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Synthèse bibliographique 

Chapitre I : Le nouveau-né 

1. Généralités sur le nouveau-né: 

Un certain nombre de définitions sont à connaître: 

- lin nouveau-né à terme: se définie comme un enfant naissant après 40 semaines de 

gestation; 

- Un prématuré: se définie comme un enfant naissant avant 40 semaines de gestation. 

(Guy et al., 2003) 

Les nouveau-nés se caractérisent par un âge gestationnel et un poids de naissance. 

Les nouveaux nés ayant un poids bas <2500 g sont désignés « LBW » pour low-birth-

weight (ou nouveau-nés à poids de naissance bas) (Bowen et Braden., 2006), ceux ayant un 

poids très bas 1500 g sont désignés «VLBW» pour very-low-birth-weight (ou nouveau-

nés à poids de naissance très bas) (Makhoul et al., 2004) et ceux qui ont un poids 

extrêmement bas < 1000 g sont désignés «ELBW » pour extremely-low-birth-weight (ou 

nouveau-nés à poids de naissance extrêmement bas). (Kaufman et Fairchild., 2004) 

2. Colonisation du nouveau-né 

2.1. Définition de la colonisation: 

La colonisation est la présence d'un microorganisme sur ou dans un hôte et qui se 

multiplie sans aucune expression clinique. (Maussi-Pinhata et Do Nascimento., 2001) 

En effet, la colonisation postnatale par des bactéries multirésistantes (BMIR) peut être 

suivie d'une infection chez les nouveau-nés. (Campeotto et al., 2004) 

Cependant, les facteurs de risque favorisant la colonisation bactérienne sont la prématurité, 

l'hospitalisation préalable, la nutrition parentérale et des antécédents de ventilation 

assistée. Ainsi, Le risque d'acquisition d'une BMIR est en moyenne de huit jours. 

(Campeotto et al., 2004) 

2.2. Principe de la colonisation: 

Le foetus en développement est protégé de la flore microbienne du tractus génital de 

la mère. Cependant, la colonisation normale du nouveau-né débute durant l'accouchement 

après la rupture de la membrane amniotique ensuite au fur et à. mesure des contacts 
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subséquents avec l'environnement une flore endogène équilibrée à composition précise 

s 'établira. (Maussi-Pinhata et Do Nascimento., 2001) 

Selon la société française d'hygiène hospitalière (SFHH), les zones les plus colonisées sont 

l'ombilic, les plis de la peau, les fesses et la plante des pieds. 

2.3. Facteurs influençant l'acquisition de la flore néonatale: 

- La flore génitale maternelle; 

- Le mode d'accouchement: 

- L'âge gestationnel; 

- Le type de nutrition du nouveau-né; 

- Les personnes en contact direct avec le nouveau-né; 

- L'environnement tel que la flore provenant du matériel médicale; 

- La flore des autres nouveaux nés; 

- L'antibiothérapie. (Maussi-Pinhata et Do Nascimento., 2001; Waligora-Dupriet 

et al., 2007) 

2.4. Colonisation digestive du nouveau-né: 

2.4.1. Sources de colonisation digestive: 

2.4.1.1. La flore vaginale lors de l'accouchement: 

2.4.1.2. L'alimentation: 

•• Allaitement maternel: 

Chez les nouveau-nés subissant un allaitement maternel, des auteurs ont constaté 

l'apparition au niveau de l'intestin après 12 heures: 

- des bactéries anaérobies facultatives, des bifîdobactéries et des clostridies chez 

moins de 50% des nouveaux nés; 

- des Bactéroïdes chez moins de 30% des nouveaux nés. (Posfay et al., 2001) 

Après quelques jours, le nombre des bifidobactéries augmente très rapidement (1010  à 1011 

germes par gramme de selles) chez 100% des nouveau-nés (Posfay et al., 2001). 

Parallèlement on constate une chute du nombre des anaérobies et une constance du nombre 

des Bactéro)des 
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Ainsi, une augmentation de nombre des clostridies est remarquée entre le 2ème  et le 4ème 

jours (Posfay et al., 2001) 

Après une semaine, les bifidobactéries représentent plus de 99% de la flore digestive. 

(Posfay et al., 200]) 

• Alimentation artificielle: 

Chez les nouveau-nés nourris par le lait artificiel, la colonisation digestive pendant le 
lier et le 2ème  est identique à celle obtenue lors de l'allaitement maternel, l'augmentation du 

nombre des bifidobactéries, mais le nombre des autres bactéries anaérobies ne diminuent 

pas surtout les bactéries à Gram négatifs. (Posfay et al., 2001) 

C'est ainsi que des clostridies sont retrouvées chez 50 à 80% des nouveaux nés âgés de 6 

jours.Les Bactéroïdes sont présentes chez 60 à 80% des cas dont leur nombre est de 108  à 

10 10  germes par gramme de selles. La flore est donc moins stable chez les nouveaux nés 

nourris par lait artificiel. (Posfay et al., 2001) 

2.4.2, L'environnement: un facteur influençant la colonisation digestive 

du nouveau-né: 

La flore digestive d'un nouveau-né hospitalisé est différente de celle d'un nouveau-

né retourné rapidement à domicile: on remarque dès le 1 
5iôme  jour d'hospitalisation, 

l'apparition de souches résistantes même en dehors de toute antibiothérapie. (Posfay et al., 

2001) 

Ainsi, la colonisation par les bactéries opportunistes du milieu hospitalier augmente avec la 

duré de séjour. (Borderon et al., 1996) 

Le prématuré est colonisé au début par des Kiebsielles et des bactéries anaérobies 

avec un retard de l'installation des bifidobactéries au-delà de 8 jours. 

Les bifidobactéries sont les prédominantes entre le 17ème  et le 35'me  jour de vie, mais dans 

une proportion plus faible que chez les nouveau-nés à terme: on compte 10 bifidobactéries 

pour une entérobactérie chez un prématuré âgé de 7 semaines contre 1000 bifidobactéries 

pour une entérobactérie chez le nouveau né à terme. (Posfay et al., 2001) 

Récemment, des données ont prouvé que la modification dans l'établissement de la 

flore intestinale, et que le retard d'implantation des bactéries entériques d'origine 

maternelle pourraient responsables d'une absence de flore de barrière ou d'une mauvaise 

stimulation du système immunitaire intestinal. (Waligora-Dupriet et al., 2007) 
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2.5. Colonisation des autres sites: 

D'autres sites du corps du nouveau-né sont colonisés quelques jours après la 

naissance: 

- La peau et les muqueuses (nasopharynx, orophaiynx, conjonctive, cordon ombilicale) 

par les microorganismes suivants: Streptocoques a-hémolytiques, Staphylocoques à 

coagulase négative; 

- Le vagin par Candida albicans. (Maussi-Pinhata et Do Nascimento., 2001). 

2.6. Rôle de la flore normale du nouveau-né: 

La flore normale équilibrée exerce un effet protecteur: la présence de la flore 

normale protège le nouveau-né de certains microorganismes pathogènes et cela par ce que 

les microorganismes appartenant à cette flore s'étendent vers les différents sites du corps et 

entrent en compétition avec les microorganismes pathogènes. (Maussi-Pinhata et Do 

Nascimento., 2001). 

3. Statut immunitaire du nouveau-né: 

La peau qui constitue une barrière mécanique dans la réponse immunitaire innée est 

immature, fine, pauvre en kératine et douée d'une perméabilité élevée Maussi-Pinhata et 

Do Nascimento., 2001 ; Harpin et Rutter., 1993). 

De plus, la muqueuse est extrêmement fragile. Ainsi, le manque de réponse immunitaire 

innée (phagocytes mononucléaires et facteurs humoraux tel que le complément) joue un 

rôle critique dans la sensibilité à l'infection par les bactéries pyogènes. (Maussi-Pinhata et 

Do Nascimento., 2001). 

Aussi, Le nouveau-né de faible poids de naissance est immunodéficient en raison de 

réserves médullaires faibles en précurseurs de la lignée neutrophile et de troubles 

quantitatifs des polynucléaires neutrophiles. (Guibert et al., 1999) 

Les autres barrières naturelles telles que l'acidité de l'estomac et la production de pepsine 

et de trypsine qui maintient la stérilité de l'intestin grêle ne sont pas entièrement 

développées qu'après 3 à 4 semaines de la naissance. (Srivasrava et Shetty., 2007) 

A son tour, la réponse immunitaire spécifique ne se développe qu'au 511e  voir 7me 

jours après l'exposition initiale aux microorganismes. De plus, la production des 

immunoglobulines sécrétoires A est absente durant les ] "'jours de la vie, par conséquent, 
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l'épithélium respiratoire et gastrointestinal est vulnérable. (Maussi-Pinhata et Do 

Nascimento., 2001) 

Aussi, les immunoglobulines G sont quantitativement insuffisantes et fonctionnellement 

déficientes chez le prématuré. (Guibert et ai,, 1999) 

Ainsi, il est important de signaler que l'immaturité immunologique est d'autant plus 

marquée que l'âge gestationnel est plus faible. (Guibert et al., 1999) 

4. Influence de l'antibiothérapie maternelle sur le nouveau-né 

Blond, et ses collègues (2001) ont effectué un dépistage de l'infection à 

Streptococcus aga?actiae chez des femmes enceintes. 

