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Le présent travail a ¢été réalis¢é au Laboratoire de Biologie et Sant¢é de IUFR Biosciences de
I’Université Félix Houphouét Boigny sous la direction scientifique des Professeurs Djaman Allico
Joseph, Professeur Titulaire de Biochimie-Parasitologie a I’'UFR Biosciences de ’'UFHB de Cocody,
Chef du département de Biochimie médicale et fondamentale a I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire et
Kacou- N’douba Adéle, Professeur Titulaire de Bactériologie-virologie a ’'UFHB de Cocody,
Responsable de 1’Unité Pédagogique de Microbiologie au Département de Biologie et Sciences
Fondamentales a ’'UFR des Sciences Médicales d’ Abidjan, Chef de Service de Biologie Médicale au
CHU d’Angré,

Nous avons bénéficié¢ de la collaboration de 1’Unité de Bactériologie-Virologie, de 1’Unité de
Biochimie Fondamentale, de I’Unité de Sérologie Bactérienne et Virale, de ’Unité des Mycobactéries
Tuberculeuses et Atypiques de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire, site de Cocody, de la plateforme
de Biologie moléculaire et du Département des virus respiratoires de 1’Institut Pasteur de Cote
d’Ivoire, site d’ Adiopodoumé.

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la recherche de 1’étiologie microbienne des infections
respiratoires aigiies séveres (IRAS) chez les patients hospitalisés au CHU de Cocody souffrant de
pneumopathie aigue sévere.

La problématique des IRAS se situe aujourd’hui partout dans le monde au niveau du diagnostic
étiologique pour la prise en charge adéquate du patient. En effet, les différences dans la répartition
des agents étiologies selon les pays en fonction des études menées seraient a 1’origine des nombreux
échecs thérapeutiques.

Ainsi, nos travaux visent a rechercher les microorganismes responsables des IRAS par des méthodes
conventionnelles et moléculaires chez les adultes hospitalisés au CHU de Cocody a Abidjan, Cdote
d’Ivoire.

Une telle approche permettrait dans I’amélioration du diagnostic des IRAS, de proposer un algorithme
de prise en charge au laboratoire vu que ces infections sont un véritable probleme de santé publique

dans les pays en voie de développement particulierement en Cote d’Ivoire.
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INTRODUCTION



Les infections respiratoires aigués (IRA) sont des pathologies treés fréquentes, touchant aussi
bien les adultes que les enfants (Dorin, 2012). Elles comptent parmi les principales causes
d’hospitalisation et de décés dans le monde (Razanajatovo et al., 2018). Leur évolution est
potentiellement grave selon leur localisation au niveau de I’arbre respiratoire (Dorin, 2012). Ces
infections respiratoires peuvent se présenter sous deux formes cliniques : Les formes aigués et les
formes aigués séveres encore appelées infections respiratoires aigués séveres (IRAS).

Ces infections respiratoires aigu€s séveres se scindent en infections hautes et basses en
fonction de leur localisation au niveau de 1’arbre respiratoire (Dorin, 2012). La pneumopathie est la
forme la plus grave de I’ensemble des infections respiratoires basses (Delmont et al., 2016). Elle est
une maladie du parenchyme pulmonaire distal aux bronchioles terminales causée par une infection
des bactéries, des virus, des champignons et moins fréquemment par des parasites (Peto ef al., 2014).
L’Organisation mondiale de la santé (OMS) estime que les infections respiratoires aigués provoquent
environ 4 millions de déces annuels, soit plus de 60 déces pour 100 000 habitants (Hatem et al.,
2019). Ainsi, en Cote d’Ivoire, le taux de déces associ¢ aux pneumonies et en particulier aux IRAS
est passé de 32,5% a 36% (Horo ef al., 2012). Par ailleurs, dans la plupart des pays a faible revenu,
il existe peu de données sur le fardeau de la pneumopathie chez les adultes malgré une augmentation
du nombre de cas (Micek et al., 2014). Certains facteurs favorisent la survenue des IRAS tels que la
pauvreté, ’hygiene, la promiscuité (Ngombe, 2014). De méme, les adultes de 65 ans et plus, les
femmes enceintes et les personnes souffrant de maladies chroniques présentent un risque élevé de

complications pouvant entrainer une hospitalisation et la mort (Barnes et al., 2018).

La pneumopathie est une maladie mortelle nécessitant une identification rapide de 1’agent
pathogéne et une intervention thérapeutique afin de contrdler la gravité de I’infection. Anciennement
dénommé « flore » bactérienne ou fongique, le microbiote est ’ensemble des micro-organismes
constitutifs d’un milieu donné (Egron, 2014). Etant donné que tous les microorganismes présents
dans les voies respiratoires basses représentent des agents étiologiques potentiels, il est nécessaire de
détecter les microorganismes du microbiote qui pourraient étre difficilement cultivables (Rogers et
al., 2015). 11 faut aussi souligner le défi d’obtenir des échantillons appropriés des voies respiratoires
basses pour les diagnostics car les prélevements de ce type sont des prélévements invasifs ce qui
compliquent la détermination de I’étiologie microbienne des IRAS. Cela a conduit a une
augmentation de la morbidité, de la mortalité¢ et a la mauvaise gestion des patients atteints de

pneumopathie (Welte, 2012).



Le diagnostic étiologique des IRAS qui conditionne une prise en charge thérapeutique
adéquate du patient reste donc un probléme et un défi majeur de santé publique dans le monde en
général, et en Afrique en particulier car malgré 1’utilisation de techniques moléculaires, 37% des
IRAS restent sans étiologies (Verani et al., 2013). En dépit des nombreux progrés qui ont été
effectués aussi bien en matiére de diagnostic et de traitement, le pronostic des pneumonies
nosocomiales reste sombre, essentiellement du fait de la gravité¢ de la maladie sous-jacente (Attig,
2017).

Plusieurs études ont révélé des différences dans la distribution des agents responsables des
IRAS selon les pays (Micek et al., 2014). En effet, ces différences d’étiologie peuvent entrainer une
réponse médiocre au traitement choisi pour couvrir les agents pathogénes courants dans les études
réalisées dans les pays a revenu élevé (Holter et al., 2015). Par conséquent, la connaissance des
agents étiologiques des IRAS au niveau local est essentielle pour prendre des décisions rationnelles

concernant le traitement.

Les germes couramment rencontrés sont Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae
type b (Hib), le virus respiratoire syncitial (VRS) et Pneumocystis jirovecii (Aubry et Gauzere,
2021). Récemment, les avancées de I’analyse de I’ADN ont permis de connaitre de nouveaux germes
qui donnent les maladies bactériennes, virales, parasitaires qu’on n’arrivait pas a voir avec les

anciennes méthodes de diagnostic.

En Coéte d’Ivoire, seuls des données sur la tuberculose sont disponibles comme cause des
IRAS. Peu de données sur les étiologies microbiennes des IRAS n’ont été abordées. Malheureusement
le diagnostic de ces infections repose encore sur 1’aspect clinique. C’est pourquoi, I’amélioration du
diagnostic étiologique par I’approche moléculaire est importante. D’ou I’intérét de cette étude dans
laquelle nous avons formulé la question suivante du fait de la forte morbidité et mortalité¢ des IRAS
en Cote d’Ivoire, il parait opportun de savoir comment améliorer le diagnostic de ces infections par
des techniques de microbiologie conventionnelles et moléculaires ?

Pour répondre a cette question, notre objectif principal était de déterminer la diversité des
microorganismes responsables des IRAS chez les adultes en Cote d’Ivoire par des méthodes de
microbiologie conventionnelles associées aux méthodes de microbiologie moléculaires.

