entre
5% et 12% des patients hospitalisés dans le monde développent une infection nosocomiale.
En Algérie, un taux de prévalence de 13% a été observé (AMAZIAN etal, 2010).

Les nouveau-nés sont parmi les plus sensibles aux infections nosocomiales en raison de
I’immaturité de leur systéeme immunitaire, ce risque est accentué par divers facteurs
notamment la prématurité et 1’agressivité de certains soins invasifstMERZOUGU et al,
2018).

En période néonatale, l'infection est considérée comme la cause majeure de
I’inflammation, afin de diagnostiquer cette infection des marqueurs spécifiques et sensibles
sont nécessaires pour prédire les valeurs négatives et positives, Ce diagnostic requiert
également une technique de dosage rapide, fiable, et peu onéreusepour permettre la mise en

route d’une antibiothérapie le plus précocement possible(DURANTEAU et al, 2009).

Dans ce cadre la protéine C-réactive (CRP) est le marqueur biologique le plus
couramment utilisé, car elle nécessite de trés faibles quantités de prélévement et peut étre
mesurée automatiquement(GENDREL et al, 1988).

Les objectifs de cette étude etaient :

- Estimer le taux de prévalence des infections nosocomiales des nouveau-nés

hospitalisés au niveau du service de néonatologie du CHU de Tizi-Ouzou pour

ler

une période d’une année allant du 1° janvier jusqu’au 31 décembre 2022.

- Identifier les micro-organismes prédominants dans les infections nosocomiales.
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- Evaluer la pertinence de la protéine C-réactive (CRP) comme indicateur
diagnostique pour la détection précoce des infections nosocomiales.
- Sensibiliser 1’ensemble du personnel hospitaliera la gravit¢ de I’infection

nosocomiale.
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1- Synthese bibliographique :
1-1- Infections nosocomiales :
1-1-1-Définition:

Une infection nosocomiale désigne une infection contractée au cours d'une

hospitalisation, qui n'existait pas auparavant (KACET et al, 1999).

I est recommandé de prévoir un intervalle de temps de 48 a 72 heures entre I’infection
et ’admission s’il s’agit d’une infection bactérienne, tandis que 1’incubation des infections
virales peut nécessiter une période plus longue. Dans les 48 premiéres heures suivant la
naissance, les infections materno-foetales doivent étre exclues. Ces recommandations
garantissent une gestion efficace et rapide des infections et contribuent a prévenir la
propagation de ces infections (LACHASSINNE et al, 2004).

En néonatologie, qui est un service classé comme une unité de tres haut risque, les
nouveau-nes sont considéres comme des patients plus vulnérables aux IN corrélée surtout a
’age gestationnel, plus séveres chez les prématurés dont la survie est largement associée a de
longues périodes d’hospitalisation. D’apres les études statistiques, 75% des cas d’infections
nosocomiales se déclenchent apres une durée de 6 jours d’hospitalisation (HABZI et
BENOMAR, 2001).

Cette vulneérabilité est due a la fragilité du systéme immunitaire de cette population et la

récurrence de multiples interventions médicales (KACET et al, 1999).
1-1-2- Origines des infections nosocomiales :

Les maladies nosocomiales peuvent avoir deux origines distinctes :
1-1-2-1- Origine endogéne :

Ou les germes font partie de la flore commensale du patient avant son hospitalisation,
présente dans les voies respiratoires, la peau, la sphére gastro-intestinale ou génitale (DUCEL
et al,2008).

1-1-2-2- Origine exogene :

Ou le patient est contaminé par des micro-organismes acquis pendant son séjour a

I'népital. Les agents infectieux peuvent provenir de la flore résidente ou transitoire des



Synthése bibliographique

professionnels de santé, des visiteurs, des dispositifs médicaux, ainsi que de I'environnement
et des locaux hospitaliers (DUCEL et al,2008).

1-1-3- Mécanisme de transmission
1-1-3-1- Auto-infection :

Les micro-organismes bactériens qui se trouvent dans la microflore normale des
individus en parfaite santé, ont une fonction protectrice importante en bloquant la colonisation
des micro-organismes pathogenes. Cependant, elles peuvent également causer des infections
si les défenses immunitaires de 1’hote sont affaiblies. Par exemple, les Staphylocoques
cutanés coagulas-négatifs peuvent entrainer des infections au niveau des cathéters vasculaires,
tandis que Escherichia coli présente dans I’intestin est fréquemment lié aux infections
urinaires(BLAVOUS, 2018).

1-1-3-2- L"hétéro-infection :

Désigne la transmission d'un agent pathogéne d'un individu infecté a un individu sain.
Cette transmission se fait généralement par voie indirecte, c'est-a-dire par I'intermédiaire d'un
vecteur tel que le personnel médical ou le matériel médical en contact avec le malade. Ce
mode de transmission, appelé infection manu portée, est fréquent lors de différentes
épidémies et est particulierement sensible aux mesures de prévention (BEN JABALLAH et
al, 2006).

L'environnement qui est un réservoir de micro-organismes peuvent impacter de maniére
significative les individus fragiles, que ce soit par l'intermédiaire de l'air, de I'eau ou des
aliments (KAHLOUCHE, 2018).

1-1-3-3- Xéno-infection :

Les xéno-infections sont des infections répandues dans la population en dehors de
I'ndpital, de maniére endémique ou épidémique. Les agents pathogénes sont introduits a
I'ndpital par les patients, le personnel medical ou les visiteurs qui sont atteints ou qui sont en
phase d'incubation. La transmission des germes se fait par voie aérienne, par contact direct ou
indirect (CABASSON et al, 2007).
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1-1-3-4- Exo-infection:

L'infection en question résulte de défaillances techniques telles qu'une stérilisation
inefficace, l'utilisation d'un filtre & air non stérile ou encore I'exposition a de I'eau polluée. Les
articles de santé utilisés en milieu médical, paramédical ou domestique aupres de patients sont
susceptibles d'étre contaminés et de générer des infections nosocomiales, qui peuvent

rapidement se propager sous forme d’épidémies (TEBBAL,2018).
1-1-4- Les agents pathogenes responsables des infections nosocomiales :

Les infections nosocomiales, ou infections acquises en milieu hospitalier, sont le
résultat d'une contamination par divers micro-organismes tels que des bactéries, des virus, des
parasites et des champignons (HABZI et BENOMAR,2001).

Cependant, les bactéries sont responsables de prés de 90% de ces infections, Les agents
pathogeénes varient en fonction des populations de patients et des types d'installations
médicales (BOUGUENOUN, 2017).

Bactériens, Fongique Agent infectieux  Viraux, Parasitaires

Endogéne: (umm Réservoirs mm) Exogéne:

- Le patient - Le personnel, les visiteurs
'v - L’environnement
Par contact: o msmd Aéroportée
- Manuportée
- Matériel contaminé l

Favorisée par:
Contamination-Inoculation ™™ - Une altération de la flore normale
du patient,

- La présence de portes d’entrée,

Colonisation - Les techniques invasives.

‘ Influencée par:
O = ;2 et Vimporiance de
I'inoculum,

Signes cliniques et/ou biologiques - [’état Immunitaire du patient.

Figure 01 : Chaine épidémiologique des infections nosocomiales (SFAR,
2002)
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1-1-4-1- Les bactéries :
A) Les bactéries Gram positives :

Incluant Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis, ainsi que les
entérocoques, sont des agents majeurs causant les infections nosocomiales. Ces micro-
organismes colonisent rapidement les surfaces cutanées et muqueuses des patients (REBIAHI
et al, 2014).

Les bactéries Gram positives, en particulier Staphylococcus aureus, présentent une

virulence élevée et sont associées a une vaste gamme d’infections pulmonaires, osseuses,

cardiaques et sanguines (ABBA et ABOUSSAD,2012).

Les Streptocoques alpha-hémolytiques, faisant partie de la flore rhinopharyngée, ont

également un réle significatif en tant qu’agents pathogenes (REBIAHI et al, 2014).

En outre, Les infections cutanées et postopératoires ainsi que les bactériémies et les
pneumopathies sont principalement causées par les staphylocoques dorés. Il est a noter que
ces bactéries sont rarement resistantes a la méthicilline (LACHASSINNE et al, 2004).

Néanmoins, des germes Gram + connus pour causer des infections maternons-feetales
telles que le streptocoque B ou encore Listeria peuvent entrainer des infections nosocomiales a

travers la transmission manu portée ou via un équipement contaminé (AMAZIAN et al, 2010).

De méme, les bacilles anaérobies a Gram positif (Clostridium) peuvent causer la
gangrene (DUCEL et al, 2008).

B) Les bactéries gram négatives :

Les micro-organismes a virulence élevée tels que les entérobactéries (Escherichia coli,
Klebsiella, Proteus, Enterobacter, Serratiamarcescens) sont capables de coloniser des sites
lorsque I’immunité de I’hote est affaiblie, entrainant ainsi des infections graves telles que des
infections postopératoires, des infections pulmonaires et des bactériémies (BEN JABALLAH
et al, 2006).

En milieu hospitalier, les souches de Staphylococcus coagulase négative (SCN) sont
associées a une grande proportion d’infections liées aux cathéters et de bactériémies
nosocomiales. Pseudomonas aeruginosaest observée avec une légere augmentation de la

fréquence d’isolement dans les unités de soins intensifs (CABASSON et al, 2007).
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D’autres bactéries a Gram négatif, tel que Pseudomonas spp, fréquemment isolées dans

I’eau et les milieux humides, peuvent coloniser les voies digestives des patients hospitalisés

(CABASSON et al, 2007).

Klebsiellapneumoniaeest une bactérie qui cause diverses infections, telles que les
infections urinaires, respiratoires et sanguines, et est classée au 7eme rang des infections
nosocomiales en termes de fréquence (ABBA et ABOUSSAD,2012).

Enfin, plusieurs autres bactéries représentent un risque spécifique pour les patients
hospitalises. Parmi celles-ci, diverses especes de Legionella peuvent provoquer des
pneumopathies par inhalation d’aérosols contenant de 1I’eau contaminée, tels que des systémes de

climatisation, des douches et des aérosols a visée thérapeutique (ABBA et ABOUSSAD,2012).
1-1-4-2- Les virus :

Sont des agents infectieux responsables de nombreuses maladies courantes dans la
communauté. Parmi eux, le virus respiratoire syncytial (VRS) est le plus fréquent et peut étre
a l'origine d'infections respiratoires séveéres surtout chez les nourrissons et les enfants.
D'autres virus tels que le rotavirus, le coronavirus, l'entérovirus, et le virus de la grippe
peuvent également causer des infections respiratoires et gastro-intestinales (GAGNEUR et al,
2002).

Ces virus sont principalement transmis par contact avec des surfaces contaminées ou par
I'intermédiaire de personnes infectées telles que les parents ou le personnel soignant. Pour le
VRS, les particules virales peuvent se propager par des gouttelettes projetées par une personne
infectée lorsqu'elle tousse ou éternue, ou encore par contact direct avec des surfaces
contaminées. D’autres virus tels que le cytomégalovirus, le VIH (Le virus de
I'immunodéficience humaine), le HTLV 1 et 2 (Human T Lymphotropic Virus) et le virus TTV
(Torque Teno Virus), peuvent infecter les nouveau-nés lors d'une transfusion sanguine ou de
I'allaitement maternel (PEIGUE-LAFEUILLE et al, 2000). Le Rotavirus est le principal agent
responsable de diarrhéeschez le nouveau-ne (PEIGUE-LAFEUILLE et al, 2000).