Pour les femmes infectées ils ont procédé à une antibiothérapie per partum dont 

l'antibiotique utilisé est l'ampicilline afin d'éradiquer le germe en cause. Ensuite, ils ont 

étudié l'influence de cette antibiothérapie sur la mère et sur le nouveau-né. 

Ils ont trouvé que cette dernière diminue de façon hautement significative les infections à 

Streptococcus agalactiae chez la mère et le nouveau-né, mais elle génère des risques 

maternels: l'émergence des bactéries à Gram négatif résistantes à l'ampicilline; et des 

risques néonataux: la survenue des septicémies néonatales et des infections à bactéries 

résistantes à l'ampicilline. (Blond et al., 2001) 
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Chapitre 2 : Infections nosocomiales néonatales 

1. Flore exogène: 

Les micro-organismes responsables des infections nosocomiales proviennent soit de 

la flore endogène principalement digestive, soit de la flore exogène et affectent les malades 

après une étape de colonisation. (Habzi et Benomar., 2001) 

1.1. Définition de la flore exogène: 

La flore exogène est les microorganismes n'appartenant pas à la flore endogène 

propre de l'individu, elle provient d'une source externe animée ou inanimée (Tableau 1). 

Ainsi la flore exogène inclue aussi les microorganismes présents sur un individu. 

Tableau 1: Sources de la flore exogène 

Source externe animée 	. Source externe inanimée 

- Personnel soignant : 	- Nourriture, air et aérosols 

médecins et infirmières 	- Antiseptiques contaminés 

(mains, ongles, vêtements, nez, î -  Fluides nutritionnels 

gorge) 	 - Cathéters, sondes 

- Autres patients (infection 	d'intubation trachéales 

croisée) (gouttelettes de salive i - Appareils médicaux, 

ou autres liquides biologiques) ventilateur, aspirateur, conduits 

d'aération, humidificateurs 

I d'air, adoucisseurs d'eau 

Référence 

(Horrevorts et al., 

1995 ; Clifford et al., 

1999 Shaechter et al., 

1999 Kaufman et 

Fairchild., 2004 ; Ducel 

et al., 2008) 

1.2. Flore cutanée du nouveau-né: 

La flore microbienne de la peau est constituée de microorganismes adaptés à la 

surface de l'épiderme. Deux types de flores sont distingués: 

I- La flore résidente constituée d'espèces implantées de façon prolongée, voire 

permanente sur la peau (Baumgartner et al., 1998), cette flore inclue les 

Staphylocoques, les Microcoques, les Corynebactéries et les Propionibactéries 

(David N. Fredricks., 2001); 
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2- La flore transitoire qui comporte des espèces faisant un bref séjour cutané, elles 

peuvent être à l'origine de transmission de bactéries manuportées. Les bactéries 

de la flore résidente, longtemps considérées comme peu dangereuses, peuvent 

devenir pathogènes opportunistes lors d'effraction du revêtement cutané et 

provoquer des infections sévères (Baumgartner et al., 1998). Ces 

microorganismes sont Staphylococcus aureus, Streplococcus pyogenes et 

Psuedomonas aeruginosa. (David N. Fredricks., 200 1) 

Ainsi, le manuportage transit est responsable de transmission croisée. (Kampf et Kramer., 

2004) 

2. Définition de l'infection nosocomiale chez l'adulte: 

Une infection nosocomiale (IN) du latin nosocomium (hôpital) et du grec nosos 

(maladie) et komein (soigner), est une infection acquise par un patient au cours ou après 

son séjour à un hôpital ou à un autre établissement de santé et qui n'était ni présente ni en 

incubation au moment de l'admission de patient. (Ducel et al., 2008) 

Un délai d'au moins 48 heures après l'admission est accepté pour distinguer une infection 

d'acquisition nosocomiale d'une infection communautaire; un délai de 30 jours est défini 

pour une infection du site opératoire et un autre d'une année dans le cas de mise en place 

d'une prothèse ou d'implant. (Carbonne, 2005) 

Ainsi, les IN peuvent être définies en tant qu'endémiques ou épidémiques dont les 

premiers sont les plus répandues. (Ducel et al., 2008) 

3. Définition de l'infection nosocomiale chez le nouveau-né: 

Une infection nosocomiale néonatale (INN) c'est toute infection acquise à l'hôpital 

par le nouveau-né qui se manifeste au-delà de 48ème  heures de vie alors qu'aucun signe 

clinique d'infection n'est présent à la naissance. (Malavaud et al., 2003) 

Ains, les INN bactériennes sont les plus étudiées. (Lachassinne et al., 2003) 

Aussi, si le nouveau-né présente dés la naissance une infection consécutive à une infection 

nosocomiale de la mère, cette infection est considérée comme une INN par transmission 

matemo-foetale. (Malavaud et al., 2003) 

Cependant, une infection touchant un nouveau-né, né par voie basse dont l'agent 

responsable provient de la flore vaginale de la mère, ainsi, toute infection associée à la 
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rupture de la membrane amniotique ou transmise par le placenta ne sont pas qualifiées de 

nosocomiales. (Maussi-Pinhata et Do Nascimento., 2001). 

Les INN se développent chez le nouveau-né en maternité, unité de soins intensifs et unité 

de néonatologie. (Guibert et al., 1999) 

4. Cas particulier: infections nosocomiales néonatales par contamination 

materno-foetale 

L'infection materno-foetale (IMIF) peut avoir des conséquences sévères sur le 

nouveau-né allant jusqu'à entraîner une décompensation multi-viscérale et le décès de 

celui-ci (Popowski et al., 2011). 

4.1. L'écologie microbienne génitale de la mère: 

Le vagin contient des bactéries appartenant à 3 grands groupes écologiques. 

4.1.1. Flore de groupe I: 

C'est une flore de portage habituelle, composée de flore de Dôderlein présente à des 

concentrations élevées : 10 6 109  bactéries/g de sécrétions vaginales, associée aux 

Streptocoques a-hémolytiques et aux Corynébactéries. (Blond et al., 2001) 

4.1.2. Flore de groupe II: 

C'est une flore de portage fréquent telles que E. coli Kiebsiella et Enterobacter 

(Balaka et al., 2003) 

4.1.3. Flore de groupe 111: 

C'est une flore de portage exceptionnel hôtes usuels de la flore oropharyngée telles 

que Haemophilus influenzae, Streplococcus pyogenes, méningocoques et pneumocoques. 

(Blond et al., 2001) 

4.2. Les voies de contamination materno-foetale: 

Il existe 3 voies de contamination: voie hématogène transplacentaire, voie 

ascendante et voie de contamination lors du passage dans la filière génitale. 
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4.2.1. Voie hématogène transplacentaire: 

Elle est exercée au cours d'une septicémie ou bactériémie maternelle. (Blond et al., 

2001) 

Selon le centre de contrôle et prévention des maladies, le CDC (pour Centers for Disease 

Control and Prevention) parmi les infections transmises par le placenta on trouve: la 

syphilis, la toxoplasmose, la rubéole, l'infection à cytomégalovirus, l'hépatite B, l'herpes 

simplex et l'infection à HIV. (Maussi-Pinhata et Do Nascimento, 2001) 

Pour cette voie de contamination, l'infection est affirmée sur les prélèvements 

systématiques à la naissance (peau, liquide gastrique, oreilles, placenta). (Malavaud et al., 

2003) 

4.2.2. Voie ascendante: 

Elle est due à l'ensemencement du liquide amniotique par des bactéries provenant du 

tractus génital (Blond et al., 2001), cela peut être dû à la rupture de la membrane 

amniotique avant 24 heures de l'accouchement. (Maussi-Pinhata et Do Nascimento, 2001). 

4.2.3. Contamination lors du passage dans la filière génitale: 

Dans ce cas le nouveau-né présente un tableau infectieux lié à un germe retrouvé au 

prélèvement vaginal de sa mère. (Malavaud et al., 2003) 

4.3. Infections nosocomiales chez la mère: 

Une IN chez la mère est une infection acquise en cours de séjour à la maternité alors 

qu'elle n'était ni présent ni en phase d'incubation à l'entrée, avec un intervalle libre d'au 

moins 48 heures. (Malavaud et al., 2003) 

5. Facteurs de risque favorisant l'infection nosocomiale néonatale: 

Les facteurs de risque peuvent être divisés en facteurs intrinsèques et extrinsèques. 