Des objectifs spécifiques ont été assignés. Il s’agit de :
1. Identifier les bactéries dans le liquide lavage broncho-alvéolaire

2.Mettre en évidence Pneumocystis jirovecii par les techniques de biologie moléculaire

3. Détecter les virus par les techniques de biologie moléculaire de PCR multiplex en temps réel.
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1- Appareil respiratoire

1.1- Anatomie et physiologie de ’appareil respiratoire

L’appareil respiratoire est I’ensemble des organes assurant les premieres étapes de la respiration
(Jeuge-Maynart et al., 2010). Il est composé des voies respiratoires supérieures et inférieures qui
assurent la ventilation. Chaque partie a ses propres propriétés anatomiques. Par ordre, de I’extérieur
vers I’intérieur, les principales structures du tractus respiratoire sont :

e Le tractus respiratoire supérieur qui est constitué des narines, des cavités nasales, du pharynx, du
larynx et de la trachée (Sonké, 2017).
e Le tractus respiratoire profond qui est constitué des bronches et des poumons (Colville et Bassert,

2016).

1.2- Voies respiratoires supérieures ou voies aériennes supérieures

Les voies respiratoires supérieures sont extra thoraciques. Elles sont constituées des fosses
nasales, de la bouche, du pharynx, du larynx support des cordes vocales, de la trachée artére

(cartilagineuse), de la luette, de 1’épiglotte, de la glotte, des sinus (Sonké, 2017).

1.3- Voies respiratoires inférieures ou voies aériennes inférieures

Les voies respiratoires inférieures sont intra thoraciques et sont reparties en 2 zones qui sont
la zone de conduction et la zone de transition. Les voies extra pulmonaires comprennent la trachée et
les voies intra pulmonaires comprennent les bronches. La zone respiratoire comprend les conduits,

les sacs alvéolaires et les alvéoles pulmonaires (Sanogo, 2010).

Les voies respiratoires inférieures se divisent en bronches lobaires (secondaire) puis en bronches
tertiaires de diamétre de plus en plus petit. Quand les voies aériennes inférieures deviennent de
diametre inferieur a un millimetre, le cartilage disparait et ces voies seront appelées bronchioles. Ces
bronchioles pénctrent éventuellement dans des sacs alvéolaires qui contiennent des sacs aériens
appelées alvéoles. C’est a cet endroit que se fait I’échange des gaz avec le sang. Certaines bronchioles
ont des alvéoles dans leurs parois, pour cela, elles sont appelées bronchioles respiratoires (Djebili,
2017). Les voies aériennes inférieures se prolongent par la trachée et les nombreuses bifurcations

bronchiques jusqu’aux alvéoles (Figure 1).
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Figure 1: Schéma des voies respiratoires inférieures (Seikel ef al., 2010)
(A) : Vue schématique des voies aériennes inférieures
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1.3.1- Trachée

La trachée est un tube cylindrique qui s’étend du larynx a la bifurcation bronchique. Elle est
formée par une série de cartilages trachéaux en forme de «c » qui lui procure sa rigidité. Ces 12
cartilages sont reliés entre eux par des ligaments annulaires qui rendent la trachée flexible. La partie
dorsale de la trachée est complétée par le muscle trachéal. Ce muscle lisse affecte sur le diametre de

la trachée (Djebil, 2017).
1.3.2- Arbre bronchique

L’arbre bronchique est un composé de divisions successives asymétriques a partir de la
bifurcation trachéale c’est-a-dire fait de haut en bas de bronches souches, de bronches lobaires, de
bronches segmentaires, de bronches sub-segmentaires, de bronchioles, de bronchioles terminales, de
bronchioles respiratoires, de conduits alvéolaires et d’alvéoles pulmonaires (Sanogo, 2010).
L’ensemble des ramifications, appelé arbre bronchique forme une structure hiérarchique complexe
maximisant les surfaces d’échange ou oxygeéne, gaz carbonique et vapeur d’eau essentiellement

migrent vers le réseau de capillaires sanguins (Hartenstein et Silva, 2018) (Figure 2).

1.3.3- Les poumons

Les poumons sont en nombre de deux localisées dans le thorax. Chaque poumon est de forme
conique. La base est la partie caudale du poumon reposant sur le diaphragme et 1’apex est la partie
craniale située a I’entrée du thorax. Le hile du poumon est la partie médiane ou les bronches
principales, les vaisseaux sanguins et lymphatiques et les nerfs entrent et sortent du poumon. Les
lobes du poumon sont définis par la présence des bronches lobaires (secondaires), ils sont distingués
par la présence de fissures profondes dans la partie ventrale du poumon (Akers et Denbow, 2013).
Les poumons sont entourés par une membrane séreuse dite la plevre (membrane pleurale) constituée
de deux couches. La couche qui tapisse la cavité thoracique est la couche pariétale et celle qui adhere
au poumon est la couche viscérale. L’espace entre les deux couches contient le liquide pleural qui
permet le glissement des deux couches durant la respiration. L’ artére pulmonaire transporte le sang
désoxygéné provenant du coeur vers le poumon, et la veine pulmonaire transporte le sang aprés son

oxygénation du poumon vers le cceur (Akers et Denbow, 2013) (Figure 3).
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Figure 3: Anatomie des poumons (Loubna et Bahaeddine, 2018)



1.4- Microbiote respiratoire

Le microbiote désigne 1’ensemble des populations de microorganismes définis par leur espéce
et leur genre. Le microbiome est le microbiote défini par son génome, appelé métagénome et étudié
par des méthodes de métagénomique quantitative. Le role du microbiote peut s’entendre d’une part
de facon restreinte comme la somme des fonctions de chaque groupe de micro-organismes et d’autre
part en tant qu’il exerce par son dynamisme global un effet sur son hote (Lamoureux, 2016). Des
¢tudes ont depuis lors démontré que la région respiratoire inférieure est remplie de diverses
communautés de bactéries dans la santé et dans les états de maladie (Dickson et al., 2013). Ainsi, la
région respiratoire n’est pas un site stérile et la composition du microbiote indigéne évolue par rapport
aux facteurs tels que l’environnement hormonal, les perturbations écologiques, et 1’utilisation
d’antimicrobien (Dickson et Huffnagle, 2015). La plupart des analyses du microbiome du poumon

ont été exécutée sur le liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) (Dickson et al., 2013).

2- Infections respiratoires basses ou inférieures
2.1- Généralités

Les infections respiratoires aigués des voies inférieures y compris les infections des poumons
et des alvéoles (pneumonie) et des voies respiratoires (bronchite et bronchiolite), sont 1’'une des
principales causes de morbidité et de mortalité chez les enfants et les adultes dans le monde (Horne
et al., 2018). Elles sont des affections bactériennes, virales, parasitaires ou mycosiques qui touchent
I’appareil respiratoire en dessous de la glotte et occupent le 4°™ rang parmi les principales causes de

mortalité dans le monde (OMS, 2018).

2.2- Pneumonie

2.2.1- Définition

La pneumonie est une infection aigué du parenchyme pulmonaire par des agents pathogenes,
a I’exclusion de I’affection bien définie de la bronchiolite, dont la principale cause est presque
toujours un agent viral (Mackenzie, 2016). Les poumons renferment des milliers de conduits (les
bronches), subdivisés en ramifications plus petites (les bronchioles) qui se terminent par de petits sacs
(alvéoles) ces derniers sont irrigués par des capillaires qui permettent au sang de se charger en
oxygene et d’¢éliminer le dioxyde de carbone. En cas de pneumonie, les alvéoles de I’un ou des deux
poumons se remplissent de pus et de liquide (Figure 4) ce qui diminue I’absorption d’oxygene et

géne la respiration (OMS, 2014).
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Figure 4: Etat des sacs alvéolaires en cas de pneumonie (Halima, 2015)
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2.2.2- Type de pneumonie

On distingue essentiellement deux types de pneumopathies : les pneumopathies nosocomiales,

c’est a dire acquises a I’hopital et les pneumopathies communautaires ou extrahospitalicres.