1-1-4-3- Les champignons :

Les infections fongiques systémiques gagnent de plus en plus d’intérét avec comme

chef de file le Candida albicans. Peut étre considéré comme spécifique d'une atteinte
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pulmonaire ;d’authentiques détresses respiratoires peuvent étre le signe d'appel d'une

septicémie sur cathéters (AMZIAN et al, 2010).
1-1-4-4- Les parasites :

Ces agents pathogénes peuvent également étre associés a une transmission nosocomiale.
Les entités les plus communément observées incluent le plasmodium lors de transfusions
sanguines, Sarcoptes scabiei qui est responsable de la gale et Pneumocystiscariniiqui est un agent
opportuniste responsable de la pneumopathie nosocomiale chez les nourrissonsprématurés et les
patients immunodéprimés (TEBBAL, 2018).

Tableau | : Les micro-organismes responsables d’infections nosocomiales (HABZI et

BENOMAR, 2001).

Bactérie gram+ Bactérie gram- Virus Levure
-Staphylocoques -E.coli -VRS -Candida albicans
aureus .

-Pseudomonas -Rotavirus
- Epidermidis ] ) ]

-Klebsiella -Cytomégalovirus
-Entérocoques ) o o

-Entérobactéries -Adenovirus
-Streptocoque B o

-Salmonella -Rhinovirus

-Campylobacter -Enterovirus

-Legionella

1-1-5- Facteurs favorisants les infections nosocomiales :
Il existe de nombreux facteurs favorisant le développement des infections nosocomiales :

> L'incidence des infections nosocomiales est fortement corrélée a I'age gestationnel de
naissance, avec un risque accru pour les nourrissons les plus immatures. Chez les
nouveau-nés nés avant 28 semaines, l'incidence des infections nosocomiales peut
atteindre jusqu'a 90% pour toutes les infections confondues (MERZOUGI et al, 2018).
La prématurité est définie comme une naissance avant 37 semaines d'age gestationnel,
et elle peut étre classée en 3 catégories en fonction du nombre de semaines avant la

naissance : la prématurité modérée (32 a 36 semaines d’aménorrhée (SA), la grande
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prématurité (moins de 32 SA) et la trés grande prématurité (moins de 28 SA)
(JARREAU, 2013).

> Le poids de naissance a un impact significatif avec des proportions respectives de
46%, 25% et 9% chez les nouveau-nés dont le poids de naissance est inférieur a 1
000g, compris entre 1 000g et 2 5009 et supérieur a 2 500g. Les nouveau-nés ayant un
faible poids de naissance sont généralement enclins a la neutropénie. En outre, la
fonction opsonisante vis-a-vis de Staphylococcus aureus est fortement diminuée chez
les prématures (LACHASSINNE etal, 2004).

> La prolongation de la durée de séjour hospitalier est considérée comme un facteur de
risque significatif, car elle contribue a la survenue de 75% des infections nosocomiales
au-dela du 6 eme jour d’hospitalisation (LACHASSINNE etal, 2004).

> Les procédures invasives: Les infections nosocomiales sont souvent associées a
I'utilisation de dispositifs invasifs, tels que les cathéters veineux, les sondes urinaires,
les ventilateurs et les sondes d'intubation. Ces dispositifs peuvent favoriser la
colonisation et la multiplication des bactéries, augmentant ainsi le risque d’infection

(LACHASSINNE etal, 2004).

MAINS DU
PERSONNEL
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Figure 02:les différentes voies de contamination du
cathéter(AUJARDet al,2014)

e  Pavillon

» L’antibiothérapie :L’utilisation =~ excessive et  inappropriée  d’antibiotiques,
déséquilibrent la flore des patients et entrainer des résistances aux médicamentes (EL
MEKESet al,2020). Exemple Les entérocoques, qui sont a I’origine d’infections
nosocomiales, ont développé une résistance a plusieurs antibiotiques, y compris la
vancomycine (REBIAHI et al, 2014).
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> Les pratiques d’hygi¢ne inadéquates, telles que I’insuffisance du lavage des mains et
le manque de stérilité des surfaces, peuvent conduire a une augmentation des maladies
infectieuses (AMAZIAN et al, 2010).

> La méthode de pasteurisation, développée par Louis Pasteur, a joué un rdle clé dans
I’amélioration de I’hygi¢ne alimentaire en €liminant les microorganismes pathogenes
présents dans les aliments. Parallelement, Pasteur a encouragé les professionnels de la
santé a adopter des pratiques stériles et isoler des patients contagieux dans des pavillons

séparés pour éviter la transmission de maladies infectieuse.(LACHASSINNE et al, 2004).

1-1-6- Les différents sites d’infection nosocomiale : lesgermes nosocomiaux prouvent

entrainer des infections dans plusieurs localisations chez les nourrissants

1.1 %

6.6% 3.3% [

= Bacteriémie
= Pneumopathie
Méningite

mInfection urinaire

Figure 03:Localisation des infections nosocomiales les plus
courantes (ABBA et ABOUSSAD,2012).

A) Infection urinaire :

Les cathéters urinaires et les sondes a demeure sont des facteurs de risque majeurs pour
les infections urinaires nosocomiales. Lorsque des bactéries de 1’urétre antérieur ou des mains
du personnel médical sont directement introduites dans la vessie lors d’un cathétérisme ou
d’un sondage, elles peuvent entrainer une bactériurie chez environ 6% des patients
hospitalisés. Le risque d’infection urinaire augmente considérablement avec 1’utilisation
d’une sonde a demeure, avec environ 25% des patients présentant une infection urinaire dans
les deux premiéres semaines suivant 1’opération (CHEMSI et al, 2013). Pour réduire ce
risque, il est crucial de discuter le besoin de sondage urinaire pour chaque patient et de limiter
I’exposition autant que possible en utilisant des pratiques d’hygiene strictes par un personnel

formé(DURANTEAUet al, 2009).
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B) Infection du site opératoire :

Les infections survenant aprés une intervention chirurgicale constituent un sujet de
préoccupation primordial dans les établissements de santé. Selon les estimations, environ 20%
des IN découlent d’un processus opératoire Ces infections peuvent étre classifiées en 2
catégories, a savoir les infections de la plaie opératoire et les infections profondes affectant les
organes (CHEMSI et al, 2012).

Les interventions chirurgicales qui sont considérées comme étant propre ont un faible risque
d’infection, car elles ne sont pas exposées a la microflore endogéne digestive et respiratoire. Par
conséquent, les infections postopératoires sont rares (<2%) dans ces interventions et sont
fréquemment liées & des germes de I’environnement transmis par les manipulations ou ’air. A
I’inverse, les interventions chirurgicales qui exposent directement le patient a leur microflore
digestive, respiratoire ou génitale, ont un taux d’infection postopératoire situ¢ entre 10 et 20% en

I’absence de traitement préventif par antibiotiques (BAVOUS, 2018).

Les infections du site opératoire sont considérées comme nosocomiales lorsqu’elles
apparaissent dans les 30 jours suivant I’opération ou dans I’année suivant la pose d’un implant

ou d’une prothé¢se (BOUGUENOUN, 2017).
C) Infection respiratoire basse (pneumonie) :

Les infections respiratoires basses, notamment la pneumonie, sont fréqguemment associées
a l'utilisation de la ventilation mécanique dans les unités de soins intensifs, ce qui en fait un
véritable fléau dans ces environnements (AUJARD et al, 2014). Approximativement 15% des
infections nosocomiales surviennent dans ces unités, et les pneumonies nosocomiales se
distinguent des autres infections par leur forte mortalité. Plusieurs facteurs contribuent a cette
situation, y compris la résistance aux antibiotiques et la virulence de certaines bactéries, la
nécrose hémorragique qui accompagne la localisation pulmonaire, ainsi que la fragilité des
patients atteints (TEBBAL, 2018). Et I’espéce principalement responsable est Staphylococcus
aureus. Les symptomes cliniques ne sont pas specifiques, mais toute détérioration des échanges
gazeux ou modification des images radiologiques doit évoquer le diagnostic de pneumonie
nosocomiale. Un diagnostic bactériologique est indispensable chez tout nouveau-né suspect de
cette infection (AMAZIAN et al, 2010).

11
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D) Bactériémie : Septicémie primaire :

Les infections nosocomiales, comme les septicémies, sont une réalité courante en milieu
hospitalier et peuvent se manifester par des symptdmes non spécifiques. Une confirmation de
I’infection chez les nouveau-nés avec des cathéters veineux centraux et une évaluation de I’efficacité
thérapeutique peuvent étre obtenue a travers des hémocultures quantitatives. Les septicémies a
Staphylococcus aureus,épidermidis et Klebsiellasont fréquentes, soumises a un taux de résistance

éleve et possédent un potentiel épidémiologique (MAOULAININE et al, 2014).

Les bactériémies ont un taux de mortalité élevé, généralement dues a une lésion de la
mugqueuse digestive, une infection buccale ou périnéale mineure ou a un cathétérisme
vasculaire infecté par la flore opportuniste cutanée. Il est important de noter que la technique
de pose et la localisation du cathéter ont un impact significatif sur la prévention des infections
(TEBBAL,2018).

E) Méningite :

La méningite bactérienne néonatale est une infection du systeme nerveux central qui
survient principalement lors d'un sepsis néonatal (DUCEL et al, 2008). Les agents pathogénes
les plus courants sont Streptocoque du groupe B, Escherichia coli et Listeria monocytogenes.
Le risque de méningite est élevé lorsque le nombre d'unités formant des colonies dans
I'némoculture est élevé. En outre, des lésions du cuir chevelu peuvent favoriser la
thrombophlébite des veines diploiques et la contamination directe du systeme nerveux central
a partir d'un foyer auriculaire contigu (PEIGUE-LAFEUILLE et al, 2000). Le Streptococcus

agalactiae, normalement présent dans la flore -
microbienne intestinale, est le principal agent ‘
]
J

responsable de la méningite néonatale. Les

e - -..-.I-'r
chercheurs ont identifié une protéine clé a la ﬁ ‘ -1.%:“', sy
3 2l 5 ; *’é

Figure 04: Streptocoques du groupe

o ) ] Bdans du liquide céphalorachidien
nouveaux outils diagnostiques et vaccinaux pour la (DAUTRY, 2011).

surface de cette bactérie, qui permet sa 3
colonisation et son franchissement des barriéres 'h

hémato-encéphalique et intestinale de I'hote. Cette

découverte pourrait inspirer la création de

prévention de la méningite a Streptocoque du
groupe B (ABBA et ABOUSSAD, 2012).
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1-1-7-

>

Les mesures préventives:

La prévention de la prématurité en prenant en charge la grossesse et 1’accouchement,
de plus il est primordial de promouvoir I’alimentation au lait maternel pour réduire le
risque d’infection chez les nourrissons (BAVOUS, 2018).

Une hygiéne stricte tout au long de la prise en charge des nouveau-nés est
indispensable, notamment le maintien d’une hygiéne des mains rigoureuse avant et
apres chaque contact avec un patient, ainsi qu'entre les différentes activités sur le
méme patient. Les solutions hydro-alcooliques sont recommandées, mais leur

utilisation correcte est essentielle pour éviter les erreurs (HORNG et al, 2016).

Les précautions standard sont importantes pour prévenir la transmission des infections,
elles comprennent l'utilisation de gants, masques et blouses lors de tout contact avec
des fluides corporels ou des muqueuses, ainsi que la désinfection du matériel
contaminé (GIROU et al, 2003).

L'isolement des patients est indispensable pour les patients atteints d'une infection
transmissible, en particulier les pathogénes multirésistants. L’isolement protecteur
peut également étre utilisé pour les patients immunodéprimés (BOUVET et
BRUCKER, 1998).