5.1. Facteurs intrinsèques: 

- Age gestationnel (Habzi et al., 2001); 

- Poids de naissance (Habzi et al., 2001); 

- Immaturité immunologique accentuée par la prématurité. (Guibert et al., 1999) 
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- Maladies sous-jacentes: les patients atteints des maladies chroniques telles que la 

leucémie et le diabète sont plus sensibles aux infections opportunistes. (Ducel et 

al., 2008) 

5.2. Facteurs extrinsèques: 

- Agents microbiens: virulence intrinsèque et quantité d'inoculum. (Ducel et al., 

2008) 

- Durée d'hospitalisation (Habzi et al., 2001); 

- Procédures invasives (Habzi et al., 2001), 

- Usage massif des antibiotiques surtout ceux à large spectre (Habzi et al., 2001); 

6. Classification des infections nosocomiales néonatales selon leurs sites: 

Les INN peuvent être classées selon le site dans lequel survient l'infection en: 

septicémies nosocomiales, bactériémies nosocomiales, pneumopathies nosocomiales, 

infections urinaires nosocomiales, gastro-entérites et infections de la peau et des tissus 

mous. 

Les définitions de chaque 1NN sont présentées dans l'annexe 1. 

7. Microorganismes responsables des infections nosocomiales néonatales: 

Le tableau 2 présente les microorganismes incriminés dans les INN. 

Tableau 2 : Microorganismes responsables des infections nosocomiales néonatales 

(Habzi et Benomar., 2001) 

Bactéries à Gram positif Bactéries à Gram négatif Virus Levures 

Staphylococcus aureus Escherichia coli Rotavirus Candida 

S epia'ermidis Pseudomonas Cytomdgalovi rus albicans 

Entérocoques Kiebsiella et Salmonella Adénovirus 

Streptocoques B Legionella et Campylobacter Enterovirus 
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8. Impact des infections nosocomiales néonatales sur le nouveau-né: 

Elles influencent sur le fonctionnement du corps du nouveau-né, par exemple de la 

méningite peuvent résulter une perte d'audition, affaiblissement de vue, paralysie 

cérébrale, difficulté d'apprentissage et retard mental. (Newby et al., 2008) 

9. Flore exogène à Gram négatif responsable d'infections nosocomiales 

néonatales: 

9.1. Particularité des bactéries à Gram négatif: Paroi bactérienne 

Les bactéries à Gram négatif (BGN) sont caractérisées par une membrane externe 

unique riche en lipopolysaccharides (LPS) ou endotoxines, ainsi que d'autres composants 

de la paroi: peptidoglycanes, lipoprotéines et porines (Figure J). (I. Vanlaere et C. 

Libert., 2009) 

Les porines appelées initialement 0MIPs (pour Outer-Membrane Proteins) fonctionnent 

comme une interface dynamique entre la cellule bactérienne et son environnement, elles 

interviennent dans la maintenance de la structure de cellule, transport passif et actif (H.M. 

Wexler., 2002) 

\ 

-: 
-- ç 	 ' 

: 	\ 
	

t 	

.. 

- j \\  /L 

Figure 1: Paroi des bactéries à Gram négatif (Prescott et al., 2010) 
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9.2. Rôle des LPS dans l'aggravation des infections systémiques: 

Suite d'une bactériémie, une réponse inflammatoire systémique se produit, un sepsis 

â Gram négatif, du faite que les LPS sont très puissant et une petite quantité est suffisante 

pour déclencher une réponse immunitaire naturelle. (J. Vanlaere et C. Libert., 2009) 

L'infection s'évolue à un sepsis sévère quand le dysfonctionnement des organes est atteint 

(Figure 2), et en choc septique si l'hypotension persiste malgré la réintroduction adéquate 

des fluides (Figure 2). (I. Vanlaere et C. Libert., 2009) 

Durant le choc septique, il n'y a pas activation de voie anti-inflammatoire pour la 

terminaison de réponse inflammatoire, par conséquent il en résulte des blessures des tissus, 

défaillance des organes et très souvent la mort. 

Chez les nouveaux nés on trouve un sepsis précoce et un sepsis tardif Le sepsis 

précoce survient avant le 3ême  jour de vie de nouveau-né alors que le sepsis tardif survient 

après le 3ème  jour de vie. (Kaufman et K.D. Fairchild., 2004) 

Selon des critères microbiologiques un sepsis précoce et un sepsis tardif sont définis 

successivement comme une hémoculture positive obtenue avant et après 72 heurs de vie 

avec la présence des signes cliniques. (Makhoul et ai, 2004) 
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Figure 2 : Définitions de sepsis, sepsis sévère et choc septique 

(I.Vanlaere et Libert., 2009) 
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8.3. Les bactéries à Gram négatif incriminés dans les infections nosocomiales 

néonatales: 

8.1. Acinetobacter spp. 

Le genre Acinetobacter comprend des coccobacilles à Gram négatif, aérobies, 

immobiles, catalase positive (+) et oxydase négative (-), non fermentaires avec un ADN 

dont le contenu en GC est de 39% à 47%. (Pele2 et al., 2008) 

Les travaux réalisés par Bouvet et Grimont, Tjernberg et Ursing, Nishimura et 

al.,basés sur l'étude d'hybridation ADN-ADN, (Bergogne-Bérézin et K. Towner,, 1996), et 

aussi les études réalisées récemment ont permis l'identification d'environ 32 «genomic 

species» appelées aussi « genospecies» dont 17 espèces possèdent un nom validé (Kilic et 

al., 2008), retrouvées dans différents habitat: peau, tractus intestinal de l'homme à l'état 

commensal et dans sa matière fécale ; eau; sol et végétaux. (Peleg et ai, 2008) 

Les souches d'intérêt clinique sont représentées dans le tableau 3 et les facteurs de 

virulence d'Acinelobacter spp. sont présentés dans le tableau 4. 

Tableau 3 Les espèces d'Acinetobacter d'intérêt clinique 

Espèces Genomic species Référence 

3 (Peleg et al., 2008) 

A. /iaeino/yticus 4 (Peleg et al., 2008) 

A.jzin// 5 (Horrevorts et al., 1995) 

Aciwtobcick'r 	seplicus 	sp. 	nov., 7 (Kilic et al., 2008) 

A. jolrnsonii 

A. /wqffii 8 (Peleg et al., 2008) 

A. radioresistens 12 (Kilic et al., 2008) 

I3TU (Peleg et al., 2008) 

I4BJ (Horrevorts et al., 1995) 

(Peleg et al., 2008) 

A. ('alcociceticiis. A. hau,,nciniii, 	 (Horrevorts et al,, 1995) 
A. zirsiiigii, A. pari'us, A. schindieri (Kilic et al., 2008) 
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Tableau 4 : Facteurs de virulence d'Acinetobacter spp. 

Acinetobacter spp. 

Capsule 	Flagelles 	Pili 	 Toxines 	Enzymes Sidéropbores 
Polysaccharidique 	 Fitnbriae pour 	 Lipases 	Aérobactine 

formée de L- 
l'adhésion aux 
cellules 

rhamnose + D- 	 épithéliales 

glucose + D-acide 

glucuronique + D- 

mannose 

Protéines Référence 
Bap (Biofilin- (Bérézin et 
associated protein) Towner, 
permet l'adhésion 1996) 
aux kératinocytes et (IBrossad 	et 
augmente 
I hydrophobicite de Campagnari, 

la surface de la 2011) 
bactérie 

Les infections envahissantes à Acinetobacter chez les nouveaux nés se manifestent généralement sous forme de bactériéniie, de méningite 

ou les 2 ensembles (Robinson et al., 2008) 

Lors de bactériémie, les espèces d'Acinetobacter peuvent être retrouvées comme étant un seul pathogène, ou comme une partie d'une bactériémie 

polymicrobienne. (Bergogne-Bérézin et Towner., 1996) 

Selon les données provenant de la surveillance nationale des IN en Etats-Unis en 2003, Acinetobacter spp. cause 6,9% de pneumonies 

nosocomiales, 2,4% des septicémies, 2,1% d'ISC et 1,6% d'IIJN. (Kilic et al., 2008) 

Ces pathogènes opportunistes ont la capacité de survivre lentement et de persister dans l'environnement hospitalier sur des surfaces 

abiotiques multiples. (Brossard et Campagnari., 2011). 

D'une part, ils peuvent être transmis entre les patients via un réservoir humain. (Bergogne-Bérézin et Towner., 1996) 
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D'autre part ces bactéries semblent être transmises et infectent les nouveaux nés à partir 

d'une source exogène inanimée telle que l'eau, l'alimentation, les humidificateurs d'air, 

ventilation, l'air de l'unité des soins, les conduits d'aération et les aérosols (Clifford et al., 

1999), les fluides nutritionnels intraveineux, les sacs de réanimation et les systèmes à 

canaux extra-ventriculaires (Horrevorts et al., 1995) et les autres dispositifs médicaux. 

(Kilic et al., 2008) 

La vraie fréquence des IN causées par Acinetobacter n'est pas facilement déterminée 

car l'isolement de ces germes à partir des prélévements cliniques ne reflète pas seulement 

l'infection, mais aussi la colonisation. (Bergogne-Bérézin et Towner., 1996) 

8.2. Enterobacteriaceae: 

8.2.1. Kiebsiella spp. 

Les bactéries appartenant au genre Kiebsiella sont des bacilles, non mobiles, 

capsulées, ubiquistes, se trouvant notamment dans l'eau et colonisent les muqueuses de 

l'homme. Elles sont rarement présentes sur la peau où elles passent comme un membre 

transitoire de la flore de la dermique. (Podschun et Ullmann., 1998) 

Kiepsiella pneumoniae est présente en tant que saprophyte dans le nasopharynx et 

l'intestin. (Podschun et Ullmann., 1998) 

Les facteurs de virulence de Kiebsiella spp. sont présentés dans le tableau 5. 