2.2.2.1- Pneumonie nosocomiale

Une pneumonie nosocomiale est une infection pulmonaire survenant chez un patient
hospitalisé, indemne d’infection patente ou en cours d’incubation au moment de 1’admission. Un délai
d’apparition de 48 a 72 h est généralement admis pour affirmer le caractére nosocomial de 1’infection
(Madi et Djema, 2019). Elle est généralement provoquée par des bactéries, les plus fréquentes sont
les pneumocoques, les streptocoques, les staphylocoques, les légionnelles et 1’Haemophilus
influenzae (Khallouf, 2017). Le diagnostic des pneumopathies nosocomiales est posé devant
I’apparition des signes cliniques et biologiques, d’une image radiologique nouvelle ou aggravée. Il
est confirmé par I’examen bactériologique des sécrétions bronchiques, par le brossage endo-
bronchique et le lavage broncho-alvéolaire. 11 permet aussi de déterminer la sensibilité aux
antibiotiques de I’agent pathogéne en cause, et ainsi d’adopter 1’antibiothérapie appropriée (Jaton et

al., 2014).

2.2.2.2- Pneumonie communautaire

La pneumopathie aigué communautaire (PAC), définie comme une infection respiratoire
basse avec atteinte du parenchyme pulmonaire d’évolution aigué, est dite communautaire si elle est
acquise en milieu extra-hospitalier ou si, a I’hopital, elle survient avant la 48 eéme heure suivant
I’admission (Berdyev et al., 2011). Elles représentent la sixiéme cause de mortalité et la premiere
d’origine infectieuse dans les pays industrialisés (Bekka et Bekka, 2019). Les agents pathogénes
responsables de ces infections sont nombreux et la preuve bactériologique n’est pas toujours faite

(Bekka et Bekka, 2019).

3- Etiologies des pneumonies

La pneumonie est causée par un certain nombre d’agents infectieux, bactéries, virus ou

champignons.
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3.1- Bactéries impliquées dans les pneumonies

3.1.1- Streptococcus pneumoniae

3.1.1.1- Généralités

S. pneumoniae couramment appelé pneumocoque, fut isolé pour la premiére fois par Pasteur
en 1881 dans la salive d’un enfant mort de la rage. En 1883, Talamon reconnait en ce germe I’agent
responsable de pneumonie. En effet ¢’est 1’agent infectieux le plus retrouvé dans les pneumonies
bactériennes (Decastro et Molina, 2011). Il s’agit d’un commensal des voies aériennes supérieures

et sa transmission se fait par contact direct avec les sécrétions respiratoires (Cherkaoui, 2018).

3.1.1.2- Caracteres morphologiques

A I’examen microscopique, le streptocoque est une bactérie aéro-anaérobie facultatif, un cocci
Gram positif, généralement capsulé (halo clair autour de la bactérie), d’allure lancéolée (en flamme

de bougie), typiquement groupé par deux, immobiles et dépourvus de spores (Cherkaoui, 2018).

3.1.1.3- Caracteres culturaux

Ce sont des germes tres fragiles. La température idéale de croissance est de 36 + 2°C. Les
streptocoques peuvent pousser sur des milieux usuels mais néanmoins, ils ont des exigences nutritives
trés complexes. Les milieux les plus généralement utilisés sont les géloses enrichies au sang (sang de
mouton ou de cheval). Ces milieux permettent de voir la capacité des streptocoques a lyser les
hématies (Belkorane et Toumi, 2016). Les colonies apparaissent au bout de 24 a 48 heures (Sampo,
2013). Ce germe nécessite des conditions d’anaérobiose ou tout au moins une atmosphere enrichie en
CO2 2 5% (Hecini- Hannachi, 2014). Les pneumocoques se présentent sous forme de petites colonies
transparentes, rondes, de 0,5 a 1,5 mm de diameétre, lisses, bombées, brillantes. Ils développent une
hémolyse partielle de type alpha avec un verdissement du milieu, comme les streptocoques viridans.
Les pneumocoques en culture sont sujets a une autolyse spontanée ; une ombilication au centre de la

colonie correspond a un début d’autolyse (Hecini- Hannachi, 2014).

3.1.1.4- Caracteres biochimiques

S. pneumoniae ne posseéde ni catalase, ni peroxydase, ce qui induit I’accumulation de I’eau

oxygénée responsable en partie de son autolyse (Sampo, 2013).
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Le pneumocoque est sensible a 1’optochine (ethylhydrocupreine) et aux sels biliaires, contrairement
aux autres streptocoques. Ce germe fermente le glucose, le lactose, le raffinose (Sampo, 2013), le
maltose, le 1évulose, pousse sur la gélatine sans la liquéfier (Hecini- Hannachi, 2014). Il ne fermente

en revanche pas I’arabinose, la xylose, le dulcitol, I’inositol ou encore le sorbitol.
3.1.1.5- Epidémiologie

La niche écologique naturelle de S. pneumoniae est le nasopharynx de I’homme (Saidani,
2010). 1l s’agit d’un commensal des voies aériennes supérieures de I’homme et sa transmission se fait
par contact direct avec les sécrétions respiratoires (Decastro et Molina, 2011). Bien que sa
contagiosité soit considérée comme faible puisqu’il n’est pas recommandé d’isoler les patients, des
petites épidémies dans un contexte de promiscuité ont été décrites (Balicer ef al., 2010). Dans tous
les pays, le sexe masculin, a tout age est plus touché par les infections pneumococciques (Saidani,
2010). L’incidence des infections streptococciques varie avec 1’age, la zone géographique, le niveau
socioéconomique et la saison. Cette incidence est liée aussi directement aux propriétés biologiques

du germe (Belkorane et Toumi, 2016).

3.1.2- Haemophilus influenzae

3.1.2.1- Généralités

Haemophilus influenzae type b a été isolé pour la premicre fois par Robert Koch en 1883
quand il décrivait de petits bacilles dans le pus des patients ayant une conjonctivite. Jusqu’en 1933
date de la découverte du virus de la grippe, I’Haemophilus était considéré comme 1’agent étiologique
de la grippe en raison de I’observation par Pfeiffer de bacilles dans les crachats de sujets atteints de
la grippe lors des pandémies de 1889 a 1892 (Tiecoura, 2011). Cependant, la découverte du virus de
la grippe humaine a permis de dire qu’H.influenzae type b était la principale cause de complications
de la surinfection pulmonaire aggravant ’infection virale. Les Haemophilus font partie de la flore
normale des voies respiratoires supérieures et de la cavité buccale de I’homme. Ce sont des parasites

obligatoires qui font parties de la flore des voies aériennes supérieures de I’homme (Tiecoura, 2011).
3.1.2.2- Caractere morphologique

H.influenzae est un petit bacille de 0,3 a 0,4 um de diametre et 1,5 pm de long, trés
polymorphe, souvent coccobacillaire, immobile non sporulé et parfois capsulé. H.influenzae est un
bacille a gram négatif (Larabi et Louadj, 2015). Il se présente sous forme de batonnet le plus souvent

groupés en petits amas, comparable a des bancs de poissons suivant le fil de 1’eau.
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3.1.2.3- Caracteéres culturaux

H.influenzae ne pousse que sur des milieux de culture enrichis au sang cuit qui leur apportent
les deux facteurs de croissance indispensables (facteurs X et V). Apres 24 h de culture a 37° C en
présence de CO», H.influenzae donne des colonies lisses grisatres, translucides a bords réguliers de
0,5 a 1 mm. Les souches capsulées donnent souvent des colonies plus grosses de 1 a 3 mm, parfois

muqueuses (Larabi et Louadj, 2015).