La gestion des antibiotiques est essentielle pour éviter la sélection de bactéries
résistantes. Les antibiotiques ne doivent étre prescrits qu'en cas de confirmation d'une
infection bactérienne et doivent étre utilisés a une dose appropriée et pour la durée
appropriée, le choix thérapeutique devrait étre basée sur une lecture interprétative de
I’antibiogramme dans des conditions critiques (GUIBERT et BOITHIAS, 1999).

La mise en ceuvre d’un plan d'action visant a réduire la prévalence des infections
nosocomiales en sensibilisant I’ensemble des personnels de santé, y compris les
médecins, les infirmiers, les hygiénistes voir méme la communauté, vis-a-vis de
I'nygiéne hospitaliere et aux risques et impacts des infections nosocomiales
(REPOND, 2012).

13



Synthése bibliographique

1-2-Protéine C réactive (CRP) :
1-2-1- Historique :

La Protéine C réactive ou CRP,a été découverte et mise en évidence aux Etats-Unis par
William Tillet et Thomas Francis en 1930 lors de I'étude du sérum d'un patient souffrant de
pneumopathie & pneumocoque; Ces chercheurs ont constaté une précipitation entre les
polysaccharides C de la membrane du pneumocoque et la CRP, il a été démontré
ultérieurement que cette réaction n’était pas spécifique des infections a pneumocoque et elle
résultait de la liaison entre la CRP et les polysaccharides C en présence de calcium(HAJEK
etal, 2011), cette protéine se fixe de maniére spécifique a la phosphorylcholine présente dans
de nombreuses bactéries et polysaccharides fongiques, ainsi qu’a la majorité desmembranes
cellulaires biologiques (HANRIOT, 2008).

1-2-2- Définition et structure :

La protéine C-réactive est uneglycoprotéine circulante de phase aigué de la réponse
inflammatoire, elle est considérée comme unbiomarqueur clinique essentiel pour la
surveillance des patients en raison de sa sensibilité, son aptitude a refléter les capacités
individuelles de I’hote a induire une réponse inflammatoire suite a un stimulus qui peut étre

provoqué par des agressions,notamment d’origine septique (GALL et al, 2011).

Son unité internationale de mesure est le milligramme par litre (mg/L), et sa
concentration dans le plasma doit étre inférieure a 6mg/L selon la norme habituelle utilisée
dans les laboratoires (PACCALIN, 2021).

Le locus du gene CRP est identifié sur le bras long de la région chromosomique 1,
posseéde un seul intron et deux exons (DUPUY etal, 2003), cette protéine hautement
conservée fait partie de la famille des pentraxine(GENDREL, 1998), avec uneforme
pentamérique cyclique d'une masse moléculaire de 120 kDa, elle se compose de cing sous-
unités identiques comportant chacune 206 acides aminés et un poids moleculaire d'environ 23
kDa, ces sous-unités fortement liées forment un anneau de 102 Aorganisées autour d'un pore
central de 30 A en suivant la meme orientation, cette configuration lui confére une stabilité et
une resistance a la proteolyse (FEBRE-JAMES, 2019).

14
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Figure 5: Structure et morpholbgie de la Protéine C Réactive humaine (PEPYS et
HIRSCHFIELD, 2003)
A : Photographie en microscopie électronique de la forme pentamérique

B : Modele dans I’espace de la molécule de CRP avec une molécule de phosphocholine localisée
dans le site de fixation du ligand de chaque protomere typique.

En outre, elle est constituée d’une face dite "de reconnaissance”, qui s’implique dans la
liaison clacium-dépendante avec le ligand,principalement la phosphocholine (PC), tandis que
l'autre face, dite "effectrice” interagit avec les récepteurs Fc des IgG et le facteur de
complément 1qg (C1q) du systéeme du complément (FEBRE-JAMES, 2019).

Hélice de créte Phosphocholine

Calcium

Figure 6: Schéma représentant la structure de la CRP (PEISAJOVICH et al,
2008)

Face A : FaceeffectriceFace B : Face de reconnaissance
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1-2-3- La synthese de la CRP:

La protéine C réactivecomme la plupart des protéines de I’inflammation est synthétisée
principalement par les hépatocytes et est habituellement présente a un état de trace dans le
plasma (GENDREL, 1998).

Au tout début de la réponse inflammatoire, un nombre croissant d'hépatocytes sont recrutés
de maniere extrémement rapide pour synthétiser la CRP, principalement en réponse a certaines
cytokines pro-inflammatoires comme l'interleukine 6 (IL6) ce qui induit I’augmentation du taux
de CRP dans un intervalle de temps allant de 4 a 6 heures atteignant son pic entre 24 a 48 heures
(GENDREL, 1998) pour finalement retourner a des niveaux normaux lorsque l'inflammation
prend fin, la demi-vie de cette protéine est d’environ 19 heures (LEMARIEet GIBOT, 2013).

INFLAMMATION
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Figure 7: La stimulation et la synthese des protéines de la phase aigué
inflammatoire.(HENGST etal, 2003).
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Tableaull: Comportement de la CRP dans différentes pathologies (PEPYS ET HIRSCHFIELD,

2003)

Concentrations
élevées en CRP

Infections

Bactéries
Mycobactéries
Virus

Complications allergiques

ou infection

Fievre rhumatismale

(Edeme érythémateux

Maladies inflammatoire

Arthrite rhumatoide

Acrthrite chronique juvénile
Maladie de Reiter

Maladie de Crohn

Fievre méditerranéenne familiale

Nécrose

Infarctus du myocarde
Embolie tumorale
Pancréatite aigue

Traumatisme

Chirurgie
Brilures
Fracture

Cancer

Lymphome
Carcinome
Sarcome

Concentrations plus
faibles ou normales
de laCRP

Lupus érythémateux
Leucémies
Colite ulcérative

1-2-4- Mode d’action :

L'augmentation du taux de la protéine C-réactive (CRP) dans le sang est un indicateur

de I’intensité de la réponse inflammatoire, surtout lorsqu'elle est liée a un état infectieux

(GALLetal, 2011).
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Elle présente des caractéristiques a la fois pro-inflammatoires et anti-inflammatoires et

elle joue un role majeur dans I’immunité innée (MCFADYEN et al, 2020).

1-2-4-1- La reconnaissance et I'élimination des agents pathogenes externes et des cellules

endommagees :

La CRP permet la reconnaissance et I'élimination des agents pathogenes et des cellules
endommagées en engageant des liaisons calcium-dépendantes avec les phosphocholines qui se
retrouvent dans les phosphatidylcholines et les sphingomyélines des membranes bactériennes et
cellulaires, ce processus renforce lI'opsonisation de ces cellules et facilite leur destruction. La face
« de reconnaissance » de la CRP favorise la formation d’agrégats autour des agents pathogeénes
tandis que la face opposée «effectrice » se lie aux récepteurs Fc des 1gG présents sur les
membranes des cellules phagocytaires, telles que les macrophages et les neutrophiles, cette liaison
conduit a I'élimination ultérieure de ces cellules (FEBRE-JAMES, 2019).

1-2-4-2-L’activation de la voie classique du complément :

La fixation des ligands sur la face de reconnaissance de la CRP provoque des
changements conformationnelles ceci permet a cette protéined’entrer en interaction directe
avec le complexe de reconnaissance de C1q, ce qui entraine une activation de la cascade du
complément conduisant finalement a la formation du complexe d'attaqgue membranaire
(MAC) et géneére les anaphylatoxines C3a et C5a et les opsonines C3b et C4b, qui provoquent
respectivement une lyse cellulaire, un recrutement accru de leucocytes et une
phagocytose(BOULZE et GALLIX, 2016).
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System
-

S >~

o
:
£
¢
g.
o ¢}

e .
ST
Cell Membrane ;’z:;i f%}&‘? -
hEv R |SEEAn

Nuclkear debris & Chromatin
within damaged nucleus

Figure 8: Les principales fonctions de la CRP dans le systeme
immunitaire inné. (Duclos, 2000;Hengstetal, 2003)
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1-2-5- L'utilité de la mesure de la CRP dans les infections nosocomiales néonatales:

Chez les nouveau-nés les infections sont responsables de la plupart des inflammations,
elles peuvent provenir de différentes origines, d’originematerno-feetales (infections néonatales

précoces) et d’origine externe (infection nosocomiale en fait partie)(GARNOTEL etal, 2006).

Au plan biologique, aucun marqueur n'a unespécificité et une sensibilité parfaite,
cependant la protéine C réactive (CRP) semble étre un marqueur performant pour apprécier le

syndrome inflammatoire gréace a ¢a cinétique rapide (HAJEK etal,2011; HABZI etal, 2001).

Ce test hautement sensible offre la possibilité de suivre de prés les changements del’état
inflammatoire, en étant le premier a retourner a des niveaux normaux lorsque la réponse
inflammatoire prend fin (HAJEK etal, 2011).

La diminution de la CRP au bout de 48 heures est un indicateur de I'efficacité d'un
traitement antibiotique,il est trés important que 1’interprétationdes résultats de la CRP soit
faite en fonction des symptomes et des antécédents médicaux du patient par un professionnel
qualifié de la santé, car toute prescription inopportune d’antibiotiques induit la prolongation
du séjour hospitalier du nouveau-né, ce qui augmente le risque d’infections nosocomiales et
I’émergence de micro-organismes multirésistants (NOURI-MERCHAOU letal, 2009).
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2- Matériel et méthodes :

2-1-Période et lieu de I’étude :

Notre travail a consisté en la réalisation d’une étude prospective et rétrospective réalisée
au sein du CHU Nedir Mohamed de Tizi-Ouzou sur une période de 12 mois, allant de janvier
a décembre 2022. Cette étude a été menée au niveau des services de néonatologie, de
biochimie et de microbiologie, au cours d'une période de stage s'étendant du 26 février au 25
avril 2023.

L’étude que nous avons effectuée a consisté en I'examen des dossiers des nouveau-nés
hospitalisés contenant les informations suivantes : le nom, le prénom, le sexe, la date d’entrée
et de sortie, le diagnostic d’entrée, les bilans effectués, les traitements utilisés, I’évolution de

I”état physiologique.

Les tests de CRP ont été réalisés au niveau du service de biochimie, tandis que les
analyses microbiologiques de I'ECBU et de I'némoculture ont été effectuées dans le service de

microbiologie.
2-2- Population échantillonnée :

Il s’agit des nouveau-neés hospitalisés ayant manifesté des symptdmes infectieux et
élévation de la CRP aprés 48h suivant leur admission au service de néonatologie, au niveau

du Centre Hospitalo-Universitaire de Tizi-Ouzou.
2-3-Dosage de la protéine C-réactive :
2-3-1- Prélévement sanguin :

Les prélevements sanguins sont effectués au service de néonatologie tout en respectant
les consignes d'asepsie par un personnel qualifié vu la fragilité de la population étudiée, en
utilisant des tubes héparines, sur chaque tube une étiquette est collée pour inclure les
informations du patient, puis ils sont acheminés vers le laboratoire de biochimie pour

effectuer les analyses prescrites, notamment le dosage des taux de la CRP.
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2-3-2 Mode opératoire : Le dosage de la protéine C réactive (CRP) a été réalisé avec
l'automate COBAS INTEGRA 400 PLUS suivant ce protocole :

1. Deés réception des échantillons, une centrifugation immédiate est effectuée a 3460
tours par minute pendant 2 a 5 minutes puis le plasma est récupéré dans un tube sec a
I’aide d’une pipette.

2. On vérifie que tous les réactifs et les consommables nécessaires sont inserés dans
l'automate.

3. Les échantillons sont chargés dans l'automate Cobas en respectant plusieurs
parameétres incluant le volume, des informations sur le patient, numéro de
I'échantillon, I'identification du test ainsi que la date et I'heure du test.