Ainsi, K pneumoniae et K oxytoca peuvent contaminer les aliments artificiels des 

nouveaux nés. (Bowen et Braden., 2006) 

Kiebsiella spp. est responsable des bactériémies et d'IUN dans les unités de 

néonatologie (Alcanter-Curiel et al., 2004) ainsi que de pneumonie associée à la ventilation 

(Foglia et al., 2007), et de méningite néonatale. (Sâez-Llorens et McCracken., 2003) 

8.2.2. Escherichia cou: 

E coli est un bacille à Gram négatif, anaérobie facultative, commensale du gros 

intestin de l'homme. Ainsi, les souches appartenant à cette espèce sont séotypiquement 

diverses, présentant plus de 250 sérotypes se basant sur les antigènes O, K et H. (S.M. 

Jacobsen et al., 2008) 
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Aussi, il existe 80 types des polysaccharides capsulaire (CPSs) dont les souches UPEC 

possèdent des capsules de groupe II et III et les souches commensales expriment des 

capsules de groupe I. (S.M. Jacobsen et al., 2008) 

Les facteurs de virulence d'E. coli sont présentés dans le tableau 5. 

Selon le NTCHD (pour National Institute of Chield Health ami Human 

Developement) E.coli est la plus fréquente cause de sepsis précoce et tardive du aux 

bactéries à Gram négatif chez les nouveaux nés à terme. (D. Kaufman et K.D. Fairchild, 

2004) 

Cependant, les souches d'E. coli sont responsables de septicémie associée aux prématurité 

et haute mortalité (L. Cordero et al., 1999), ainsi que de méningite, diarrhée et IUN. (S.M. 

.Jacobsen et al., 2008) 
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Tableau S: Facteurs de virulence de Kiebsiella spp. et  d'E. cou 

Kiebsiella spp. 

Flagelles 	 Toxines 	Enzym Sidérophores Capsule 	 Pili 
es 

Constitué de 4 à,§ 	 - Mannose-sensitifs 	 Aerobactine 
(MSHA) sucres et 77 types - hemaggiutinines 

d'antigènes 	 mannose résistants 

Protéines 	I Référence 

(Podschun et 
Ullmann, 
1998) 

(MRHA) 

Escherichia cou 

Fiinbriae de type 1, -Œ-hyn1olysin 
S, FC 1, F9 et P 

HyIA Iha, IrgA et Dr 
Chez UPEC 	--héino1ysine 

-CNFIet2 

chez UPEC 

activent 

l'organisation de 

cytosquelette 

-Sat, Pic et Tsh 

entérobactine 	Ibe (invasion of 
brain 
endothélium) 

(D. Kaufnian 
etK.D. 
Fairchild, 
2004) 
(S.M. 

Jacobsen et 

al., 2008) 

(R. Podschun 1 
et U. 
Ullinaun, 
1998) 
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8.2.3. Enterobacter: 

Les bactéries appartenant au genre Enterobacter sont des bacilles à Gram négatif; 

commensales de l'intestin de l'homme et des isolats fécaux fréquents chez les nouveaux 

nés. (Fok et al., 1998) 

Cependant, Enterobacter sakazakii, E. aggiomerans et E. cloacae peuvent contaminer les 

aliments déshydratés des nouveau-nés. (Kaufman et Fairchild., 2004) 

Ainsi, L'utilisation de céphalosporines de troisième génération augmente le risque de 

colonisation par Enterobacter cloacae. (Lachassinne et al., 2003) 

E. cloacae et E. aerogenes sont responsables des septicémies (Cordero et al., 1999) 

alors que E. sakazakii peut causer le sepsis et méningite chez les prématurés (Kaufman et 

Fairchild., 2004), ainsi que des abcès du cerveau et elle tue 409/ à 80% des nouveaux nés 

infectés. (Bowen et Braden., 2006) 

Ainsi, le cathétérisme intraveineux et la nutrition parentérale sont les facteurs de risque les 

plus importants pour la survenue des septicémies à Enterobacter. (Fok et al., 1998) 

Les espèces d'Enterbacter sont aussi responsables aussi de pneumonies associées à la 

ventilation. (Foglia et al., 2007) 

8.3. Pseudomonas spp. 

Les bactéries appartenant au genre Pseudomonas sont des bacilles à Gram négatif; 

mobiles, aérobies strictes et ubiquitaires. (Murray et al., 1999) 

P. aernginosa produit un pigment spécifique bleu-vert appelé pyocyanine. Il se 

comporte comme un agent pathogène opportuniste essentiellement chez les 

immunodéprimés et les patients atteints de mucoviscidose. (Murray et al., 1999) 

Il peut avoir comme réservoir les mains et les ongles de personnels soignant (Kaufman et 

Fairchild., 2004) 

C'est une espèce répandue dans l'hôpital connue comme présente dans les incubateurs 

humidifiés, éviers et conduits de ventilation (Kaufman et Fairchild., 2004), ainsi que dans 

l'équipement de thérapie respiratoire, antiseptiques, savons et médicaments. (Lister et al., 

2009) 

Ainsi, il peut aussi avoir comme réservoir les mains et les ongles du personnel soignant 

Kaufman et Fairchild, 2004) 
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Pseudomonas est responsable de 50 à 75% de mortalité due au sepsis tardif dans unités de 

soins intensives néonatals. (Kaufman et Fairchild, 2004) 

P. aeruginasa est un pathogène partiellement virulent pour VLBW. Elle peut causer la 

pneumonie, conjonctivite et bactériémie. (Kaufinan et K.D. Fairchild, 2004) 

La gravité de conjonctivite se concrétise par la possibilité d'évoluer vers une infection 

invasive de l'oeil, bactériémie, méningite ., abcès cérébrale et la mort. (Kaufman et 

Fairchild, 2004) 

21 



Synthèse bibliographique 

Chapitre 3 : Diagnostic des infections nosocomiales néonatales 

1. Critères de diagnostic 

Toute aggravation inexpliquée de l'état du nouveau-né doit faire suspecter une 

infection, (Guibert et Boithias., 1999) 

Dans la plupart des cas il s'agit d'un ensemble d'arguments qui fait suspecter une infection, 

pratiquer un bilan et, souvent, en raison de la gravité potentielle, traiter le nouveau-né. 

(Guibert et Boithias., 1999) 

Le diagnostic des INN reposent sur l'association de contexte clinique de patient à des 

arguments biologiques, radiologiques et micro biologiques. 

Il existe des critères qui définissent les infections INN dont l'exemple le plus connu et 

les critères de CDC. Quelques critères CDC de certaines sont présentés dans l'annexe 2. 

2. Arguments cliniques: 

Les signes cliniques d'INN sont non spécifiques. Les principaux signes à rechercher 

sont: 

- Un changement de teint gris ou pâleur (Guibert et Boithias., 1999); 

- Détresse respiratoire, apnée, cyanose (Parat et Ouchérif., 2003); 

- Bradycardie, tachycardie (Guibert et Boithias., 1999); 

- Mauvaise hémodynamique périphérique, temps de recoloration >3sec (Parat et S. 

Ouchérif., 2003); 

- Impotence douloureuse d'un membre, inflammation cutanée localisée. (Parat et 

Ouchérif, 2003) 

Des signes cliniques spécifiques peuvent parfois orienter vers un organe, qui peut être 

le point de départ de l'infection. (Guibert et Boithias., 1999) 

3. Eléments d'orientation: Les marqueurs biologiques d'infection 

néonatale 

Les marqueurs biologiques d'infection (MBI) permettent d'orienter le diagnostic. 

Les MBI incluent la vitesse de sédimentation (VS), la C reactive proleine (CRP), la 

procal.citonine (PCT), la fibrinogène et l'orosomucoïde. (Rodière et Zebiche., 2002) 
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Les situations de détermination ou non des MIBI sont présentées dans l'annexe 3 et les 

caractéristiques de PCT sont présentées dans l'annexe 4 

4. Arguments radiologiques: 

L'imagerie médicale peut être utilisée pour aider à la localisation de foyers infectieux 

profonds. Elle a aussi pour objectif de mettre en évidence les abcès et guider des ponctions 

à visée diagnostique. 

5. Diagnostic de laboratoire en microbiologie: 

5.1. Prélèvements: 

Pour la mise en évidence d'un agent infectieux, il est important de savoir si le 

prélèvement â analyser provient d'une région corporelle habituellement stérile, ou si le 

prélèvement peut contenir une flore de colonisation. (Kayser et al., 2008) 

Les types de prélèvements utilisés dans le diagnostic des INN sont présentés dans 

l'annexe 5. 

5.2. Procédés diagnostiques: 

Une infection peut être diagnostiquée directement par l'isolement de la bactérie ou de 

l'un de ses constituants ou d'une de ses productions, mais aussi indirectement par la mise 

en évidence d'une réaction immunologique spécifique contre cet agent infectieux. (Kayser 

et al., 2008) 

Les procédés diagnostiques sont présentés dans l'annexe 6. 