3.1.2.4- Caracteres biochimiques

H. influenzae possede une catalase, une oxydase, une nitrate réductase et ne produit jamais
d’hydrogene sulfureux (H2S). Le métabolisme de ce germe est fermentaire. La fermentation des
sucres apres 48 h a 37° C est accompagnée d’acidification. Les sucres fermentés sont : le glucose, le
xylose et le désoxyribose mais pas le lactose ni le saccharose. Huit (08) biotypes ont été décrits chez
H. influenzae a partir des caracteres biochimiques : la production d’indole et I’existence des activités
uréasique et I’ornithine décarboxylase permettent de valider le diagnostic de 1’espece (Larabi et

Louadj, 2015). Les caracteéres biochimiques différentiels sont représentés dans le tableau 1.
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Tableau I: Caractéres biochimiques d’ Haemophilus (Sampo, 2013).

Espéces Besoin en facteur Oxydase Catalase Uréase Indole
X \Y

H. influenzae + + + + + +
H. haemolyticus + + + + + v
H. parainfluenzae - + + \4 - -
H. paraphrophilus - + + - - -
H. segnis - + - - - -
H. aphrophilus + - - + - -
H. + - —+ —+ _ +
haemoglobinophilus

H. ducreyi + - - - - -

+ : Bactérie possede

- : Bactérie dépourvue de

v : caractére variable

X : Facteur de croissance hémine

V : Facteur de croissance NAD (Nicotinamide)
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3.1.3- Staphylococcus aureus

3.1.3.1- Généralités

Staphylococcus aureus, également nommé staphylocoque doré en référence a la couleur or
des colonies qu’il forme, a été décrit pour la premiére fois en 1880 par Louis Pasteur (Teguar, 2017).
Il s’agit de I’une des bactéries pathogenes les plus communes et les plus virulentes de la plancte

(Teguar, 2017).

3.1.3.2-Caracteres morphologiques

D’un point de vue macroscopique, cette bactérie se caractérise par la pigmentation dorée de
ses colonies, justifiant le nom vernaculaire de « staphylocoque doré ». S. aureus se présente sous
forme de cocci en petits amas, de diplocoques ou de tres courtes chainettes, mesurant 0,5 a 1 um. Sur

les cultures en milieu solide, il se dispose en « grappes de raisin ». Il est immobile (Chaalal, 2013).
3.1.3.3- Caracteres culturaux

S. aureus est un germe aéro-anaérobie facultatif, mésophile. Il peut se développer de 6° C a
18° C. Cependant, la toxinogenese n’est possible qu’entre 10° C et 45° C. Cette bactérie peut se
multiplier pour des valeurs de pH comprises entre 4,2 et 9,3, avec un optimum de croissance de 7 a
7,5 (Teguar, 2017). Cette bactérie est halophile, avec une concentration en sel assez importante
jusqu’a 15 %. La croissance des staphylocoques est absente pendant 10 et 16 h a respectivement 18°
C et 12° C. En revanche, le développement devient significatif a 22° C et 32° C. Ces différences
s’expliquent par le substrat utilisé lors des tests en laboratoires. Dans la plupart des études, il s’agit

d’un bouillon de culture (Teguar, 2017).

3.1.3.4- Caracteres biochimiques

Toutes les souches produisent une catalase mais pas d’oxydase. Ainsi, les souches de S. aureus
ne sont pas indologenes, produisent I’acétone, dégradent urée, réduisent le téllurite de potassium et
les nitrates en nitrites, et produisent de I’ammoniaque a partir de 1’arginine. S. aureus est capable de
dégrader de nombreux substrats glucidiques, protéiques et lipidiques grace a son équipement
enzymatique. En effet, la plupart des sucres sont fermentés tels que le glucose, le saccharose, le
1évulose, le lactose et le mannitol (Aissou et Bousnana, 2018).

L’utilisation du mannitol est une indication importante car ce polyalcool est fermenté par S. aureus

et S. epidermidis.
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Cependant, ce qui caractérise mieux I’espece S. aureus, c’est la production d’une staphylo-coagulase.
Ainsi, une DNase thermostable permet de déterminer si le germe isolé est un S. aureus (Teguar,

2017).

3.1.3.5- Facteur de virulence et de pathogénicité

La virulence est la survie de S. aureus dans I’hote. Elle est liée a sa capacité d’envahir les
tissus de I’hote et d’échapper aux systémes de sa défense et a la production d’une diversité de réseau
de protéines. En revanche, la capacité de produire une maladie par S. aureus ne dépend pas d’un seul
facteur de virulence mais de multiples facteurs impliquant un processus (Teguar, 2017).
Pratiquement toutes les souches de S. aureus expriment de nombreux facteurs de virulence potentiels.
Il s’agit d’hémolysines, de nucléases, de protéases permettant une pénétration des tissus et une

adhésion sélective, mais aussi des lipases, des hyaluronidases et des collagenases (Nehal et al., 2010).

S. aureus est une bactérie pyogene, responsable des infections de la peau et des infections plus
profondes. La pathogénie de S. aureus est un phénomeéne complexe, faisant intervenir une multitude

de facteurs de virulence (Aissou et Bousnana, 2018).

3.1.4- Klebsiella pneumoniae

3.1.4.1- Généralités

Le nom Klebsiella provient du nom du bactériologiste Klebs (1877) et I’espece type
dénommeée « pneumobacille » par Friedlander qui 1’a décrit comme agent de pneumonies mortelles
pendant la période 1882- 1884 (Boughachiche, 2016). Les especes du genre Klebsiella sont des
bactéries en forme de batonnet et font partie de la famille des Enterobacteriaceae. C’est une bactérie
commensale de I’homme et des animaux. Elle est responsable d’infections communautaires (urinaires

et respiratoires) et d’infections opportunistes chez les malades hospitalisés (Iliaquer, 2010).
3.1.4.2- Caracteres morphologiques

Sur les milieux classiques d’isolement pour les entérobactéries (Drigalski, EMB, Hektoen,
Mac Conkey), les colonies de K. pneumoniae et Klebsiella oxytoca sont lactoses positives, bombées,

muqueuses, d’un diametre de 3 a4 mm en 18 a 24 heures a 37 °C (Boughachiche, 2016).
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3.1.4.3- Caracteres biochimiques

Les K.pneumoniae sont des bactéries immobiles, non sporulées, aéro-anaérobies, ayant un
métabolisme respiratoire et fermentatif. Ils fermentent de nombreux sucres dont I’inositol et le
glucose avec production de gaz. Ils ne possédent pas de cytochrome oxydase et produisent la catalase.

IIs ne produisent pas d’hydrogene sulfureux et hydrolysent I'urée (Boughachiche, 2016).

3.1.4.4- Facteurs de pathogénicité et de virulence

K. pneumoniae est responsable d’infections spontanées dans 25% des cas, mais surtout
d’infections nosocomiales séveres et difficiles a traiter (Arafa et al., 2009). La transmission de ces
bactéries d’un patient & un autre se fait facilement par les mains du personnel soignant ou les
instruments de travail du personnel médical ou paramédical (cathéter, masque a oxygene...), ou
moins souvent par la contamination de 1’environnement. La transmission de K. pneumoniae est trés

facile et rapide mais ne se propage pas dans 1’air (Boughachiche, 2016).

3.1.5- Moraxella catarrhalis

3.1.5.1- Généralités

Moraxella catarrhalis est un organisme commensal des voies respiratoires, qui se révele un
pathogéne important dans diverses infections des voies respiratoires supérieures et inférieures, y
compris 1’otite moyenne et les exacerbations aigués de la bronchite chronique (Bandet et al., 2014).
Ce sont des parasites normalement présents dans 1’oropharynx, les muqueuses, la peau et les voies
génitales. M. catarrhalis est I’espece la plus souvent isolée et est a ’origine de cas graves d’otites
moyennes, de cas de sinusites, d’infections des voies respiratoires supérieures et inférieures pouvant

conduire a une pneumonie (Sy et Robinson, 2010).