4. L'analyse des échantillons par I'automate se déroule en plusieurs étapes et les résultats
sont affichés en milligrammes par litre (mg/L) de CRP pour chaque échantillon testé,
visualisables sur I'écran ou sur le rapport imprimé de I’automate.

5. L'interprétation se fait par comparaison des résultats de la CRP avec les valeurs
normales de référence ou aux indications médicales pour déterminer la présence ou

non d’une inflammation aigué.

2-3-3- Appareillage

Figure 9: Centrifugeuse ROTOFIX Figure 10: Automate COBAS integra 400 plus
32A (photographie personnelle) (photographie personnelle)

2-3-3-1- Présentation de I’appareil :

L'automate COBAS Integra 400 plus est un systeme d'analyseur de laboratoire congu
pour effectuer une large gamme de tests diagnostiques sur des échantillons biologiques tels
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que le sang, l'urine et le liquide céphalo-rachidien. Il est utilisé pour quantifier des enzymes,

des substrats, des protéines spécifiques, des médicaments et des drogues.

Le COBAS Intégra est un systeme de chimie liquide fonctionnant a partir de cassettes
réactives, stockées dans un compartiment réfrigéré. Ce systeme présente de nombreux
avantages, tels que la rapidité d’exécution pour les cas d’urgence ou la routine, ainsi que des
capacités autonomes pour les maintenances et la dilution des échantillons ,etal AYADI)
(2019

2-3-3-2- Principe de mesure de ’automate

Le dosage par l'automate COBAS INTEGRA 400 plus repose sur l'intégration de
plusieurs principes de mesure différents, notamment la photométrie d'absorption, la
turbidimétrie, la polarimétrie de fluorescence, la potentiométrie directe et indirecte.

Le dispositif d'analyse CRPLX est un test de diagnostics in vitro qui vise a établir une
mesure immunologique quantitative des taux de la protéine C réactive humaine dans le
plasma et le sérum en mesurant lI'agglutination résultante de CRP sur les particules de latex
recouvertes d'anticorps anti-CRP. Nous utilisons un test turbidimétrique a une longueur

d'onde spécifique de 552 nm.

Les dispositifs d'analyse COBAS INTEGRA sont dotés d'une fonction de calcul automatique
permettant de déterminer la concentration en analytes de chaque échantillon)Fiche technique

de I’automate(.

Tableau 111 : les principaux parametres utilisés par I'automate COBAS INTEGRA 400 plus

Mode de mesure Absorbance

Mode de calcul Cinetique

Mode réactionnel | R1-S-SR

Sens de la réaction | Augmentation

Longueur d’onde | 552 nm

Unité Mg/l
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2-3-3-3- Calibration de I’automate :

La calibration de D’appareil est essentielle pour établir une courbe de mesure de
I'absorbance en fonction des concentrations de calibrateur. Pour réaliser la calibration,
I’automate effectue des dilutions successives en utilisant un calibrateur a concentration
connue, ensuite chaque dilution sera analysée, et les résultats sont représentés sous forme d’un
graphique ou les concentrations sont sur 1’axe des abscisses tandis que les absorbances se
retrouvent sur I’axe des ordonnées. Les points de mesure sont ensuite li€s pour produire une

courbe de calibration.

Il est généralement recommandé de recalibrer 1’automate a chaque nouveau lot de

réactif afin d'optimiser les résultats de mesure (AYADI et al, 2019).
2-3-3-4- Controle :

La validation d'un automate implique une étape initiale avant sa mise en utilisation
réguliere. 1l est également nécessaire de continuellement vérifier et confirmer ses
performances pour assurer la qualité du processus analytique et des résultats obtenus lors de

son fonctionnement quotidien.

Les pratiques de laboratoire recommandent la réalisation de contréles normaux et
pathologiques pour chaque test, au minimum une fois par jour, afin de surveiller le processus
analytique. Dans les cas ou le test est instable pendant moins de 24 heures ou en réponse a une
modification du processus qui présente un potentiel d'impact, des contréles plus fréquents

devront étre réalisés.

Si les valeurs obtenues se situent dans l'intervalle fourni par Roche pour COBAS, alors

I'analyse peut étre réalisée(AYADI et al, 2019).
2-3-3-5- Composition et concentrations des réactifs :

Cet automate requiert deux réactifs pour son fonctionnement, a savoir le Réactif 1 (R1)
et le Reactif 2 (R2), adéquats pour la synthése d'un complexe antigéne-anticorps permettant la
mesure de la CRP sérique. Le R1 est constitué d'un tampon TRIS avec sérum-albumine
bovine et d'immunoglobulines de souris, stabilisé par de lI'azide de sodium a une concentration
de 0,09%. Quant au R2, il est composé de particules de latex revétues d'anticorps anti-CRP de
souris dans un tampon glycine stabilisé avec de l'azide de sodium (0,09%) (Fiche technique

de I’automate).
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Afin d'optimiser les performances de mesure, il est recommandé de bien homogénéiser
toutes les cassettes non perforées pendant 1 minute sur un agitateur de cassettes avant leur

chargement sur l'analyseur(Fiche technique de I’automate).

Figure 11 : Cassette de réactifs
(photographie personnelle)

Tableau 1V :Paramétre de pipetage de 1’automate CobasINTEGRA 400 plus

Diluant
(H20)
Reactif 1 82 ul 48 pl
Echantillon 2,5 ul 30 ul
Reéactif 2 28 pl 14 pl
Volume total 205,5 pul

2-3-3-6- Matériel auxiliaire nécessaire :

Une solution saline isotonique de NaCl a 9% est utilisée pour la post-dilution
automatique des échantillons, ainsi que pour les séries de dilutions pour standards, elle est
positionnée sur le rack de I'analyseur COBAS INTEGRA ; la stabilité de cette solution saline
est assurée pendant 28 jours apres son placement sur l'analyseur(Fiche technique de

I’automate).
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2-4- Hémoculture :
2-4-1- Prélevement :

Le prélevement sanguin pour I'némoculture nécessite une collecte de 1 a 2 CC (1000 a
2000ul) de sang veineux chez le nourrisson, il doit étre effectué avec une asepsie rigoureuse
au niveau du site de ponction pour éviter la contamination des flacons par des germes cutanés
ou environnementaux qui fausserait les résultats, le sang est ensuite inoculé dans des flacons
d’hémocultures qui contiennent un bouillon d’enrichissement citraté, puis agité par deux ou

trois retournements pour mélanger I’ensemble.

L’identification et la numérotation des prélévements se font au lit du patient en faisant

attention a ne pas coller I’étiquette sur le code-barres du flacon.

Les flacons ainsi que la feuille de prescription sur laquelle des informations du
prélévement sont mentionnées (la date et l'heure du prélévement...) sont acheminés
rapidement et dans des conditions stériles vers le laboratoire d’analyse microbiologique pour

I’incubation et I’analyse.
2-4-2-Principe :

L'hémoculture est une technique diagnostique microbiologique qui consiste a la mise en
culture du sang d'un patient dans 1’objectif d’identifier la présence ou I’absence de

microorganismes (bactéries aérobies ou anaérobies et levures).

Etant donné que le sang est initialement stérile la présence de tout agent pathogene peut
entrainer une bactériémie ou une septicémie si la charge bactérienne est élevée (KOECK etal,
2001).

2-4-3- Détection de la croissance bactérienne :

Cette détection peut étre realisée selon deux methodes : la méthode classique utilisant

des dispositifs manuels, et la méthode automatisée a détection continue.
e Méthode classique :

Les flacons d’hémoculture sont incubés dans un incubateur classique a une température
de 37°C pendant une période de 10 jours, a I'issue de laquelle une inspection visuelle réguliére

des flacons est effectuée par le technicien du laboratoire a la recherche des signes d’une
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croissance des microorganismes (trouble du milieu de culture, production de gaz). De plus,
des repiquages sur gélose solide (gélose a sang frais GSF et gélose a sang cuit GSC) et sont
réalisés trois fois, soit 1 journée apres I'admission de I'échantillon, 6 jours aprés, et 10 jours
apres.

/ 1. Isolement \

2. ldentification
Ensemencement Si +

) 3. Antibiogramme 1. Isolement
s 17 jour — sur gélose et ' e
incubation 24h 4 Sj - _ 2. Idethlflcatlon
37°C N Réincuber<8| u 3. Antibiogramme
24h i

Si -
- 6 éme jour —» ldem 4 Jeter la boite

Remarque : Si la culture sur milieu solide sort
- 10 eme jour —» Idem positive on retire le flacon de I’incubateur.

Figure 12 : Schéma récapitulatif de la détection de la croissance
bactérienne (réalisé par nous-mémes)

e Technique automatique avec le BACT/ALERT 3D :

L’automate BACT/ALERT 3D présente des performances lui permettant la détection
de la croissance bactérienne a I’intérieur des flacons d’hémocultures, il est muni d’une étuve

qui assure de fagcon autonome une incubation a 37°C et une agitation continue tout au long de

I’analyse qui dure 7 jours maximum.

Les cultures positives sont detectées en temps réel, signalées par une alarme sonore et
I’emplacement du flacon en question s’affiche sur I’écran, cette alerte permet au technicien du
laboratoire de les prendre en charge en procédant a I’isolement et a 1’identification du
microorganisme. En 1’absence de toute alerte de 1’automate pendant la période d’incubation

de 7 jours, ’hémoculture est considérée comme négative.

La gestion des flacons sur 1’appareil BACT/ALERT 3D est trés simple et se fait en
suivant trois etapes : Sélectionner, Identifier, Charger :

- Les commandes tactiles exclusives simplifient la gestion des flacons en permettant un
controle sans texte.
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- Le lecteur de code-barres accélere et facilite I'entrée des flacons en lisant I'étiquette
d'identification ainsi que les numéros du systeme d'information de laboratoire.

- L’appareil est doté de dispositifs de détection dans chaque cellule qui permettent de
reconnaitre instantanément les mouvements des flacons et de charger des flacons

n'importe ou dans le systeme.

/BacT/ALERT 3D

Sélectionnez ldentifiez Chargez

Figure 13 : Les 3 étapes de la gestion des flacon d’hémocultures destinés au
Bact/Alert 3D (réalisé par nous-mémes).

Remarque :

v' Tout échantillon détecté positif fait I’objet d’une mise en culture sur des milieux
solides gélosés sélectifs et non sélectifs, en ensemencent en stries a 1’aide d’une anse a
platine dans des conditions aseptiques

v A la fin de la période d'incubation, les flacons sont obligatoirement retirés de

I’incubateur pour laisser place aux nouveaux flacons.
2-5- Etude Cytobactériologique des Urines (ECBU)
2-5-1- Prélévement urinaires avec collecteur

Le collecteur d’urine (poche adhésive) est la méthode
utilisee pour collecter des échantillons d'urine chez les
nourrissons, ils sont idéalement collectés le matin au réveil
aprés un minimum de 4 heures depuis la derniere miction,

afin de permettre une période suffisante de stagnation dans

la vessie pour qu’en cas d’infection urinaire les bactéries

Figure 14 : Poche a urine
stérile

soient assez nombreuses pour une mise en culture.
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La méthode de prélevement est réalisée comme suit :

1- Un lavage soigneux des mains du manipulateur est indispensable avant toute
manipulation du sachet collecteur stérile.

2- Procéder au lavage des organes génitaux externes et de toute la région périnéale
d’une maniére centrifuge avec une solution de Dakin.