Une identification positive du pathogène dans un prélèvement du patient est couplée 

avec un test de sensibilité aux antibiotiques «l'antibiogramme » ou de E test pour définir 

le traitement convenable. 
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Chapitre 4 : Traitement des infections nosocomiales néonatales 

1. Antibiotiques actifs sur la flore à Gram négatif: 

Les antibiotiques (ATB) qui sont utilisés contre les BGN sont présentés dans le tableau 6. 

Tableau 6 : Antibiotiques agissant contre les bactéries à Gram négatif 

Bactéries 	 Antibiotiques agissant sur les bactéries 	Référence 

Entérobactéries 
	• -lactamines, Fluoroquinolones 	 (Bryskier 	et 

• Carbapénèmes, Aminoglycosides 	 al., 1999) 

P. acruginosa 	• -Iactamines, Fluoroquinolones, 	 (Bryskier 	et 

• Aminoglycosides 	 al., 1999) 

• Carbapénèmes, Sulbactame 	 (Peleg,, 2008) 

A. baz,mai,nii 	.. Polymixines (colistine, polymixine B), Tigécycline 

2. Résistance des bactéries à Gram négatif aux antibiotiques: 

2.1. Nature de la résistance aux antibiotiques: 

2.1.1. Résistance non génétique: 

La résistance non-génétique aux antibiotiques n'est pas transmissible, que ce soit 

verticalement ou horizontalement. Elle est souvent une conséquence du milieu ou d'un 

changement brusque dans le métabolisme d'une bactérie. (Tremblay., 2007) 

2.1.1.1. L'évasion: 

L'évasion se produit lorsque la bactérie infectante est placée hors d'atteinte de 

l'antibiotique, soit à cause d'une mauvaise distribution de ce dernier dans l'organisme, ou 

d'une forme de fuite de la bactérie. (Tremblay., 2007) 

2.1.1.2. Arrêt de production de la majeure partie de paroi 

bactérienne; 

Cela rend la bactérie insensible aux agents antimicrobiens qui agissent sur la 

synthèse de la paroi. (Tremblay., 2007) 
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2.1.1.3. Surproduction ou absence de la cible: (Tremblay., 2007) 

2.1.2. Résistance génétique: 

2.1.2.1. Résistance naturelle ou intrinsèque: 

C'est une insensibilité aux antibiotiques, existant naturellement chez tous les membres 

d'un genre ou d'une espèce bactérienne (Yala et al., 2001), les gènes de résistance font 

partie du patrimoine génétique de la bactérie. (Carle., 2009) 

Elle est permanente et stable, transmise verticalement mais pas horizontalement. (Carie., 

2009) 

2.1.2.2. Résistance acquise: 

C'est l'acquisition de nouveaux gènes capables de rendre la bactérie insensible à un 

antibiotique ou à un groupe d'antibiotiques. L'acquisition de gène se fait soit par mutation 

chromosomique soit par transferts d'ADN (Figure 3). (Yala et al., 2009) 
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Figure 3: L'échange génétique horizontal (Prescott et al., 2010) 

2.2. Mécanismes de résistance: 

Il existe 4 mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques entre autres 

mécanisme de résistance par inhibition enzymatique, par système d'efllux, par 

modification de cible et par imperméabilité (Carie., 2009) 
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La figure 4 représente les 2 premiers mécanismes de résistance. Ces mécanismes peuvent 

être classés en mécanismes enzymatiques et mécanismes non enzymatiques. 

ct s».... 

•"Géries 1f' résiLa,c 
- aux antbiotiqu.z 
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crnu)uelTt 'tb1w 

Figure 4 : Les mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques 

Les bactéries résistent à l'action des antibiotiques en (I) modifiant la cible 

d'antibiotique. (2) et (3) dégradant l'antibiotique ou le modifiant (4) rejetant 

rapidement l'antibiotique. (Prescott et al., 2010) 

2.2.1. Mécanismes de résistance enzymatiques: 

La bactérie produit une enzyme qui inactive ou détruit l'antibiotique, c'est le 

mécanisme de résistance le plus répandu (Figure 4 (2) et (3)). (Carie., 2009) 

Le tableau 7 présente les enzymes produites par certaines bactéries à Gram négatif 

La bactérie produit une enzyme qui inactive ou détruit l'antibiotique, c'est le 

mécanisme de résistance le plus répandu (Figure 4 (2) et (3)). (Carle., 2009). 

Il existe une variété d'enzymes fl-lactamases capables d'hydrolyser le cycle -lactame des 

fi-lactamines, classées selon leurs séquences d'acides aminés en 4 groupes (A, B, C et D), 

c'est la classification d'Ambler. (Mérens et al., 201 1). 

Ainsi, les enzymes des classes A, C et D possèdent une sérine au niveau de leur site actif 

tandis que les enzymes appartenant à la classe B requièrent un cation divalent, en général 

le zinc comme cofacteur, d'où leur nom de métallo-enzymes. (Mérens et al., 2011). 

p 

4 
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Tableau 7 : Résistance aux antibiotiques des bactéries à Gram négatif par mécanisme enzymatique 

Espèce bactérienne Antibiotique à lequel -lactamase produite Gène codant pour Référence 

résiste l'enzyme 

3-lactamase à spectre étendu b/QSHV (D. Alcanter-Curiel et al., 

Cefta.zidime (BLSE) type SHV -5 b1arç 2004) 

BLSE type TLA-1 

K pneumoniae fl-lactarnase type CTX-M (J. Wachino et al., 2004) 

/J-lactamase type SF0 
Autres antibiotiques ,8-lactamase type VEG 

fl-lactamase type GIES 

Irnipenème fl-lactamase type GES-2 (L. Poirel et al., 200 1) 

13-lactamines, (A. Mérens et al.. 2011) 

aminopénicillines, BLSE, dénommée ArnpC 
P. acruginosa  céphalospor ines de l ~re  et 

2 	génération 

Céphalosporines fl-lactamase chromosomique de (G. Kartali et al., 2002) 

E. cloa.cae classe C 

BLSE de classe A 

Ceftazidime BLSE type IBC-1 Ha irjcj (G. Kartali et al., 2002) 

Acinetobacter spp. f3-lactamines -lactamase type TEM (A.Y. Pe!eg et al., 2008) 

2' 



Synthèse bibliographique 

2.2.2. Mécanismes de résistance non enzymatiques: 

2.2.2.1. Mécanisme de résistance par imperméabilité: 

Ce mécanisme est utilisé par les bactéries pour empêcher l'antibiotique de pénétrer 

dans la cellule. (Tremblay., 2007) 

Chez P. aeruginosa, la diminution de l'expression de la porine OprD ou D2 ou son 

altération est responsable de la résistance à l'imipénènie. (Aubert et Carricajo, 2005) 

Ainsi, la membrane externe en limitant la vitesse de pénétration intracellulaire des 

antibiotiques favorise l'action d'enzymes hydrolytiques ou modificatrices, ou de systèmes 

d'efflux. (Mérens et al., 2011) 

Cette bactérie résiste aux carbapénèmes en présence de zinc, cadmium ou de cobalt: elle 

enclenche un interrupteur (appelé système à 2 composants) qui permet d'activer 

l'expression d'un système d'efflux (dénommé CzcCBA) expulsant les métaux hors de la 

bactérie et "ferme" en même temps la potine OprD (Figure 5). (Perron et al., 2009) 

En absence de métal 

dUx crbeèmes 

mm 

'• 	
En présence demétal 

Figure 5 : Mécanisme de résistance aux carbapénènues et aux métaux lourds 

(Perron et al., 2009) 

2.2.2.2. Mécanisme de résistance par système d'efflux: 

La bactérie peut utiliser une pompe spécifique pour sortir l'antibiotique de la cellule 

(Figure 4 (4)). (S. Tremblay, 2007) 
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P. aeruginosa est capable de produire pas moins de douze systèmes d'efflux actif 

différents appartenant à la famille RND (Resistance Nodulation celI Division) mais 

seulement 2 systèmes appelés Mex (Multiple efflux) contribuent à la résistance naturelle 

aux ATB. (Mérens et al.. 2011) 

Ainsi, la pompe dénommée MexAB-OprM est responsable en grande partie de la 

résistance naturelle de cette bactérie aux aminosides, fluoquinolones et tétracyclines. 

(iIérens et al., 2011) 

Aussi, il est important de mentionner que ces systèmes d'efflux fonctionnent grâce à 

l'énergie de la membrane cytoplasmique. (Mérens et al., -1 0 11) 

2.3.2.3. Mécanisme de résistance par modification de cible: 

Ce type de résistance se produit lorsqu'une bactérie contourne le mode d'action de 

l'antibiotique. Elle peut alors posséder une version modifiée de la cible d'un antibiotique, 

ou acquérir une voie métabolique complète pour contourner l'effet de l'antibiotique (Figure 

4 (1)). (Tremblay, 2007) 

2.4. Recommandations pour limiter l'émergence des bactéries résistantes: 

Les recommandations établies pour limiter l'émergence des bactéries résistantes sont 

présentés dans l'annexe 7. 
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1. Type d'étude: 

C'est une étude transversale visant d'identifier les bactéries à Gram négatif 

responsables de colonisation exogène des nouveau-nés ainsi que de déterminer leur niveau 

actuel de résistance. 