3.1.5.2- Caracteres bactériologiques

Le genre Moraxella fait partie de la famille des Moraxellaceae. Ces bactéries sont des
batonnets bacillaires et coccoides, Gram négatif, aérobie, habituellement regroupés en courtes chaines

ou en paires (Sy et Robinson, 2010).

3.1.5.3- Epidémiologie et facteur de virulence

Un certain nombre de facteurs bactériens pouvant contribué a la virulence ont été identifiés.

Certains sont présents dans tous les isolats (Ren et Pichichero, 2016).
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On ignore si I’expression de facteurs de virulence spécifiques contribue au potentiel d’une souche de
provoquer la maladie ou de rester commensal. Des facteurs environnementaux et hotes jouent
¢galement un role important dans la progression de la maladie a M. catarrhalis (Gisselsson-Solén et

al., 2014).

3.1.6- Legionella pneumophila

3.1.6.1- Généralités

La bactérie L. pneumophila a été identifiée suite a une épidémie lors du 58¢me congres de la
Légion Américaine, a Philadelphie (Etats-Unis) en 1976. Cent quatre-vingt deux participants ont été
touchés par une pneumopathie d’origine inconnue, nommée maladie du Légionnaire, et 32 d’entre
eux en sont morts. Ce n’est qu’en 1979 que ce micro-organisme a été décrit et nommé L. pneumophila
(Brenner et al., 1979). Plus tard, I’enquéte a démontré que le systéme de climatisation de I’hotel dans

lequel résidaient les patients était a 1I’origine de I’épidémie (Pecastaings, 2010).
3.1.6.2- Caracteres morphologiques

L. pneumophila estun bacille a Gram négatif, aérobie strict, produisant la catalase, non sporulé
et non capsulé. L. pneumophila possede un a deux flagelles en position polaire ou subpolaire. Son
caractere fortement pléiomorphe serait 1i¢ a 1’age des cultures. Des cultures jeunes sont
majoritairement formées de coccobacilles de 2 & 6 um, tandis que des cultures plus agées présentent
des formes filamenteuses de plus de 20 um de long. Le défaut de coloration par le rouge neutre ou la
safranine utilisée pour la coloration de Gram est 1i¢ aux caractéristiques de la paroi, riche en acides

gras ramifiés (Pecastaings, 2010).

3.1.6.3- Caractéristiques culturales

Les bactéries du genre Legionella sont des micro-organismes fastidieux qui ne poussent que
sur un milieu a base d’extrait de levure appelé BCYE (Buffered Charcoal Yeast Extract). Méme si, a
I’origine, I’isolement de Legionella a été réalisé sur milieu Mueller-Hinton supplémenté en
hémoglobine et IsoVitalex, les composants essentiels de ce milieu ont été identifiés comme étant le
fer (contenu dans I’hémoglobine) et la L-cystéine (contenu dans 1’IsoVitalex) (Pecastaings, 2010).
L’aspect des colonies est tres variable selon les espéces mais aussi selon les sérogroupes. La couleur
varie du blanc au gris parfois rosé, avec un centre marqué. Observées a la loupe binoculaire, les
colonies présentent un aspect de verre fritt¢ (Pecastaings, 2010). L. pneumophila possédent toutes de
la catalase a I’exception de L. worsleiensis (Fanjeaux, 2010).
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Les réactions d’oxydase, de réduction des nitrates et d’uréase sont négatives. Les sucres ne sont ni

fermentés ni oxydés et la seule source de carbone provient des acides aminés (Pecastaings, 2010).

3.3.6.4- Epidémiologie

Les données épidémiologiques indiquent que Legionella est un micro-organisme opportuniste
a ’origine de trois formes cliniques : la fievre de Pontiac, la maladie du Légionnaire et des formes
extra-pulmonaires. Une forme asymptomatique a aussi été décrite, dans laquelle la sérologie seule est
positive. La maladie se déclare le plus souvent aprés inhalation d’aérosols contaminés méme si

I’infection par la flore oro-pharyngée a été parfois suspectée (Pecastaings, 2010).

3.1.7- Mycoplasma pneumoniae

3.1.7.1- Généralités

La premiere bactérie du genre Mycoplasma a été isolée, dans un cas de péripneumonie
contagieuse bovine, en 1898, par Nocard et Roux. Mycoplasma pneumoniae a été isolé d’un
prélévement respiratoire et cultivé sur ceuf embryonné, par Eaton, en 1944. Mais ce n’est qu’en 1961
que Chanock, Hayflick et Barile cultivent I’agent Eaton dans un milieu acellulaire prouvant ainsi le

caractere bactérien de cet agent pathogeéne (Passe-Coutrin, 2013).

3.1.7.2- Caracteres morphologique et structuraux

Les mycoplasmes sont des bactéries particulieres, dépourvues de paroi d’ou leur aspect
polymorphe et leur insensibilité totale aux béta-Lactamines. Il s’agirait de formes trés évoluées,
dérivées de bactéries a Gram positif a faible pourcentage en guanine + cytosine et ayant perdu la
capacité de synthétiser une paroi (Passe-Coutrin, 2013). Leur cytoplasme contient un génome tres
court et des ribosomes. La membrane en trois feuillets contient des lipides en grande quantité, des
glucides, des glycolipides et des protéines. On note la présence d’une structure terminale « tip » chez
certains mycoplasmes qui jouent un role dans I’adhérence et la mobilité. Ils présentent un grand
pléomorphisme: formes allongées fusiformes, formes coccoides, ovoides ou filamenteuses ou en

chapelet (Taoussi, 2019).

3.1.7.3- Caracteres culturaux

Les exigences nutritionnelles et les conditions de culture des mycoplasmes sont tres

différentes des conditions standards recommandées pour les bactéries classiques.

21



De la petite taille du génome des mycoplasmes résultent une capacité de synthese limitée et une
croissance dépendante de la composition de leurs milieux. La plupart des espéces nécessitent par
exemple des acides gras et des stérols pour synthétiser leurs membranes (Taoussi, 2019). Ces
procaryotes sont dépourvus de la majorité des génes impliqués dans la synthése des acides aminés et
des cofacteurs d’enzyme, leurs milieux doivent donc aussi subvenir a leurs besoins en acides aminés
et en vitamines. L’oxygeéne n’est ni toxique, ni indispensable pour leurs croissances. La majorité des
mycoplasmes font partie des bactéries anaéro-aérobies facultatives. La croissance étant trés sensible
a toute modification, ces exigences culturales €levées laissent a penser que de nombreuses autres
especes de mycoplasmes existent mais restent encore inconnues car il est extrémement difficile de

les mettre en évidence en laboratoire (Taoussi, 2019).

3.1.7.4- Caracteres biochimiques

Les mycoplasmes fermentent le glucose, hydrolysent I’urée et I’arginine. Ces trois propriétés
sont utilisées dans le diagnostic biologique et permettent de les différencier. Ils possédent des
enzymes nécessaires a leur propre synthese et peuvent donc se multiplier en I’absence de cellules
vivantes. Bien qu’ils soient capables de synthétiser les nucléotides, un apport en peptides préformés
est indispensable a leur métabolisme. Leur systeme de transport d’électrons est relativement simple.
Leurs exigences nutritives nécessitent plus souvent des milieux complexes et enrichis (Taoussi,

2019).