3- Attendre 1 a 2 minutes pour assechement de la peau, puis fixer le sachet collecteur au
moyen de I’adhésif en évitant tout contact avec la face interne de 1’ouverture.

4- Le collecteur ne doit pas étre laissé plus de 20 minutes. Au-dela de ce temps, il doit
étre remplacé par un nouveau sachet en respectant la méme procédure.

5- Refermer soigneusement le sachet contenant les urines immédiatement apres la

collecte, et le transmettre rapidement au personnel du laboratoire.

Remarqgue :

v' A température ambiante, I'échantillon d'urine doit étre acheminé au laboratoire dans un
délai de 2 heures. Si cela n'est pas possible, le pot peut étre conserve jusqu'a 10 heures
au réfrigérateur. Cependant, il est fortement recommandé de soumettre I'échantillon
des que possible afin de permettre une identification rapide des agents pathogenes et la

mise en place d'un traitement approprié pour prévenir les complications de santé.

v’ Lorsqu'un résultat positif est détecté, il est impératif d'effectuer un second prélévement
afin de confirmer le résultat et d'éviter les faux positifs causés par une contamination.

Cette mesure préventive garantit la fiabilité et la validité des données obtenues.
2-5-2- Les étapes de la realisation de PECBU :

Le schéma suivant résume la procédure d’ECBU de routine effectuée pour tous les

prélévements urinaires admis au laboratoire de microbiologie :
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[ Prélevement urinaire ]

v v
Examen cytologique [ Examen bactériologique ]
(Avec Malassez)
| !
v v Uroculture (gélose
Quantitatif : 4 Qualitatif : ) nutritive ou milieu
Numération des Description chromogene)
différentes des différents l
cellules éléments
présents dans 'Dénombrement
1urine -Observation des cultures

-

Figure 15 : Schéma récapitulatif des v
étapes de I’ECBU de routine (réalisé par [ Antibiogramme ]
nous-mémes).

/ -Identification

2-5-2-1- Examen macroscopique des urines

Ce procédé consiste a effectuer 1'analyse visuelle des propriétés physiques de I'urine :

I’aspect ; la couleur et la présence ou I’absence de pus ou de sang.

L'analyse est effectuée pour vérifier I'aspect de I'urine qui doit étre claire et jaune. Si
I'urine est trouble ou présente une couleur anormale, cela peut indiquer une présence de
bactéries ou de cellules sanguines.

2-5-2-2- Examen cytologique (microscopique) :

e Examen direct sur cellule deMalassez : L’examen cytologique consiste a examiner une
urine fraichement prélevée en utilisant un microscope avec 1’objectif (x40), 1'échantillon
se prépare suivant ces étapes :

- L’urine est soigneusement homogénéisée en retournant le flacon d'urine correctement
bouché.

- Ensuite, une goutte d'urine est prélevée a l'aide d'une seringue propre et déposée entre
une lame de Malassez et une lamelle de verre. La taille de la goutte doit étre suffisante

pour remplir I'espace sous la lamelle, mais pas trop pour éviter les débordements.
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Il est important de réaliser ce test dans les deux heures suivant le prélevement pour

éviter I’altération des éléments cellulaires.

Dépiila micopipet. g\ ﬂﬂ[:'>

‘surle platenu.cénlral entre
lame et lame]le i

Figure 16 : Observation de 1’urine déposée sur la cellule de Malassez sous
microscope (réalisé par nous-mémes)

Cet examen présente deux objectifs :

v Quantitatif : Correspond a la numération des différentes cellules présentes dans les
urines.

v' Qualitatif : Description des différents éléments (leucocytes, hématies, cellules
épithéliales, cristaux, levures, flore bactérienne etc.) Les résultats sont exprimés par
mma3.

2-5-2-3- Examen bactériologique :

e L’uroculture : La procédure de l'uroculture implique plusieurs étapes cruciales pour

prévenir la contamination et assurer la réussite de I'analyse microbiologique :

- Tout d'abord, on stérilise I'anse & boucle a l'aide d'une flamme du bec bunsen pour

éviter la contamination croisée.

- Une fois l'anse a boucle stérilisée, on préleve un échantillon d'urine a partir du flacon

avec précaution pour éviter toute contamination ou altération de I'échantillon.
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- On dépose I'échantillon prélevé sur une boite de pétri contenant un milieu de culture
approprié, tel que la gélose nutritive (GN) ou chromogene. Ceci permet de favoriser la
croissance des bactéries présentes dans I'échantillon.

- Une fois I'échantillon déposé, on réalise un trait au milieu de la boite de pétri suivi de
stries perpendiculaires qui sont desserrées au fur et a mesure(c’est la méethode de
I’anse calibrée). Cette technique assure une répartition uniforme de I'échantillon et

permet de distinguer les colonies microbiennes.

- Une fois ces étapes terminées, la boite de pétri est incubée pendant 24 heures a une

température de 37°C.

- Ensuite, un diagnostic est réalisé a partir de I'observation des colonies microbiennes

formées sur la boite de pétri en utilisant diverses techniques microbiologiques.
Remarque :

v La gélose nutritive est un milieu de culture fréqguemment utilisé pour le dénombrement
des colonies. Chaque colonie représente une unité formant une colonie (UFC) par

microlitre (uL), ce qui équivaut a une concentration de 1000 UFC/ml.
2-6- ldentification :
2-6-1- Identification macroscopique via un milieu sélectif :

L'identification des souches bactériennes est réalisée en étudiant leurs caractéristiques
morphologiques telles que la taille, I’aspect et la couleur des colonies. Cette méthode est mise

en ceuvre le deuxieéme jour suivant l'incubation a partir d'une colonie isolée.

Le BD CHROM agar Orientation Medium est un milieu de culture qui permet de
differencier directement certaines espéces et de détecter certains groupes de microorganismes
avec un nombre limité de tests de confirmation, il est constitué de substrats artificiels
(chromogeénes), qui libérent des composés de diverses couleurs lors de la dégradation causée

par des enzymes microbiennes spécifiqgues (MANICKAM et al, 2013).
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2-6-2- Identification microscopique :
e Etat frais:

Pour I'observation microscopique a I'état frais, une goutte d'eau physiologique et une
colonie isolée a partir du milieu d'ensemencement ont été déposees sur une lame a l'aide d'une
pipette pasteur, puis recouvertes d'une lamelle et observées au microscope avec un

grossissement de X40.

Si la présence de levures est suspectée, on procéde a leur identification en ensemencent
I’inoculum a I’aide d’une anse a platine sur gélose sabouraud(milieu Candida) et incuber a

37°C pendant 48 heures.

Test de filamentation: consiste en une observation des colonies sur la gélose Sabouraud

chloramphénicol. Pour effectuer ce test on suit ces étapes :

- On prépare une suspension de 3 a 4 colonies observées sur la gélose Sabouraud

Chloramphénicol dans un tube sec contenant 500puLde serum humain.
- Onincube pendant 2 heures a une température de 37°C.
- On observe une goutte entre une lame et lamelle au microscope.

- Si les levures observées sont bourgeonnantes et présentent des filaments dont la
longueur est 3 fois supérieure a celle de la levure, cela révéle la présence de Candida
albicans. En revanche, si les levures ne sont pas bourgeonnantes, cela signifie qu'il

s'agit de Candida spp.
e Examen direct aprés coloration de Gram :
La coloration de Gram se réalise suivant ces étapes (RASAMIRAVAKA etal, 2011) :

- Réaliser un frottis de bactéries sur une lame puis le sécher et le fixer en le faisant

passer plusieurs fois dans la flamme du bec bunsen.

- Une solution de violet de Gentiane est ensuite appliquée sur la lame et laissée pendant

60 secondes.

- Apres avoir ¢liminé le violet de Gentiane par ringage avec de I’eau, une solution de

Lugol est appliquée pendant 60 secondes.
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- Rincer le Lugol, puis décolorer avec de I'alcool pendant environ 30 secondes avant

d'étre rincée a I'eau pour arréter la décoloration.

- La lame est ensuite recouverte d'une solution de fuchsine diluée pendant 60 secondes,

puis rincée a I'eau.

- Enfin, la lame est séchée a chaleur et observée au microscope (x100) en utilisant

I'huile d’immersion.

#” : Bacille Gram négatif

@ :Cocci Gram positif o I_r..__a Iﬁﬂ '_1
0 A S == 7~ Y J:a
“ '6’ .‘ '6‘ -0 “ zo.
5 o 2 &
— O
°g°
<o\
Frottis Application de Application de Application Contre-coloration
bactérien violet de Lugol d'alcool éthylique avec de la Fuchsine
gentiane 60 sec 60 sec 15s 60 sec.

Figure 17 : Schéma récapitulatif des étapes de la coloration de gram
(RASAMIRAVAKA etal, 2011)

2-6-3- ldentification biochimique :
2-6-3-1- Tests d’orientation :

L'identification des bactéries se base sur leurs caractéristiques biochimiques, telles que

la production de catalase, d'oxydase ou la fermentation de certains sucres.
A. Test d’Oxydase

Le test d'oxydase permet la détection de I'enzyme phényléne-diamine-oxydase des
bactéries Gram (-) gréace a l'oxydation du réactif N-diméthylparaphénylene diamine(HASAN
etal, 2014).

- Réalisation du test :Placer un disque d’Oxydase sur une lame, ensuite on dépose une

colonie ou deux avec une pipette pasteur. Si il y’a :

v La présence de la tache violette indique une bactérie oxydase positive possédant le

cytochrome oxydase
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v’ L’absence de coloration indique une bactérie oxydase négative ne possédant pas I'enzyme

respiratoire
B. Test de catalase

Le test de catalase permet la détection de la présence de I'enzyme catalase qui
décompose I'eau oxygénée en eau et en oxygene, cette enzyme est présente chez la majorité

des bactéries aérobies strictes et anaérobies facultatifs (HASAN etal, 2014).
- Réalisation du test

On dépose sur une lame une goutte d’eau oxygénée stabilisée ensuite on dépose une

colonie avec une pipette pasteur.

v’ Le dégagement gazeux indique la présence de l'enzyme catalase, tandis que son absence

indique le contraire.
C. Recherche de la coagulase

La coagulase est une enzyme connue pour sa capacité a coaguler le plasma sanguin, la
mise en évidence staphylocoagulase permet la détection des Staphylocoques(HASAN etal,
2014).