2. Lieu d'étude: 

Unité de néonatologie à l'établissement hospitalier spécialisé E.H.S. mère et enfant de 

Tlemcen. 

3. Période d'étude: 

Le 2ième  trimestre de l'année 2012 à partir de 12 Mai 2012 jusqu'à 24 Juin 2012. 

4. Population étudiée 

Les nouveau-nés âgés de 1 à 30 jours y compris les prématurés admis à l'unité de 

néonatologie à l'établissement hospitalier spécialisé E.H.S. mère et enfant de Tlemcen. 

A chaque sujet seront associées les informations suivantes: la date de naissance, le sexe, 

le poids, l'âge gestationnel, la date d'admission, le diagnostic présomptif et 

I 'antibiothérapi e. 

5. Démarche suivie: (Figure 6) 
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Figure 6: Schéma de la démarche suivie 
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6. Matériels: 

Le matériel et les produits utilisés sont présentés dans l'annexe 8. 

7. Méthodes: 

7.1. Nature des prélèvements: 

7.1.1. Prélèvements à partir des nouveau-nés: 

Des prélèvements à partir des nouveau-nés ont été réalisés par écouvillonnage de 

l'aisselle et de l'avant bras de chaque patient inclus dans l'étude. Chaque écouvillon a été 

ensemencé dans 5 ml de bouillon BHJB et incubé à 37°C pendant 24 heures. 

7.1.2. Prélèvements à partir de l'environnement immédiat des nouveau-

nés: 

2 boites ouvertes contenant la gélose nutritive ont été mis dans le bloc 

d'accouchement et dans la salle du service de néonatologie où sont présents les nouveau-

nés. Les boites ont été laissé ouvertes pendant I heure à I heure et '/2 puis elles ont été 

incubées à 37°C pendant 24 heures à 48 heures. 

7.2. Isolement: 

L'isolement a été réalisé à partir de bouillon BHIB sur gélose Mac Conkey et milieu 

MullerHinton par méthode d'ensemencement par épuisement. 

Après ensemencement les milieux ont été incubés à 37°C pendant 24 heures. 

7.3. Purification: 

La purification a été faite par repiquages successifs alternés sur bouillon nutritif puis 

sur le milieu Mac Conkey ou le milieu Muller Hinton. 

7.4. Coloration de Gram: 

Cette technique permet de déterminer la morphologie des bactéries présentes dans 

un frottis (cocci ou bacilles), ainsi que classer ces bactéries en bactéries à Gram négatif et à 

Gram positif. Les bactéries colorées en roses sont des bactéries à Gram négatif et celles 

colorées en violet sont des bactéries à Gram positif. 
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7.5. Identification: 

L'identifIcation a été faite par utilisation de la Galerie API 20E. 

API 20 E est un système standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et 

autres bacilles à Gram négatif, comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés, ainsi qu'une 

base de données. 

La galerie API 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les 

microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les 

réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés 

spontanés ou révélés par l'addition de réactifs. 

•) Préparation de l'inoculum: 

- Remplir les tubes à essai avec 7 ml de l'eau physiologique stérile; 

- Prélever une seule colonie bien isolée sur milieu Mac Conkey à l'aide de pipette 

Pasteur. Utiliser des cultures jeunes (18-24 heures); 

- Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries 

dans le milieu. Cette suspension doit être inoculée ex-temporairement. 

• Préparation de la galerie: 

- Réunir fond et couvercle d'une boîte d'incubation et répartir de l'eau dans les 

alvéoles pour créer une atmosphère humide; 

- Déposer stérilement la galerie dans la boîte d'incubation; 

- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite. 

• Inoculation de la galerie: 

- A l'aide d'une pipette Pasteur stérile, remplir les tubes et les cupules des tests 

CJT, VP, GEL avec la suspension bactérienne. 

- Remplir uniquement les tubes des autres tests. 

- Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H en remplissant 

leur cupule d'huile de paraffine. 

- Renfermer la boite d'incubation. 

- Incuber à 37°C pendant 18 à 24 heures. 

•• Lecture de la galerie: 

Après incubation, lire les réactions conformément au tableau de lecture présenté dans 

l'annexe 9 en ajoutant I goutte de chacun des réactifs suivants: 
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- Test END : Kovacs 

- Test VP:VPIetVP 

- Test NIT NET I et NET 2 

•. Identification 

Elle est réalisée à l'aide du logiciel d'identification. 

7.6. Antibiogramme: 

•' Principe: 

Le principe est basé sur l'observation de la croissance bactérienne en présence d'un 

gradient d'antibiotique qui diffuse à Partir de disque dans le milieu gélosé. 

L'antibiogramme a été donc effectué selon la méthode de diffusion de l'antibiotique sur 

gélose selon les recommandations du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

2011 présentés dans l'annexe 10. 

Le diamètre de la zone d'inhibition varie selon la sensibilité de la souche. 

Les antibiotiques utilisés sont présentés dans l'annexe 8. 

• Technique: 

- La gélose Muller Hinton doit être coulée en boites de Pétri sur une épaisseur de 4 

mm; 

- A partir d'une culture jeune de 18 à 24h, préparer une suspension de 1 à 2 colonies 

dans 10 ml de BHIB et incuber sous agitation pendant 5h; 

- A partir de cette culture, préparer la suspension bactérienne, avec de l'eau 

physiologique stérile à 0,91/o, son opacité doit être équivalente à 0,5 Mc Farland ou 

à une densité optique (DO) de 0,08 à 0,1 lue à 625 nm. L'inoculum peut être ajusté 

en ajoutant, soit de la culture s'il est trop faible, ou bien de l'eau physiologique 

stérile s'il est trop fort. 

- L'ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de 

1' inoculum. 

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne. 

- L'essorer en le pressant fermement sur la paroi interne de la cuve afin de décharger 

au maximum. Frotter l'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, sèche, de 

haut au bas, en stries serrées. 
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- Répéter l'opération 2 fois, en tournant la boite de 600  à chaque fois sans oublier de 

faire pivoter l'écouvillon sur lui-même. Finir l'ensemencement en passant 

l'écouvillon sur la périphérie de la gélose. 

- Déposer les disques (maximum 6 pour une boite de 90mm) à la surface de la gélose 

en les appliquant délicatement à la pince stérile. 

- Etuver 18 à 24 heures à 37 oc. 

- Les diamètres des zones d'inhibition sont mesurés et comparés aux valeurs 

critiques figurant dans la table de lecture, puis la bactérie est classée dans l'une des 

catégories: sensible, intermédiaire ou résistante. (Annexe 10) 

7.7. Conservation des souches: 

Les souches bactériennes isolées et purifiées ont été ensemencées dans la gélose 

nutritive inclinées et incubées à 37°C pendant 24 heures ensuite elles ont été conservées 

dans le réfrigérateur à 4°C. 
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Résultats et discussion 

1. Résultats: 

1.1. Prélèvements: 

Au cours de la période d'étude s'étalant de 12 Mai 2012 au 24 Juin 2012, 40 

prélèvements ont été réalisés à partir des nouveau-nés hospitalisés au niveau de l'unité de 

néonatologie de l'EHS de Tlemcen et 2 prélèvements à partir de l'environnement immédiat 

des nouveau-nés bloc d'accouchement et salle dans laquelle ils sont hospitalisés. (Figure 7) 

Figure 7 : Répartition globale des prélèvements selon leur nature 

Les prélèvements à partir des nouveau-nés ont été réalisés à partir des nouveau-nés à terme et 

des prématurés. 

Parmi les nouveau-nés à terme 5 ont été atteints d'asphyxie néonatale, 2 atteints de syndrome 

de détresse respiratoire, I atteint de paralysie de plexus brachial, I atteint d'irritabilité, 1 né 

d'une mère diabétique, 2 ont eu une CRP positive et 1 atteint d'infection postnatale. 

Parmi les prématurés 2 ont été atteints d'asphyxie néonatale, 3 atteints de syndrome de 

détresse respiratoire, 1 a eu une insuffisance rénale et prématuré a été mort. 

A partir de la peau des nouveau-nés: 

Sur 40 prélèvements analysés, 34 se sont révélés positifs, soit un taux de 85%, alors que 

15% sont négatifs (Figure 8): 



Résultats et discussion 

- sur 1 boite de Mac Conkey, le résultat négatif pour l'isolement des bactéries à partir des 

aisselles des nouveau-nés à terme. 

- sur 2 boites de Muller Hinton, le résultat négatif pour l'isolement des bactéries à partir des 

aisselles des nouveau-nés à terme 

- sur 2 boites pour l'isolement des bactéries à partir des aisselles des prématurés le résultat 

était négatif. 