3.1.7.5- Epidémiologie

Les mycoplasmes colonisent chez ’homme les muqueuses respiratoires et génitales. Certains
seraient présents au niveau du tractus intestinal. Dix-huit especes ont été isolées et la plupart des
mycoplasmes respiratoires n’ont pas de pouvoir pathogéne connu.

Parmi les especes respiratoires, seul M. pneumoniae colonise les voies respiratoires hautes et basses
et a un pouvoir pathogéne bien identifié. Il ne fait pas partie de la flore commensale et sa présence
dans les voies aériennes est toujours pathologique (Passe-Coutrin, 2013).

Il provoque des infections respiratoires le plus souvent bénignes, dans le monde entier, a n’importe
quelle saison, a tout age, se manifestant a 1’état endémique dans les villes avec des poussées

épidémiques tous les quatre a sept ans (Passe-Coutrin, 2013).
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3.1.8- Chlamydophila ou Chlamydia pneumoniae

3.1.8.1- Généralités

La classe des chlamydiae est constituée pas un seul ordre. L’ordre des chlamydiales est
compos¢ des bactéries gram négative intracellulaire obligatoire, partageant un cycle de
développement biphasique unique. L’ordre comprend des importants agents pathogénes chez
I’humain et I’animal (Bayramova et al., 2018). Les 3 especes C. psittaci, C. trachomatis et C.
pneumoniae sont responsables d’infections pulmonaires, mais cette derniére est la plus fréquemment

retrouvée (Galmes, 2013).

3.1.8.2- Caracteres morphologiques et structuraux

C. pneumoniae est une bactérie parasite obligatoire a Gram négatif, de petite taille. Chlamydia

existent sous deux formes caractéristiques : le corps élémentaire (CE) qui est la forme infectieuse,
extracellulaire, incapable de multiplication et le corps réticulé (CR), intracellulaire, non infectieux
(Taoussi, 2019).
Le CE de forme sphérique est de petite taille puisqu’il mesure environ 300 nm de diametre. Il est
dense aux ¢lectrons, possede un nucléotide excentré et une paroi rigide et épaisse. Le CE adapté au
transit extracellulaire, est incapable de se multiplier et constitue la forme infectieuse de la bactérie.
En effet, il assure la dissémination de I’infection aux cellules voisines ou a un nouvel héte. Le CE est
caractérisé par la présence d’une épaisse et rigide paroi cellulaire comportant une grande quantité de
cystéine (Choroszi-krol et al., 2012). Tandis que le CR est plus gros que le CE car il mesure de 800
a 1000 nm. Il est limité par une membrane plus souple et contient un nucléotide fibrillaire (Peuchant
et al., 2012). Le CR, adapté au milieu intracellulaire est non infectieux et constitue la forme
métaboliquement active de la bactérie. Il s’agit de la forme de reproduction qui assure la pérennité de
I’infection. Cette forme est caractérisée par la présence d’une mince membrane avec une forte
perméabilité.

3.1.8.3- Caracteére culturaux

Chlamydia spp. sont des bactéries parasites obligatoire chez I’homme. De par son caractere
strictement intracellulaire, cette bactérie se développe in vitro uniquement en cultures cellulaires.
Pour C. trachomatis, deux lignées sont habituellement utilisées : les cellules McCoy et les cellules
HelLa 229. Ils sont cultivés a 37° C pendant 48 a 72 h avec 5% de CO; et un taux élevé de glucose.
La bactérie ne peut étre cultivée directement dans des bouillons nutritifs ou sur gélose, méme au sang

(Taoussi, 2019).
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3.1.8.4- Caracteres biochimiques

C. pneumoniae est un microorganisme chimio-organotrophe aérobie. Il s’agit donc d’un
microorganisme dont la source énergétique est chimique, plus précisément organique. La dégradation
de substrats organiques se fait a ’aide de I’oxygene d’ou le terme aérobie. Le glutamate, le glucose
et peut étre aussi le 2-oxoglutamate sont des sources de carbone. Les études de cellules infectées
montrent que I’infection provoque une augmentation de 1’expression des transporteurs de glucose
(GLUT -1) de la cellule hote. Les Chlamydiae sont traditionnellement considérées comme des
parasites énergétiques qui ne peuvent pas former d’ATP par elles-mémes et doivent donc 1’obtenir

des cellules hotes (Taoussi, 2019).
3.1.8.5- Epidémiologie

C. pneumoniae infecte uniquement 1’homme et la contamination interhumaine se fait par voie
aérienne avec survenue d’épidémies dans des communautés (Taoussi, 2019). Trois modes de
transmission de C. pneumniae sont théoriquement possibles: aérosol, inoculation directe par
gouttelettes ou grosses particules et I’auto-inoculation apres avoir touché des surfaces contaminées.
L’organisme peut rester viable sur des surfaces du formica et des mouchoirs en papier pendant 12 h.
Cependant le temps de survie sur les mains est limité¢ a 10-15 min. Les infections a C. pneumoniae
apparaissent tous les ans mais avec des variations cycliques de I’incidence. Il n’y a pas de périodicité
saisonniere. C. pneumoniae représenterait jusqu’a 10 % de 1’étiologie des pneumopathies

communautaires (Taoussi, 2019).

3.2- Champignons impliqués dans les pneumonies: cas de Pneumocystis jirovecii
3.2.1- Généralités

L’agent pathogeéne aujourd’hui appelé Pneumocystis jirovecii a été découvert pour la premiere
fois en 1909 au Brésil, dans les poumons de cochons d’Inde infectés par Trypanosoma cruzi. A cette

époque, Carlos Chagas croyait avoir identifi¢ une nouvelle forme de trypanosome (Chagas, 1909).

P. jirovecii est un pathogéne cosmopolite, opportuniste, non cultivable, classé d’abord parmi les
protozoaires puis, a la lumiére de ses composants génétiques et cellulaires parmi les champignons
(Ziraoui, 2016). Ce champignon atypique ressemblant a une levure est un agent pathogéne humain
important en particulier chez les hdtes immunodéprimés. Elle provoque principalement une

pneumonie mais peut rarement infecter d’autres sites extra pulmonaires (Dhingra ef al., 2017).
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3.2.2- Epidémiologie

Aujourd’hui, la pneumocystose touche 40 % des sidéens, elle est I’infection opportuniste
signant le passage au stade SIDA dans 25 % des cas et la mort survient dans 10 % des cas. La
méconnaissance de 1’épidémiologie de I’infection limite la possibilité de mise en place de mesures
de prophylaxie sanitaire efficaces, méme si de plus en plus d’arguments tendent a conforter
I’hypothése d’une transmission directe de malade a personne sensible (Ziraoui, 2016). Bien que
I’association entre les facteurs climatiques (température et humidité) et 1’incidence de la P. jirovecii
ne soit pas clairement établie, I’incidence de la P. jirovecii serait globalement corrélée a la hausse des
températures. Plus récemment, les travaux des équipes allemandes et anglaises vont dans ce sens et
décrivent des pics saisonniers plutdt estivaux (Avenel, 2011). Dans les régions tropicales et
¢quatoriales, I’incidence de la pneumocystose pulmonaire parmi les sidéens était généralement
considérée comme plus faible que dans les régions tempérées. Cependant, si la tuberculose reste la
premicere infection opportuniste frappant les sidéens d’ Afrique sub-saharienne, il apparait aujourd’hui

que I’incidence de la pneumocystose était sous-estimée (Ziraoui, 2016).