- Réalisation du test

On mélange 1 ml de plasma sanguin avec une colonie bactérienne dans un tube a

hémolyse stérile puis on incube a 37°C pendant 2h

v On considére que c’est positif si le plasma est coagulé, cela signifie que le fibrinogéne

est transformé en fibrine, donc il s’agit bien de Staphylococcusaureus.

v' Si au contraire, il n’y a pas de coagulation, cela indique qu’il ne s’agit pas de

Staphylococcus aureus mais de Staphylococcus a coagulase négative (SCN).
2-6-3-2- Galerie classique :
A. Recherche de ’uréase

L'utilisation du milieu Urée Indole permet de mettre en évidence la présence de

I'enzyme uréase, de la tryptophane désaminase et de la production d'indole(RICHARD, 1979).
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Le test consiste a ajouter une colonie bactérienne a 2 ml de milieu Urée Indole dans un

tube stérile, suivi d'une incubation de 24 heures a 37 °C.

v" Une réaction positive est indiquée par l'alcalinisation du milieu causée par la
transformation de l'urée en carbonate d'ammonium par l'uréase, entrainant une

coloration rouge violacé en présence de rouge de phénol.

v’ La présence d'indole est mise en évidence par l'ajout de réactif de Kovacs, provoquant

une coloration rouge dans la partie supérieure du milieu en cas de réaction positive.

v La présence du tryptophane désaminase est déterminée par l'ajout de perchlorure de

fer, qui induit une coloration brun rouge du milieu en cas de réaction positive.
B. Milieu Clark et Lubs

Ce milieu est utilisé pour identifier les bactéries de la famille des Enterobacteriaceae

(bacilles Gram -, oxydase -) en étudiant la voie de fermentation de glucose(RICHARD, 1979).
- Réalisation du test :

Le Bouillon Clark et Lubs est inoculé par une colonie bactérienne, aprés incubation
pendant 18h a 37°C, on divise le bouillon dans 2 tubes stériles puis dans chaque tube on
effectue un des deux tests : test au RM en ajoutant une goutte de rouge de méthyl et test de
Voges-Proskauer en ajoutant 2 gouttes de KOH a 10% et d’Alpha-naphtol, pour révéler la

voie de fermentation :

v" Voie des Acides mixtes (test au RM): la fermentation du glucose en acides mixtes

induit I’acidification du milieu qui est révélée grace au rouge de méthyl.

v" Voie Butyléne-Glycolique (test VP): la production d'acétoine au cours de la

fermentation butyléne glycolique donne une coloration rouge en milieu trés oxygéné.
C. Citrate de Simmons :

Ce milieu contient une seule source de carbone qui est le citrate, l'utilisation de ce
substrat par les bactéries pouvant le cataboliser en milieu aérobie se traduira par une
alcalinisation du milieu(BEKAL et al, 1998).

35



Matériel et méthodes

- Réalisation du test :

Le test de citrate de Simmons consiste a ensemencer a 1’aide d’une anse une strie
longitudinale d'une suspension de la culture solide en eau distillée stérile sur un milieu de
gélose incliné en faisant attention a ne pas gratter la gélose pour ne pas apporter des substrats
carbonés et incuber a 37°C pendant 24 heures et le bouchon ne doit pas étre vissé a fond pour

permettre les échanges gazeux.

v’ La lecture du test est réalisée en observant le virage de l'indicateur de pH au bleu, qui

indique une alcalinisation du milieu et la présence de la souche citrate de Simmons +.

v' En l'absence de virage, il n'y a pas eu alcalinisation et la souche est classée comme

citrate de Simmons -.
D. Triple Sugarlron Agar (TSI)

La gélose TSI est un milieu de culture utilisé dans l'identification des entérobactéries.
Ce milieu permet d'évaluer leur capacité a fermenter le glucose, le lactose et le saccharose,
ainsi que leur potentiel producteur de gaz et dH2S(BEKAL et al, 1998).

- Reéalisation du test

Racler a I'aide d'une pipette Pasteur des colonies a partir de cultures pures, puis ensemencer la

pente du milieu par des stries et le culot par piqlre centrale

La fermentation de I’un des glucides engendre l'acidification de la gélose, ce qui se
traduit par un changement de couleur de I'orange rougeatre d'origine vers le jaune, s’il n’y a
pas de virage de couleur et la gélose reste rouge cela signifie que les glucides ne sont pas

fermentés.

La formation de H2S donne une coloration noire, alors que la production de gaz est
identifiable par I'apparition de bulles ou de fissures

2-6-3-3- Identification biochimique a I’aide des API :

C’est une méthode couramment utilisée pour déterminer l'identité des micro-organismes.
Cette technique se fonde sur les connaissances avancées du métabolisme et de la biochimie
microbienne des micro-organismes, Elle implique [utilisation de plaques en plastique

miniaturisées contenant une série de petits tubes ou tubules dotés de cupules ouvertes a leur
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extrémité supérieure et remplis, ou non, de liquide. Chaque tube contient un substrat spécifique
déshydraté qui peut étre dégradé par les bactéries. Cela permet de déterminer les enzymes

présentes ou manquantes chez une bactérie, facilitant ainsi leur identification.

Chaque plaque est adaptée a un groupe spécifique d'espéces bactériennes, telles que les
entérobactéries dans le cas de la galerie APl 20E et les staphylocoques dans le cas de la

galerie APIstaph.

Figure 18:API1 20 E (photographie personnelle) |
cupule
tubule
milieu
déshydraté ON ODC |CIT] |H28] URE TDA IND LVP] IGEL] GLUMAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA
Figure 19 : API schématisée

Technique :

- A Tl’aide d’une pipette, prélever 1 a 4 colonies morphologiquement identiques puis

préparée une suspension en utilisant de I'eau physiologique.

- Les microtubes sont ensuite inoculés avec la suspension a ’aide d’une seringue
spécifique, afin d’éviter la formation de bulles d'air on pose la pointe de la seringue

sur le coté de la cupule et on incline lIégerement la boite d'incubation vers l'avant.

- Les cupules des substrats encadrés, a savoir CIT, VP, etc., sont totalement remplies
pour permettre des tests en aérobiose. En revanche, les cupules des substrats tels que
ADH, LDC, etc., sont remplies a moitié¢ et I’autre moitié sera remplie de 1'huile de
vaseline pour créer un environnement anaérobie et prévenir toute évaporation des

composés volatiles dans le tube.
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- Afin de prévenir la déshydratation lors de I'incubation a 37°C pendant 24 heures, il
est recommandé de remplir partiellement la boite d'incubation avec de I'eau.

- Les réactions produites pendant la période d'incubation des milieux a tester peuvent
étre identifiées grace a différents indices. Ceux-ci peuvent se traduire par des virages
colorés spontanés ou révélés par I'ajout de réactifs, la production de gaz, la formation
de précipités ou la libération de composés spécifiques, qui signifient généralement

que le test est positif.
Lecture :

Les résultats peuvent ensuite étre comparés a un tableau de lecteur des réactions pour

obtenir un code numérique correspondant a un nom de bactérie.

L’identification se fait a I’aide d’un catalogue analytigue ou d'un logiciel

d'identification, Cette méthode offre une probabilité d'identification supérieure a 90%.

Les tests sont regroupés par triplet de gauche a droite. Un test est considére :

Positif
Négatif
ler du triplet 2éme du triplet 3éme du triplet
0 1 2 4

- La somme des chiffres obtenus a partir de chaque triplet est requise pour déterminer
le code correspondant (seulement huit codes différents, allant de 0 a 7, sont
possibles).

- Un code a sept chiffres peut alors étre géneré en lisant les codes de chaque triplet de
maniere séquentielle.

- Ce code peut ensuite étre comparé aux codes stockés dans la base de données du

fabricant, permettant ainsi l'identification précise de la bactérie en question.
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D Cupule | [ b e
vide
Cupule
remplie
Huile de
paraffine §
IGEL! GLUMAN INO SOR{RHA SAC MELIAMY ARA
Test :
iti = 4| i + i + + :
Positlt 10 0.010.6.0/0.0.0.10... . 06066066060
. Test @ %) 0
négatif @

Coden®:5 215773 > A comparerdans la base de données constituée par le fabricant

Figure 20:Méthode de lecture des API

2-6-4- Identification automatisée avec VITEK 2 compact :

L'automate VITEK® 2 Compact est congu pour identifier les bactéries et déterminer

leur sensibilité aux antibiotiques en utilisant le principe de la concentration minimale
inhibitrice (CMI).

Il utilise des cartes pour l'identification des bactéries Gram négatif et positif, ainsi que
des cartes pour la réalisation des tests d'antibiogramme, ces cartes font appel a des tests
biochimiques conventionnels et des substrats pour mesurer l'utilisation des sources de
carbone, l'activité enzymatique et la résistance.

Chaque carte AST contient 64 micro puits, dont un micro puit de contréle qui ne contient
que le milieu de culture, tandis que les autres contiennent des concentrations spécifiques

d'antibiotiques préalablement définies ainsi que des milieux de culture (Fiche technique de

I’automate).

Figure 21 : Carte utilisée pour Figure 22 : Carte utilisée pour
I'antibiogramme (photographie I'identification des bactéries
personnelle) (photographie personnelle)

39


http://ephytia.inra.fr/fr/I/34205/resultats-galeries-API

Matériel et méthodes

L'identification est basée sur les données et les connaissances du germe et des réactions

typiques d'especes pour un ensemble de tests biochimiques discriminatoires.
Protocole :

- La préparation de la suspension bactérienne est réalisée manuellement en utilisant
deux tubes contenant chacun 3 ml de solution saline I’'un pour I’identification et
I’autre pour I’antibiogramme.

- Les colonies isolées sont sélectionnées a 1’aide d’une pipette Pasteur et mises en
suspension homogeéne dans les tubes précédents en les mélangeant au vortex.

- La suspension est standardisée en utilisant le Densichek Plus, atteignant un volume
de 0,4 a4 0,7 Mac Farland pour les bactéries Gram négatives et positives.

- On utilise des pipettes manuelles fournies avec le dispositif pour pipeter 145 pl pour les
bactéries Gram négatives ou 280 pl pour les bactéries Gram positives, il convient de
transvaser la quantité requise dans un deuxiéme tube réservé pour I’antibiogramme.

- On place une carte d'identification et une carte d'antibiogramme sur la cassette, en
introduisant des pailles de transfert pour prélever une portion de la suspension mere
stockée dans des tubes distincts, et dans le tube (2) contenant la suspension mere
diluée pour la réalisation de la carte d’antibiogramme.

- Procéder de facon similaire pour les autres échantillons avant de procéder a leur
chargement dans le VITEK 2 Compact.

- Les informations relatives aux cartes (ID échantillons et code a barres) sont
enregistrées dans le logiciel du systéeme.

- La cassette est ensuite placée dans la chambre d’inoculation, lancer le remplissage a
partir du bouton sur I’interface utilisateur de 1’instrument.

- Apres la fin du cycle de remplissage retirer la cassette puis 1’inséré dans le lecteur-
incubateur dans un délai de 10 minutes.

- Un signal lumineux indique la fin du chargement des cartes. Enlever la cassette vide
du dispositif de lecture-incubation.

- Le lecteur-incubateur lit les codes a barres des cartes et de la cassette et envoie les

informations au logiciel automatiquement.
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Préparation de la suspension Standardiser Placer les cartes sur la

bactérienne la suspension cassette en introduisant

les pailles de transfert &
I’intérieur des tubes

Les résultats seront Insérer la cassette dans le Placer la cassette dans
envoyes lecteur-incubateur pendant 10 la chambre
automatiquement minutes, les cartes seront d’inoculation puis
au logiciel et les chargées a I’intérieur de lancer le remplissage,
cartes seront jetées I’automate et un signal indique apres la fin du cycle
la fin de cette étape pour retirer de remplissage retirer
la cassette vide la cassette

Figure 23 : schéma récapitulatif du protocole d’identification automatisée avec VITEK 2
compact (Réalisé par nous-mémes)
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2-7- Etude de la résistance des germes isolés aux antibiotiques

Une fois que I’isolement et 1’identification des agents infectieux soient effectués, on
procéde & la recherche de leurs sensibilités vis-a-vis différentes familles d’antibiotiques pour
permettre aux médecins d’adopter une antibiothérapie adéquate au patient. Cela se fait via

deux méthodes :

e La méthode de I’antibiogramme automatisé avec 1’appareil VITEK 2 Compact.

(Décrite précédemment)
e Laméthode de I’antibiogramme standard par diffusion des disques.
2-7-1- Antibiogramme par diffusion des disques :
» Meéthodologie :

- On prépare la suspension bactérienne en raclant quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques a I’aide d’une anse de platine stérile a partir d’une culture

pure sur milieu d’isolement approprié.

- On décharge I’anse dans de 1’eau physiologique stérile a 0.9% puis on

homogénéise afin de répartir les germes uniformément dans la solution.

- On trempe un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, ensuite on le

presse fermement contre la paroi interne du tube pour éliminer tout exces.