- l'ensemencement sur I boite pour l'isolement des bactéries à partir de l'avant-bras des 

prématurés a été négatif 

Les autres boites sont de résultat positif. 

Nous considérons donc comme négatifs, les prélèvements qui ne présentent aucun signe de 

culture au niveau du bouillon BHIB ainsi que sur le mileu Mac Conkey et Muller Hinton. 

Culture 

négative 

Figure 8 : Répartition des prélèvements selon leur culture 

A partir de l'environnement immédiat des nouveau-nés: 

Concernant les prélèvements à partir de l'environnement immédiat des nouveau-nés, le 

résultat après incubation pendant 24 à 48 heures à 37°C était l'apparition des colonies 

bactériennes de couleurs différentes et une colonie de champignons. (Figure 9) 
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(1) 	 (2) 

Figure 9 : Aspect des colonies dans les boites de Pétri après incubation 

(I) : Bloc d'accouchement; (2) Salle des nouveau-nés 

1.2. Coloration de Gram: 

Pour les prélèvements effectués sur les nouveau-nés, les bacilles à Gram négatif ont été 

les plus répandus mais il existe des cocci à Gram négatif et quelques cocci à Gram positif. 

Pour les prélèvements à partir de l'environnement immédiat pour les nouveau-nés, les 

résultats sont les suivantes: 

Après une incubation de 24 à 48 heures réalisée, une coloration de Gram a été effectuée pour 

sélectionner les colonies à ensemencer dans les milieux sélectifs des BGN. 

• Résultats des lames de coloration de Gram réalisée sur les colonies appartenant au 

bloc opératoire d'accouchement: 

- Cocci à Gram négatif dispersés 

- Bacilles à Gram négatif regroupés en paire; 

- Cocci à Gram négatif regroupés en amas et dispersés; 

- Cocci à Gram négatif regroupés en amas 

• Résultats des lames de coloration de Gram réalisée sur les colonies appartenant à la 

salle des nouveau-nés: 

- Cocci à Gram négatif regroupés en amas ou dispersés; 

- Cocci à Gram négatif regroupés en amas; 

- Bacilles à Gram négatif regroupés en chainettes 

- Cocci à Gram négatif regroupés en amas. 

38 
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Après coloration de Gram, des boites de Mac Conkey et de Muller Hinton ont été 

ensemencées et incubés pendant 24 heures à 37°C. 

• Résultats des boites appartenant au bloc d'accouchement: 

- Le résultat de la boite de Mac Conkey était positif (Figure 10(1)); 

- Le résultat de la boite de Muller Hinton était positif (Figure 10(2)). 

Résultats des boites appartenant à la salle des nouveau-nés 

Le résultat de la boite de Mac Conkey était négatif. (Figure 10(3)) 

Le résultat de la boite de Muller Hinton était positif. (Figure 10(4)) 

- 	 .. 
,c 

............................. 

(1) 	 (2) 	 (3) 	 (4) 

Figure 10: Résultats des boites appartenant au bloc d'accouchement et à la salle des 

nouveau-nés 

(1) : résultat positif de boite de Mac Conkey appartenant au bloc opératoire d'accouchement; 

(2): résultat positif de boite de Muller Hinton appartenant au bloc opératoire 

d'accouchement; 

(3) : résultat négatif de boite de Mac Conkey appartenant à la salle des nouveau-nés; 

(4): résultat positif de boite de Muller Hinton appartenant à la salle des nouveau-nés. 

Après, l'apparition des résultats précédents des colorations de Gram ont été réalisés sur des 

colonies prélevées à partir des boites de Muller Hinton positives. 

Résultats de coloration de Gram: 

> Boite appartenant au bloc d'accouchement: 

- Bacilles à Gram négatif et Coci à Gram négatif; 

- Bacilles à Gram négatif; 

- Bacilles à Gram négatif; 

- Bacilles à Gram Positif sporulés: Bacilius 
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> Boite appartenant à la salle des nouveau-nés: 

- Cocci à Gram positif; 

- Cocci à Gram positif dispersés; 

- Cocci à Gram négatif; 

1.3. Résultats de l'identification et de I'antibiogramme: 

Le développement bactérien sur le milieu Muller Hinton n'est pas spécifique aux 

bactéries à Gram négatif, d'autres bactéries à Gram positif (Staphylocoques) peuvent y 

cultiver. La coloration de Gram à partir du milieu Muller Hinton confirme la présence des 

bactéries à. Gram négatif. 

Sur 80 souches isolées et purifiées 20 souches ont été identifiés avec la Galerie API 20E. 

(Figure 11). 

Figure 11: Résultats de l'identification des bactéries selon API 20E 

w 
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Figure 11: suite 

Les résultats de l'antibiogramme sont présentés dans la figure 12. 
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Figure 12: Résultats de l'antibiogramme 
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Résultats et discussion 

Les résultats de l'identification et l'antibiogramme selon l'origine des souches 

identifiées sont présentés dans le tableau 8. 

- 	 Tableau 8: Résultats de l'identification et de l'antibiogramme 

[ Numéro du 	F Origine des souches Système API 20 E 1 	Antibiogramme 

Patient 	 O 	G 	C 

- 	 Aisselles 	de 	 S 	R 	R 
1 	 Esclzerichia cou

. 
 1 

nouveau-né à terme 
..-,..-.-..---.--..-------..--..--.- .................... 

2 	Aisselles 	de Escherichia coli 1 	S 	S 	R 

nouveau-né à terme 

3 	Aisselle de nouveau- 	P. aerug/nosa 	S 	- 	I 

né à terme 

4 Aisselle de nouveau- 	K pneumoniae R 

né à terme 	subsp pneumoniae 

Aisselle de nouveau- 

né 	à 	terme 	atteint 
5 P. acruginosa 

d
,
infection 	post- 	 . S 

natale 
............................................................. 

6 Avant 	bras 	de 	Escherichia coli 1 R 

nouveau-né à terme 
L __._ .................. ........................................... ............ 

7 Avant 	bras 	de 	K pezinio;Iae subsp S 

nouveau-né à terme 	pi:emioiikse 

Avant 	bras 	de K peumoniae subsp 
8 

nouveau-né à terme 	pneumoniae S 

R R 

S - 

- R 

t .  

R 1 S 

Elci 



Résultats et discussion 

Numéro du Origine des souches Système API 20 E Antibiogramme 

Patient : O G 	C 

9 Aisselle de P. aeruginosa S I R 

prématuré 

10 Aisselle de Serratia inarcescens S R R 

prématuré 

11 	- Aisselle de P. aerziginosa S S - 

prématuré 

12 7 Aisselle de P. aeruginosci s s - 

prématuré 

K pneumoniae S R 1 
13 Aisselle de 

subsp pneumoniae 
prématuré 

14 Avant-bras de Serratiaficaria S R R 

prématuré 
- 	-----------------+---- —r----- ----H 

15 	 Avant-bras de 	j K peumoniae subsp I S 

prématuré 	pneumoniae 

Bloc opératoire 
/ 	 $erratia inarcescens 

d 'accouchement 

/ Salle des nouveau- I 	P. aeruginosa 

nés 

RI 	S 

/ 

S: sensible; R: Résistante; I: intermédiaire. O: Ofloxacine, G: Gentamycine, C: 

Céfoxitine. 
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Concernant les 2 prélèvements à partir de l'environnement immédiat pour les nouveau-

nés, les 2 bactéries à Gram négatif identifiées sont: Serratici marcescens dans le bloc 

opératoire d'accouchement et Pseudomonas aeruginosa dans la salle des nouveau-nés. 

En plus, selon la coloration de Gram l'air de bloc opératoire d'accouchement est colonisé par 

des bacilles à Gram positif. Alors que l'air de la salle des nouveau-nés colonisée par des cocci 

à Gram positif et des cocci à Gram négatif. 

Sur les 20 souches identifiées, 18 souches ont comme origine les aisselles et les avant 

bras des nouveau-nés à terme et des prématurés (Tableau 9) et 2 souches ont comme origine 

le bloc opératoire d'accouchement et la salle des nouveau-nés. 

Tableau 9: Distribution des bactéries à Gram négatif en fonction des sites de 

prélèvement 

Sites de prélèvements 	 Espèces bactériennes identifiées 

2 souches assignées à Eschcri chic, Coli 1 

I 	souche assignée à Psezidoinonas 
Aisselle de nouveau-né à terme 

aeruginosa 

1 souche assignée à Kiebsiella pne;iinoniae 

szihsp pneuinoniae 

Aisselle de nouveau-né à terme atteint 1 	souche assignée à Psezidoinonas 

d'infection post-natale 	 aeruginosa 

3 souches assignées à Psencloinonas 

aeruginosa 

Aisselle de prématuré 
	 I souche assignée à Ser.ratia marcescens 

I souche assignée à K/ehsie//a piietuno/iiae 

szibsp pneumoniae 

1 souche assignée à Escheric/ia coli 1 

Avant bras de nouveau-né à terme 	
2 souches assignées à Kiebsiella pnemnoniae 

•suhsp pneulnoniae 

1 souche de Chromobacterium violaceum 

rirbl 





























































Annexes 

Annexe 6: Procédés diagnostiques (Kayser et al., 2008) 

r 	
Techniques classiques 

• Microscopie 

• Culture 

• Identification 

Mise en évidence de la bactérie 1 	 Morphologie 

V Métabolisme 

V Antigène 

> Techniques de biologie moléculaire 

Mise en évidence d'un 	 Séquence spécifique du génome bactérien 

constituant ou d'une production 	- Antigène 

de la bactérie 	 ' Toxine 

Mise en évidence d'une réaction f .' Anticorps 

immunologique spécifique 	> Réaction de fixation de complément 

contre la bactérie 

-/ 

11 ). 
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Annexe 7 Recommandations pour limiter l'émergence des bactéries résistantes 

L'HAS (Haute Autorité de Santé) a établie des règles d'utilisation d'antibiotiques 

permettent de limiter l'émergence des bactéries résistantes. 