3.2.3- Diagnostic biologique

P. jirovecii est un pathogeéne opportuniste non cultivable (Tapparel et al., 2010). Par
conséquent, pour tenter d’améliorer le diagnostic de la pneumonie a P. jirovecii, des techniques
moléculaires plus sensibles telles que la PCR conventionnelle et quantitative ont été développées
(Calderon et al., 2011). 1l faut cependant toujours garder a 1’esprit lors du choix des techniques
diagnostics et lors de ’interprétation des résultats que le nombre de P. jirovecii observé chez les
patients non VIH est plus faible que chez les VIH (Roux et al., 2010). Les principales cibles d’ADN
a amplifier sont les régions ITS (internal transcribed spacer), 5S et 18S de I’ADN nucléaire, la large
sous-unité ribosomale de I’ADN mitochondrial (mtLSU), la dihydropteroate synthase (DHPS), la
dihydrofolate reductase (DHFR), la thymidylate synthase (TS), la B-tubuline, le géne cdc2 et la
glycoprotéine de surface (MSG) (Ziraoui, 2016).

3.3- Virus impliqués dans les pneumonies

Les virus sont les causes majeures des IRAS surtout chez les jeunes enfants qui portent le plus
lourd fardeau des maladies respiratoires virales (Pavia, 2011). Plusieurs centaines de virus peuvent
infecter 1’organisme humain par voie essentiellement respiratoire. Les virus respiratoires sont
généralement transmis par inhalation ou contact direct avec les aérosols ou sécrétions respiratoires

(Khor et al., 2012).
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Les 4 étiologies les plus fréquentes de pneumonie virale chez les enfants et les adultes
immunocompétents sont les virus influenza, le virus respiratoire syncytial (RSV, Respiratory
Syncytial Virus), I’adénovirus et le virus parainfluenza (PIV), qui produisent tous des manifestations
cliniques et radiologiques courantes (Carman et Mahony, 2007). D’autres sont plus rarement
impliqués comme les rhinovirus, les entérovirus, et les coronavirus OC43 ou 229E (Ruuskanen et
al., 2011). Les virus respiratoires comprennent plusieurs virus : influenza virus, virus respiratoire
syncytial (RSV), parainfluenza virus (PIV), rhinovirus, entérovirus, adénovirus. Avec I’émergence
de nouvelles méthodes diagnostics moléculaires génériques, de nouveaux virus respiratoires ont été
mis en évidence ces 10 derniéres années : bocavirus, metapneumovirus humain (HMpV) et
coronavirus. Ils ont en commun leur tropisme pour le tractus respiratoire supérieur et inférieur et se
distinguent par leur diversit¢ biologique (virus a ARN : influenza, RSV, parainfluenza,
metapneumovirus, coronaviurs, picornavirus, virus & ADN: adénovirus, bocavirus) (Vu Cantero,
2012). L’identification des pathogénes viraux est d’une grande importance pour la prise en charge
des patients et la réduction de la transmission des infections nosocomiales ainsi que la maitrise par
certains cliniciens d'une prescription hasardeuse des antibiotiques (Elisabeth et al., 2012). La
détection et l'identification des virus respiratoires ont cependant été révolutionnées ces dernicres
années grace aux nouvelles techniques de détections moléculaires. La technologie moléculaire
notamment par la réaction de polymérisation en chaine en temps réel (rRT-PCR) a rehaussé le niveau
de détection des agents étiologiques viraux (sensibilité et spécificité) ainsi que le développement des
amplifications multiplex permet la détection simultanée d'un large panel des virus (Pretorius et al.,

2012).

3.3.1- Virus influenza

Ce sont des virus a ARN de la famille des Orthomyxoviridae. La circulation des virus
influenza est saisonniére selon les différentes parties du globe, mais coincide le plus souvent avec
les périodes de température basse ou humide (Tarnagda et al., 2014). Ils sont responsables
d’importantes infections virales du systéme respiratoire de ’adulte et de I’enfant. Les symptomes
sont la fievre, la myalgie, maux de gorge et la toux. Le type influenza A qui est le plus important est
classé en plusieurs sous-types en fonction des propriétés antigéniques de leur hémagglutinine (HA ou
H) et neuraminidase (NA ou N) (figure 5).

A Dintérieur de cette enveloppe se trouve le génome viral qui est composé de huit segments d’acide
ribonucléique (ARN) pour les virus de type A et B et de sept segments pour les virus influenza de

type C (Jeannoé€l, 2019).
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Le génome viral code 11 protéines: ’hémagglutinine (HA), la neuraminidase (NA), la nucléoprotéine
(NP), les deux protéines de la matrice (M1, M2), les deux protéines non structurales (NS1, NEP), les
trois protéines du complexe réplicase/transcriptase (PB1, PB2, PA) et la protéine PB1-F2 produite a
du géne PBI1. L’association des différents segments d’ARN viraux avec les nucléoprotéines et les
protéines du complexe réplicase/transcriptase forme les complexes ribonucléoprotéiques (RNP)
(Jeannoél, 2019). Chez ’homme, les sous-types H1, H2, H3, N1 et N2 sont majoritaires, ainsi que
ponctuellement les sous-types H5 et H9 (Vabret et al., 2010). Le génome viral est constitué¢ de 8
segments d’ARN monobrin codant les 11 protéines virales (figure 6). Les méthodes diagnostiques
recommandées comprennent la culture virale, la détection d’antigéne et la détection de I’acide

nucléique (Sanou, 2018).
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Figure 5: Représentation schématique du virus influenza A ou B (Krammer et al., 2018)

Le virus influenza A posséde 8 segments d’ARN de polarité négative. 11 protéines sont codées par ces ARN : les trois
sous-unités de I’ARN-polymérase ARN dépendante (PB1, PB2 et PA), les deux glycoprotéines d’enveloppe (HA et NA),
la nucléoprotéine NP, les protéines de matrice (M1 et M2), la proteine non structurale NS1 et la protéine d’export nucléaire
NEP. Le virus peut aussi coder des protéines additionnelles : PB1-F2 et PA-X qui sont présentes dans les cellules infectées

mais pas dans les particules virales ou a trés faible concentration.

28



y 7

M@ o
N2 @V

T i
:@

S OR0R
- I
UTV

<
8
3

OV
©

©/ NS
1) @ Nt

-+

- --Q---------------~

A 4
(<~

L B
| AR i QW'.A"» RE ol
.
)

O\ —
: P

~ Rl i Rt
.“Mo--"“-—'- -

¥ @4—?61@’\/\/ Z

S ke rcecc s ccc s s mcscnsacssonnneles?

'

Figure 6 : Cycle de réplication du virus influenza (Medina et Garcia-sastre, 2011)

1- La HA du virus Influenza se lie a son récepteur cellulaire, ’acide sialique a-2,6 ou a-2,3. 2- puis le virus pénétre dans
la cellule par endocytose. 3- Le clivage de la HA par des protéases cellulaires expose le peptide fusion qui permet la
fusion de I’enveloppe virale et de la membrane endosomale. 4- L’acidification de la vesicule d’endocytose provoque
I’ouverture du canal a proton M2 ce qui acidifie le virion et permet la libération dans le cytoplasme des complexes
ribonucléoprotéiques contenant le génome viral. Les complexes ribonucléoprotéiques migrent alors dans le noyau. 5-
I’ARN polymérase ARN-dépendante transcrit et réplique I’ ARN viral de polarité négative en trois types d’ARN : I’ARN
complémentaire qui permet la réplication de I’ARN viral, des ARN de petite taille de polarité négative qui régulent la
transcription et la réplication et 6- des ARN messagers qui sont exportés dans le cytoplasme et 7- traduit en protéines
virales. Les protéines virales nécessaires a la réplication et la transcription sont réimportées dans le noyau ou elles forment
les complexes ribonucléoprotéiques apres association a I’ARN viral nouvellement synthéthisé. 8- puis ces complexes sont
exportés dans le cytoplasme pour I’étape de packaging avec 1’aide des protéines M1 et NP. 9- La HA, la NA et la protéine
M2 subissent des modifications post-traductionnelles dans le trans-golgi, les protéines matures arrivent a la membrane
puis sont assemblées pour former les nouveaux virions. 10- Le bourgeonnement permet le relargage des nouveaux virions

aprés que le NA ait coupé la liaison entre les acides sialiques cellulaires et les glycoprotéines virales.
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3.3.2- Virus respiratoire syncytial