- On ensemence la surface de la gélose (généralement MULLER-HINTON) avec
I’inoculum en faisant des stries serrées, on répete 1’opération 2 fois tout en
tournant la boite de 60° a chaque fois pour s’assurer que la totalit¢ du milieu
gélosé est recouvert de 1’inoculum, a la fin de la procédure on passe 1’écouvillon

sur les bords de la gélose.

- On place a I’aide d’une pince stérile les disques d’antibiotiques, qui sont sous
forme de papier filtre imbibé d’un antibiotique donné avec une concertation
standard, a la surface de la gélose tout en évitant leur déplacement aprés leur

dépot. (1l est conseillé de ne pas mettre plus de 6 disques d’ATB)
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- Incuber a 37°C pendant 24h, directement dans I’incubateur pour les micro-
organismes aérobies et a I’intérieur d’une jarre munie d’une bougie allumée pour

créer I’anaérobiose lorsqu’il s’agit des microorganismes anaérobies.
Remarque :

v' L’ensemencement doit étre réalisé en condition stériles a proximité d’un bec
bunsen, idéalement juste apres la préparation de I’inoculum au plus tard dans

les 15 minutes qui le suivent.

v Si plusieurs boites pétries doivent étre ensemencées par le méme inoculum on

recharge I’écouvillon a chaque fois.
» Lecture de I’antibiogramme :

Selon les résultats de la sensibilité des bactéries envers
chaque antibiotique, des zones d'inhibition présentant différents
diamétres mesurables apparaissent. Ces diametres sont mesurés a
l'aide d'un pied a coulisse et servent a classer les bactéries en
trois groupes distincts, indiqués respectivement par les lettres
"S", "R" et "I".

Figure 25 :Antibiogramme
par diffusion sur disques
photographie personnelle

e «S»pour SENSIBLE.

e «R»pour RESISTANT.

e « | » pour sensibilitt INTERMEDIAIRE.
Remarque :

v Pour les bactéries testées sur Mueller-Hinton simple, il est conseillé de prendre les
mesures en transparence en observant a travers le fond de la boite pétri fermée. En
revanche, pour les bactéries testées sur Mueller-Hinton au sang, il est préférable de
réaliser les mesures de diamétre de zones d'inhibition avec la boite pétrie ouverte et
bien éclairée.

v’ Afin de choisir le meilleur antibiotique et sa dose adéquate pour traiter une infection
bactérienne, la Concentration Minimale de I'antibiotique (CMI) est déterminée par la
méthode de E-test.
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—» Zone de croissance bactérienne «

— Ellipse d'inhibition €———

i i

Figure 25 :Détermination de la concentration minimale inhibitrice(CMI)

photographie personnelle
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3- Résultats et discussion :

3-1- Répartition des infections nosocomiales établie selon I’augmentation de la CRP

apres 48 heures de séjour a I'hépital:

Sur I'ensemble des nourrissons admis et évalués par dosage CRP avant et aprés 48
heures de séjour hospitalier, 1% ont présenté des résultats positifs indiquant une infection
nosocomiale, tandis que les 99% restants ont obtenu des résultats négatifs, ne révélant pas la
présence d'une infection nosocomiale.

Protéine C réactive

1%
negatifs = positifs

99%

Figure 26 : Répartition des infections nosocomiales établie
selon I’augmentation de la CRP

Le taux de prévalence des infections nosocomiales néonatales était de 1%, ce qui est
similaire a celui observé dans d'autres enquétes menees en France, ou le taux d'incidence des
infections nosocomiales varie entre 7,5% et 12,7% (LACHASSINNE et al, 2004).

La présente étude a révélé une faible prévalence des infections nosocomiales dans le
service de néonatologie. Cette observation peut étre attribuée a la mise en place de plusieurs
mesures préventives.

Tout d'abord, le service de néonatologie accorde une attention particuliére a I'hygiéne et

a la prévention des infections, le personnel de néonatologie est formé aux bonnes pratiques
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d'hygiene et est fourni avec des équipements tels que des gants, des blouses, des masques et
des désinfectants pour prévenir la transmission de germes. Des protocoles d'hygiéne stricts
sont mis en place et réguliérement respectés pour eviter la propagation des germes.

En outre, les patients infectés sont souvent isolés dans des chambres individuelles pour

éviter la contamination des autres patients.

3-2- Répartition des patients infectés selon le sexe : Les données représentées dans la figure
27 évoquent une prédominance masculine dans la cohorte étudiée, avec un taux des individus
identifiés de sexe masculin, en comparaison avec un taux pour les individus de sexe

masculine, ce qui donne une sex-ratio masculin/féminin de 1,6.

120 4

100 -

80

60 -

40

20
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Figure 27 : Repartition des infections nosocomiales selon le sexe I

Cette prédominance est confirmée par une étude menée au centre hospitalier Laquintinie

de Douala, Cameroun ou les nouveau-nés étaient les plus infectés dans 22% des cas, donnant
une sex-ratio de 1,63 (KEMEZE et al, 2016).

En revanche, la plupart des études suggerent que le sexe n'a pas de lien significatif de la

fréquence élevée d'infections nosocomiales, c’est le cas du Centre Hospitalier Universitaire de

Fés en 2006 (SIBOUB, 2018).
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Par ailleurs, (HABZI et BENOMAR,2001) ont conclu que seuls I'age gestationnel et le

poids de naissance étaient des facteurs de risque déterminants.
3-3- Répartition des infections nosocomiales selon I’age gestationnel :

Sur le nombre total de nourrissons admis, il y avait deux groupes distincts. Le premier
étant celui des sujets nés a terme étaient infectés et le deuxiéme ceux nés prématurément,

avec un taux d’infection relatif.

Parmi les prématurés on distingue 3 groupes, ceux de tres petite prématurité sont atteints
d'une infection, ceux de moyenne prématurité sont infectés et ceux de grande prématurité

sont infectés.

14% -

12% -

10% -
8% -
6% -
4% -
2% -
0% - T

Figure 28 : Répartition des patients infectés selon 1’age
gestationnel

40% -

35% -
30% -
25% -
20% -
15% -
10% -
5% -
0% -

Figure 29 : Répartition des infections nosocomiales selon le niveau de
prématurité
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La répartition selon 1’age gestationnel montre que les nourrissons les plus atteints
d’infections nosocomiales sont ceux de trés grande prématurité, tandis que ceux nés a terme

présentent un taux beaucoup plus faible.

Cette observation est cohérente avec les résultats de recherches antérieures,notamment
une étude menée a Lille ou I'incidence des infections nosocomiales augmentait de 3% chez les
enfants nés a partir de 37 semaines d'age gestationnel a 55% chez ceux nés avant 28 semaines
(KACET et al, 1999).

L'analyse des données révele une corrélation significative entre le risque d'infection
nosocomiale et I'age gestationnel, qui suggere que les nouveau-nés prématurés sont exposés a
un risque accru d'infection en raison de la faiblesse de leur systtme immunitaire immature

celaestdd :

» Au moment de la naissance, le systtme immunitaire demeure inactif, ce qui accorde
une tolérance aux antigénes maternels et aux changements structurels liés a la
gestation prénatale(ESCANDE etal, 2003).

> Au stade néonatal, le systeme immunitaire est caractérisé par la présence de cellules
immunitaires immatures ayant seulement atteint environ 50% de leur pleine
fonctionnalité et en quantité limitée. En parallele, I'immaturité des monocytes et des
macrophages a un impact négatif sur la réparation tissulaire (COMPORE et al, 2010).

> En revanche, le taux de polynucléaires neutrophiles dans la circulation sanguine est
similaire chez le nourrisson et chez l'adulte. Mais en raison de la capacité
fonctionnelle limitée des nouveau-nés, leur moelle osseuse ne parvient pas a produire
suffisamment de polynucléaires neutrophiles, ce qui entraine des cas de neutropénie
secondaire lorsqu'une infection se déclare (ESCANDE et al, 2003).

» Les nourrissons ne produisent pas d'anticorps endogénes, mais ils sont protégés au
cours des 6 premiers mois de vie par les immunoglobulines 1IgG maternelles acquises
transplacentairement au cours du troisieme trimestre de la grossesse, et par
I'allaitement maternel qui fournit des IgA qui prolongent cette protection notamment
celle des muqueuses. Le risque d'infection est donc plus élevé chez les prématurés qui
n'ont que partiellement bénéficié du passage transplacentaire des immunoglobulines
maternelles(BLAVOUS, 2018).

> Les réactions immunitaires spécifiques dependant des lymphocytes sont également

altérées chez les nouveau-nés, en grande partie en raison d'une faible capacité des
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cellules stromales de la moelle osseuse a soutenir la différenciation des plasmocytes,
de sorte qu’aprés une premicére immunisation, les anticorps 1gG décroissent
rapidement. Par conséquent, 1’efficacité du systéme immunitaire adaptatif est faible
chez le nouveau-né (BLAVOUS, 2018).

3-4- Répartition des patients infectés selon le mode de sortie :

100% -
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80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -

10% -

0% -

Figure 30 : Répartition des patients infectés selon le mode de sortie

D'aprés les données présentées dans la figure 30, on observe un taux de prévalence
élevé chez les nourrissons de l'ordre, car lorsque confronté a une infection nosocomiale les
nourrissons sont traités par des médicaments ciblant spécifiquement l'infection telle que les
antibiotiques ou autres. Les antibiotiques ont un effet inhibiteur sur la croissance ou
I’élimination des bactéries responsables de l'infection, tandis que les autres médicaments
soutiennent le systéme immunitaire des nourrissons pour mieux lutter contre I'infection. Des
traitements complémentaires tels que I'alimentation, I'nydratation, la ventilation et la gestion

de la douleur accélérent le processus de guérison.

La figure 30montre également que le nombre de patients décédés étaient
majoritairement des prématurés, cette prédominance est confirmée par une étude menée au

CHU de Rouen (REMBLIERE, 2021) qui indique que plusieurs facteurs sont mis en cause :

> L'age gestationnel est un indicateur crucial pour déterminer la survie d'un enfant,
lorsque la grossesse est interrompue avant 32 semaines d'aménorrhée, cela peut

entrainer une augmentation du risque de mortalité et de complications a long terme. La
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prématurité suspend le développement intra-utérin de I'enfant, ce qui peut conduire a
I'immaturité de ses organes tels que le cerveau, les poumons, le tube digestif, le canal
artériel et le systeme immunitaire. Ces facteurs contribuent significativement a la

morbidité du nourrisson prématuré.

> Le prématuré a une barriére cutanée immature et une perméabilité cinq fois supérieure
a celle du nouveau-né a terme, ce qui entraine une perte insensible d'eau accrue et une
sensibilité élevee aux infections. La vitesse de maturation de I'épiderme du prématuré

est inversement proportionnelle a I'a4ge gestationnel.

> Les multiples désinfections cutanées pour la mise en place de cathéters peuvent altérer

la flore cutanée et risque d’étre une porte d’entrée microbienne.

L'influence des infections nosocomiales sur la mortalité des nourrissons est
multifactorielle, étant donné que méme si elles ne sont pas la principale cause de mortalité,
elles peuvent néanmoins aggraver I'état de santé du patient et contribuer a une augmentation

du taux de mortalité.

L'estimation précise de l'impact des infections nosocomiales sur la mortalité est
problématique, car la maladie sous-jacente qui a permis l'infection est responsable d'une part
importante de cette mortalité globale (HABZI et al, 2001).