1. Recommandations concernant i'antibiothérapie curative: 

a. Limiter l'antibiothérapie aux infections dont l'origine bactérienne est documentée 

ou probable; 

b. Eviter le sous-dosage qui est une des causes d'échec et le surdosage à l'origine de 

pathologies iatrogènes; 

c. Dans les infections sévères, débuter le traitement le plus rapidement possible après 

l'hypothèse diagnostique et les prélèvements microbiologiques; 

d. Respecter la durée de l'antibiothérapie car I 'antibiothérapie prolongée résulte des 

résistances bactériennes augmentées et une toxicité accrue. 

2. Recommandations relatives aux associations d'antibiotiques: 

Les prescriptions d'associations doivent être strictement limitées à des situations qui 

nécessitent l'élargissement de spectre d'activité (infections sévères et microbiologiquement 

non documentées, infections à P. aeruginosa) car ils peuvent contribuer à augmenter la 

pression de sélection sur la flore commensale. 
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Annexe 8 : Matériel utilisé 

1) Matériel: 

- Ecouvillons 

- Tubes à essai 

- Boites de Pétri 

- Anse de platine 

- Pipettes Pasteur 

Pipettes graduées 

- Seringues 

- Lames 

- Tubes à hémolyse 

- Colorimètre 

Vortex 

2) Produits: 

2.1. Milieux de culture: 

2.1.1. Milieux liquides: 

• Bouillon coeur-cervelle ou bouillon BHIB; 

Bouillon nutritif 

2.1.2. Milieux solides: 

• Mac Conkey; 

• Muller Hinton; 

• Gélose nutritive; 

2.2. Autres produits: 

• Eau distillée; 

• Eau physiologique 

• Violet de gentiane; 

• Lugol; 

• Fuchsine. 

2.3. Réactifs: 

• Kovacs 

• Voges Proskauer I 

• Voges Proskauer II 

76 



Annexes 

• Nitrate réductase I 

• Nitrate réductase II 

2.4. Antibiotiques: 

Tableau 10 : Liste des antibiotiques en disque utilisés pour l'antibiogramme 

tiJ 	 iJ) 
Fluoroqtiinolones 	i Oflaxacine 	OFX 	 5 

-- 	IO 

Céphalosporinesj Cefoxjtine f 	FOX * 	30 
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Annexe 9: Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API 20E 

QTE RESULTATS 
TESTS COMPOSANTS ACTIFS (mgcup.) REACTIONSENZ'(M ES__________________  

NEGATIF POSITIF 

ONPG 2-iitiop)snl4O- 
golactopyranoside 0,223 (Oftho NitroPhényl-ID- çx,tis jaune Il) 

 Goopyranosidase)  
L-arginine 1,9 Arginine DiHydrolose jaune rOUQ$ I Orangé (2) 

WC 1-lysmne 1,9 LysùieOéCarlxylase jeune rouge I orangé (2) 

ODC Lomithine 1,9 Ornithine DéCarboxytase jaune rouge I orangé (2) 

Lii trisodium citrate 0,756 utilisation du CITrate vert pôle! jaune bleu-vert I bleu (3) 

sodium thiosulfate 0,075 production d'H25 incolore t gzistxe depot non'! fin serti 

URE urée 0.76 UREase jeme rouget orange (2) 

TOA / immédiat 
TDA L-tryptophane 0,38 Tryptcphane DésAminase jaune 	1 marron-rougeâtre. - 

JAMES I nnrnédiat 
0,19 pi»auction dNDole vert Pôle! jaune 

VPI +VP2/iOrrijn 
sodium pynivate 1 production cfacétotne 

(Voges Prosluiver) inrre j rose pôle 	rose i rouge 

LLI (origine_bo'rne) 0.6 Gêlutinose (GELutine) non difluon 	j diffusion du pigment noir 

GLU 0-glucose 1.9 fermentation I oxydation 
(GLUcose) (4) bleu/ bleu-vert 

j 	
jaune / jaune gris 

Ornanmrot 1,9 famntOtiOn/ 
(MANnitot) (4) bleu/ bleu-vert joune 

nositol 1,9 fermentation I oxydation 
(INOsitol) (4) bleu / bleu-vert jeune 

SOR O-sctiitc1 1.9  fennentaflon / oxydation 
(SORbitot) (4)  bleu/ bleu-vert jaune 

RHA L-rhamnose 1,9 fermentation / oxydation 
(RhAmnose) (4) bleu/ bleu-vert jaune 

SAC D-saoeherose 1,9 fermentation / oxydation 
(SACCharOSe) (4) btou / biu-vert 

MEL D-rnelibiose 1.9 fermentation / oxydation 
(MEUbiose) (4) bleu / bleu-vert 

AMY amygdel$ne 0,57 fermentation t 0fdttiOfl 
(AMVgd) (4) bleu / b leu-vert jaune 

ARA L-orabinose fermentation "oxydation 
(ARAbinose) (4) bleu! bleuvert jaune 
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Charge de disque 

( 1g) 
s 

10 

30 

Diamètres critiques (mm) 

S I R 

16 13-15 12 

~ 15 13-14 < 12 
? 18 15-17 14 

Antibiotiques testés 

Ofloxacine 

Gentamycine 

Cefoxitine 

Annexes 

Annexe 10: 

Tableau 1: Valeurs des diamètres des zones d'inhibition pour les Enterbacteriaceae 

Tableau 1 : Valeurs des diamètres des zones d'inhibition pour P. aeruginosa 

Antibiotiques testés 	Charge de disque 	Diamètres critiques (mm) 
(g) 	 s 	i 	 R 

Ofloxacine 	 5 	 > 16 	13-15 	<12 

Gentamycine 	 10 	 > 15 	13-14 	< 12 

WL'J 



'; 	'.. &BJ•1 	J 	ùc. 	ùj 	 t3 

_çj 	 j 'ij1I 	J 	jJ1 	L> .IJ)AII 	Li  	- 

ti.4ll 

L 	 JI 	
, 
.I 	tJ 	 18 

4.A1  

API 20 	.3aaj ç J 	4)1 	j3I L'Lfl US 	i'1Ya 	LI 

CLSI di 2II 	1k, , 

Psevdomo'ws aen/g/nosa' Klebsiel/apneumoniae jEscherichia cou tS talc. 	Lail 'iLlt)~i 

.% 28 	t4IiJI %' 66,66 	 ' 0/o87 	: 
tJiSJII : 

Résumé 

La présence des bactéries à Grain négatif est responsable de la colonisation voire de l'infection chez les 

nouveaux nés. 

L'objectif de notre étude prospective est d'identifier les bactéries à Gram négatif responsables de 

colonisation exogène des nouveau-nés et de déterminer leur niveau actuel de résistance aux antibiotiques. 

Un total de 18 souches des bactéries à Grain négatif ont été collectées à partir des aisselles et des avant 

bras des nouveau-nés au service de néonatologie E.H.S Mère et enfant de Tlemcen. 

L'identification des souches a été réalisée par le système API 20 E. La sensibilité aux antibiotiques a été 

déterminée par la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé, selon les normes du CLSI. 

Les souches les plus rencontrées étaient Escherichia cou, Kiebsiella pneumoniae et Pseudomonas 

aeruginosa. Les taux de résistance aux antibiotiques testés oui été : cefoxitine (87 1/û), gentamycine (66,661/o) 

et ofloxacine (28 1/o). 

Mots clés : Bactéries à Grain négatif; colonisation; néonatologie ; résistance 

Abstract 

The presence of Gram-negative bactena is responsible of colonization or infection in neonates. 

The ami of titis prospective study was to identify Gram-negative bacteria that are responsible of 

exogenous colonization of neonates and to evaluate their current level of resistance to antibiotics. 

A total of 18 strains of Gram-negative bacteria were collected from axilla and forearnis of neonates at 

flue service ofneonatology SItE mother and child of Tlemcen. 

Strains identification was realized by the API 20 E system. Susceptibility test was mneasured by the agar 

dilution method according to CLSI standards. 

The most identified strains were Escheri chia cou, Kiebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa. 

The percentages of antibiotics resistance were cefoxitin (87%), gentamycin (66,66 11/o) and ofloxacin (28%). 

Key words : Gram-negative bacteria ; colonization ; neonatology ; resistance 