3-5- Antibiothérapie utilisée pendant le séjour :

Le graphique présenté en figure 3lreprésente les modalités de prise en charge
médicamenteuse, par voie antibiotique, appliquées aux patients souffrant d'infections nosocomiales
durant leur hospitalisation. L’analyse du profil antibiotique des nourrissons infectés a révélé une
prévalence significative d'Amikacine (79%), de Claforan (70%), d’Amoxicilline (43%) et de

vancomycine (38%), mais dans la majorité des cas, il s’agit d’association d’antibiotiques.
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Figure 31 : Antibiothérapie utilisée pendant le séjour

Deés l'identification d'une potentielle infection nosocomiale, une antibiothérapie

probabiliste est débutée et réévaluée dans les 48 heures, I’histogramme précédantdétaille

I'usage des divers antibiotiques au sein du service de néonatologie.

Le choix de ces antibiotiques lors du traitement des infections nosocomiales a été basé

sur une évaluation rigoureuse de plusieurs facteurs :

» Ces antibiotiques ont été choisis en fonction des caractéristiques de l'infection,
notamment l'identification de I'agent pathogéne suspecté et le site de l'infection, et

surtout sur la sensibilité de I'agent pathogéne aux antibiotiques.

> La sélection des antibiotiques, la dose et la durée de traitement ont été minutieusement
étudiés et adaptés individuellement a chaque patient, en fonction de ses

caractéristiques cliniques, son poids, son age et I'évolution de son infection.

» En fin de compte, ce choix a également pu étre influencé par la disponibilité des

médicaments specifiques dans le milieu hospitalier.

La problématique de la multirésistance des germes est de plus en plus préoccupante car
celle-ci est caractérisée par la résistance simultanée d'un micro-organisme aux actions d'au

moins deux antibiotiques appartenant a des classes différentes, auxquels une bactérie sauvage
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de méme espéce serait normalement sensible. Cette résistance accrue résulte d'une pression de
sélection et d'un désequilibre de I'écosystéme bactérien, qui sont dus a un usage abusif et non-
réglementé d'antibiotiques a large spectre (HABZI et al, 2001).

3-6- Répartition des infections nosocomiales selon le poids de naissance :

Les constatations issues de notre étude révelent une association évidente entre les poids
de naissances réduits et lI'incidence des infections nosocomiales, avec un pourcentage de 90%
des nouveau-nés présentant des poids avec une prédominance significative des prématurés.
Cette association est attribuée a I'immaturité des organes et des systemes physiologiques chez
les nourrissons, les rendant ainsi plus susceptibles a I'infection lorsqu'ils sont confrontés a des

pathogenes hospitaliers.

Figure 32 : Repartition des patients infectés en fonction du poids de
naissance

Ces résultats sont en concordance avec des travaux effectués au Cameroun en 2011 a
I’hopital gynéco-obstétrique et pédiatrique de Yaounde (CHIABI et al, 2011).

La mesure du poids de naissance est une évaluation initiale réalisée immédiatement
apres l'accouchement pour évaluer la santé et la maturité physique du nouveau-né, ainsi que
pour identifier les individus présentant une fragilité particuliére.
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Les nourrissons présentant un Faible Poids de Naissance (FPN) sont sujets a un risque
accru de développement d'un systeme immunitaire et d'une fonction respiratoire insuffisamment
développés, augmentant ainsi leur vulnérabilité aux infections. Les antécédents de grossesse
complexe associés au FPN peuvent également impacter négativement la fonction immunitaire
du feetus. C’est pour cela qu’ils nécessitent une surveillance plus étroite et une attention
particuliere a leur santé, notamment en ce qui concerne la prévention et le traitement des
infections (PADONOU, 2014).

Les causes principales de réductions des poids de naissance sont liées a divers facteurs

de risque maternels :

» Le nombre de feetus par grossesses, en effet les grossesses multiples, telles que les
jumeaux ou les triplés, sont généralement associées a des nourrissons plus petits que
les grossesses simples en raison de la limitation de l'espace dans l'utérus et la

probabilité de naissances prématurées (TRAORE et al, 2016).

> L'age maternel est un parametre associé a un risque accru de faible poids a la
naissance. Les femmes qui ont plus de 35 ans sont plus susceptibles de présenter des
complications gestationnelles, notamment le diabéte gestationnel et I'hypertension
artérielle, qui peuvent influencer de maniere significative le bien-étre feetal et le poids
a la naissance (MABIALA-BABELA et al, 2007).

> Des études ont indiqué que les femmes ayant un indice de masse corporelle (IMC) bas
présentent un risque accru d'accoucher d'un bébé de faible poids par rapport aux
femmes ayant un IMC normal ou élevé. Il convient de souligner I'importance d'une
alimentation adéquate pour une grossesse saine et le développement optimal du feetus
(LENO etal, 2017).

» La fréguence des consultations prénatales a un impact sur le poids du nouveau nés,
avec une probabilité plus élevée de naissance de nouveau-nes a faible poids chez les
femmes ayant effectué moins de trois visites prénatales. Cette corrélation s'explique
par la possibilité de dépister et de prendre en charge précocement les causes liées au
faible poids de naissance, notamment les pathologies maternelles et feetales pour
lesquelles des interventions medicales appropriées sont disponibles (anémie, carences
nutritionnelles, hypertension artérielle, paludisme, hémorragie génitale...) (TRAORE
et al, 2016).
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3-7- Répartition des micro-organismes identifiés chez les nourrissons affectés :

streptococcus

serratia
marcessens

listeria

. acinetobacter
baumanii

klebseilla
pneumonia

E.coli

staphylococcus
aureus

pseudomonas
aerogenosae

L'analyse des données révele que les microorganismes identifiés chez les nourrissons

affectés sont des bactéries et des champignons et aucun virus n’a été détecté.

3-7-1-Bactéries :

- Bactéries Gram négatif :

D’apres la figure on constate que les Entérobactéries a gram négatif sont les bactéries les

plus fréquemment impliquées dans les infections nosocomiales chez les nouveau-nés avec une

prédominance d’E.Coli qui représente une prévalence 18%, tandis que Klebsiella pneumoniae et

Serratia marcessens ont été détectees respectivement a des taux de 18% Bien que ces bactéries

soient des commensaux de l'intestin humain, elles peuvent causer des infections urinaires,

respiratoires et sanguines chez les nouveau-nés, cela est particulierement courant chez les

prématures a I'hopital, qui ont souvent des cathéters urinaires et des respirateurs.

En ce qui concerne Acinetobacter baumanii et Proteus mirabilis, la colonisation par ces

deux germes est retardée car ils sont des germes moins fréguemment rencontrés dans les

unités néonatales contrairement a d'autres bactéries comme le Staphylococcus aureus ou
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Escherichia coli, qui sont plus courantes et ont une plus grande capacité de résistance aux

antibiotiques.
- Bactéries Gram positif :

L'étude a identifié l'isolement des bactéries a Gram positif, Staphylococccus et
Streptococcus, avec des taux de 18% respectivement. Bien que normalement présentes dans le
corps humain, ces bactéries peuvent entrainer des maladies graves chez les nouveau-nés qui ont
une immunité affaiblie ou qui sont nés prématurément. Staphylococcus est connue pour étre une
bactérie cutanée commensale, mais peut causer des infections cutanées, respiratoires et sanguines,
notamment chez les nourrissons porteurs de cathéters. La transmission de Staphylococcus peut se
faire par contact cutané direct ou indirect avec des surfaces contaminées. Les Streptocoques,
quant a elles, peuvent étre transmises directement ou indirectement, y compris par contact

physique ou en inhalant des gouttes de fluides provenant d'une personne infectée.

La présence de Listeria monocytogenes et d'Entérocoques dans les infections
nosocomiales néonatales serait due a la contamination environnementale de ces bactéries dans
les zones de soins intensifs néonataux. Les facteurs de risque incluent la prématurité, la

présence de cathéters et la ventilation mécanique.

3-7-2-Champignons: Dans le cadre de notre recherche, les infections fongiques nosocomiales ont
été identifiées comme étant moins fréquentes avec une incidence de 18%. De plus, il convient de

noter que I'agent pathogéne responsable de ces infections est exclusivement le Candida sp.

En effectuant une analyse comparative de nos résultats avec ceux issus d'études menées
dans divers pays (tant développés qu’en voie de développement), on constate une diversité de
micro-organismes détectes, indicatrice d'une diversité écosystémique bactérienne propre a

chaque milieu étudié.

En effet, (HABZI et al, 2001) ont rapporté que le profil bactériologique de l'infection
nosocomiale peut étre influencé par divers facteurs, tels que les pratiques techniques et la
prescription d'antibiotiques, varie considérablement entre les différents services hospitaliers,

hopitaux et pays.
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3-8- Répartition des patients infectés selon la durée d’hospitalisation :

La durée du séjour hospitalier
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Figure 34 : Répartition des patients infectés selon la durée
d’hospitalisation

Selon les résultats de I'analyse de I'incidence en relation avec la durée du séjour, il a été
observé que les patients ayant séjourné pendant ont présenté une incidence plus élevée
d'infections nosocomiales. Les données obtenues a partir de notre étude ont mis en évidence
une corrélation positive entre la durée du séjour hospitalier et le risque accru de contracter une

infection nosocomiale.

Une étude menée dans des réseaux néonataux en Australie et en Nouvelle-Zélande
indique que la durée de séjour est un important facteur de risque, avec une augmentation
significative du taux d'infections aprés jours (BENABBAS et al, 2019).

Nos résultats sont cohérents avec d’autres recherches existantes, comme celles fournies
par le CHUC. Les données obtenues indiquent que la plupart des nouveau-nés ont été infectés
avant leur 10éme jour d’hospitalisation. En utilisant une régression logistique, nous avons pu
identifier deux facteurs de risque significatifs pour les infections nosocomiales chez les
nouveau-nés du CHUC : une durée d’hospitalisation, et une naissance prématurée. Ces
résultats sont conformes a la plupart des études précédemment menées sur le sujet (CHEMSI
et al, 2013).
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Conclusion et perspectives

Les infections nosocomiales représentent un probleme majeur de santé publique
responsable de 1’accroissement de la morbidité, et de la mortalité, principalement dans des

services a haut risquereceuillantdes patients extrémement vulnérables a 1’infection.

Notre étude rétrospective sur une durée d’un an concernant les infections nosocomiales

chez les nouveau-nés.

Ce travail concernant les infections nosocomiales chez les nouveau-nés révele que la
surveillance réguliére des taux de CRP au cours du séjour hospitalier permet le diagnostic
précoce de l'inflammation et de l'infection. En outre, la protéine C réactive constitue un

indicateur biologique fiable permettant le suivie de 1’efficacité du traitement anti-infectieux.

Les antibiotiques ne sont pas des remedes miracles des infections nosocomiales, mais
plutdt la prévention s'avéere étre une stratégie plus efficace pour réduire leur prévalence, cette

approche requiert la mise en place de plusieurs mesures de précaution.

Enfin, lorsqu'un service hospitalier fait état de la présence de micro-organismes
pathogenes chez un nombre considérable de patients dans une période donnée, un signalement
d'infection nosocomiale doit étre effectué aupres du service épidémiologique pour mener une
enquéte dans le but de localiser l'origine de l'infection, suivie de la mise en ceuvre d'une
mesure de fermeture du service concerné pour permettre la procédure de désinfection

complete des surfaces, lits, et équipements médicaux...
En perspectives de ce travail, il serait intéressant de :

- Prolonger la période de stage pour réaliser une étude comparative de I'évolution de la

prévalence des infections nosocomiales sur plusieurs années consécutives.

- Mener une autre étude sur les taux de prévalence des infections nosocomiales dans
d’autres services hospitaliers et déterminer les individus les plus a risque de contracter

ces maladies.
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