C’est en 1956 que I’équipe de Morris JA découvrit un agent responsable d’un sévére coryza
chez le chimpanzé appelé Agent du Coryza du Chimpanzé ou CCA21. L’année suivante, ce méme
agent fut retrouvé chez un enfant présentant le méme type de symptomes par Chanock Robert et ses
collaborateurs en 1957 qui proposeront son nom chez I’homme, le virus respiratoire syncytial (VRS),
da a sa capacité a former des syncytia, cellules polynucléées géantes (Le Doussal, 2016). C’est un
virus a ARN, non segmenté de I’ordre des Mononegavirales, de a la famille des Pneumoviridae et au
genre Orthopneumovirus (Sanou, 2018). Ils sont classés en VRS A et B définis selon la variabilité
de la glycoprotéine de surface G (e Doussal, 2016). Les symptomes cliniques associés au VRS A
tendent a étre plus sévéres que ceux causés par le VRS B. Les VRS sont en téte de tous les pathogenes
viraux dans la transmission des infections respiratoires séveres dans tous les groupes d’age (Lagare,
2014). Dans les régions tropicales ou subtropicales, 1’infection peut étre endémique ou plus souvent,
I’épidémie coincide avec la saison des pluies (Griffiths et al., 2017).

Les méthodes diagnostiques du VRS comprennent la culture cellullaire, I’immunofluorescence (IF),
I’immunochromatographie (IC), PELISA et la RT-PCR. La sensibilit¢ et la spécificité de ces
méthodes sont influencées par plusieurs facteurs tels que la qualité du prélévement, les conditions de

transports, I’expérience du technicien, la population, la période de 1’année (Griffiths et al., 2017).

3.3.3- Métapneumovirus humain

Le Métapneumovirus humain (MPVh) a été décrit pour la 1¢ére fois par 1’équipe hollandaise
du Professeur Albert Osterhaus a la suite de I’isolement du virus chez 28 enfants qui présentaient des
symptomes similaires a ceux observés lors d’infections par le Virus Respiratoire Syncytial (VRS).
Ces symptomes allaient d’une infection bénigne des voies respiratoires supérieures, a de séveres
bronchiolites et pneumonies (Le Parc, 2018). Les analyses morphologiques, biochimiques et
geénétiques ont permis de classer le MPVh dans I’ordre des Mononegavirales (virus @ ARN simple
brin négatif non segmenté). Ce sont des virus a ARN, enveloppés et non segmentés, découverts en
2001. IIs sont classés en deux groupes A et B en fonction de leur propriété antigénique. Les MPV
sont responsables du spectre d’infections respiratoires qui va de I’infection respiratoire haute
moyenne a la bronchiolite et pneumonie séveres. La circulation du virus est beaucoup plus intense en
hiver et le mode de transmission est essentiellement par contact ou par les aérosols (Kroll et

Weinberg, 2011).
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Le diagnostic d’une infection 8 MPVh repose actuellement en routine sur la détection génomique a

partir d’un prélévement d’origine respiratoire (Panda et al., 2014).

3.3.4- Virus Para-influenza

Ce sont des virus, a ARN non segmenté et classé en quatre types 1 2, 3 et 4 de la famille des
Paramyxoviridae. Ils sont responsables des infections respiratoires basses et hautes chez les enfants.
L’incidence a VPI varie selon les différents types. Cependant le VPI3 est cit¢ dans toutes les
littératures comme étant le plus infectieux (Palmer et al., 2014). Les données sur la saisonnalité des
infections aux VPI sont disponibles pour I’hémisphére nord mais absents dans les régions tropicales
et subtropicales (Sanou, 2018). Les VPI peuvent étre détectés par différentes techniques que sont la
culture cellulaire, I’immunofluorescence, la technique ELISA et la RT-PCR. La culture virale a
longtemps été considérée comme le gold standard pour le diagnostic des VPI. Cependant son cotit
¢élevé, la nécessité d’un personnel qualifié et aussi sa durée de réalisation (5 a 14 jours) limitent son
utilisation en diagnostic clinique (Branche et Falsey, 2016). La RT-PCR est I’outil diagnostic de
choix pour la détection des VPI a cause de la rapidité de réalisation et des bonnes performances

analytiques qu’il présente (Hirsch et al., 2013).
3.3.5- Coronavirus

Ce sont des virus a ARN enveloppés qui appartiennent a la famille des Coronaviridae. Cinq
types sont identifiés comme coronavirus humain: 229E, OC 43, NL 63, HKUI1 et les SARS (Owusu
etal.,2014). Les types Cov HKUI et NL63 sont responsables d’infections respiratoires graves comme
les pneumonies et les bronchiolites chez les enfants. Cependant le SARS est de loin le type le plus
dangereux en termes de mortalité chez les adultes. De fagon générale, les coronavirus humains sont
responsables de rhumes, des pneumonies chez ’adulte et de dépression chez 1’enfant. Ils sont aussi
impliqués dans les infections hautes et basses du systeme respiratoire (Lagare, 2014). Le diagnostic
des infections a CoV est réalis¢ par des techniques de RT-PCR sur des prélévements respiratoires.
Les premiceres techniques de détection des CoV par RT-PCR remonte aux années 1990. Elles étaient
cependant peu utilisées du fait de leur coit élevé. De plus, les CoV n’étaient pas recherchés en routine

car leur impact était considéré comme négligeable (Sanou, 2018).

3.3.6- Adénovirus

Ce sont des virus a ADN de la famille des Adenoviridae. Cette famille comprend environ 51
sérotypes dont seulement le tiers est associé aux infections inter humaines; les autres étant

exclusivement asymptomatiques. Les infections a adénovirus sont associées aux infections
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respiratoires, gastro-intestinales et ophtalmologiques. Les infections a adénovirus affectent beaucoup
plus les enfants et les adolescents que les adultes. Les voies d'infection comprennent la bouche, le

nasopharynx et les orifices oculaires (Lagare, 2014).

Les AdV sont responsables d’IRA fébriles, de conjonctivites, de gastroentérites ou maladies
diarrhéiques (Lynch et Kajon, 2016). IlIs causent é¢galement des infections séveres chez les personnes
immunodéprimées. Les épidémies surviennent le plus souvent en hiver mais les infections se
produisent tout au long de I’année sans une saisonnalité bien définie (Lynch ef al., 2011). La période
d’incubation varie de 2 a 14 jours. De plus, les AdV peuvent rester sous forme latente pendant
plusieurs années dans le tissu lymphoide, dans le parenchyme rénal ou dans d’autres tissus. La
réactivation survient généralement chez les personnes sévérement immunodéprimées. Les épidémies
peuvent se propager rapidement parmi les populations fermées tels les hopitaux, les centres de
formation professionnelle, les écoles, etc. (Lynch et Kajon, 2016). Les AdV virus peuvent étre
détectés dans des spécimens cliniques provenant des sites infectés par les techniques suivantes :
I’immunofluorescence, la culture virale et la PCR (Lee et al., 2010). La culture virale constitue la
technique de référence. Cependant elle est longue (environ 28 jours) et peu sensible surtout pour la
détection des AdV dans le sang. Quant a la PCR, elle est trés sensible et peut détecter les AdV dans

presque tous les spécimens cliniques (Lee et al., 2010).

3.3.7- Bocavirus humain

Le BoV a été découvert en 2005 par Tobias Allander et ses collaborateurs dans les sécrétions
respiratoires de sujets présentant une atteinte respiratoire aigu€¢ grace a 1’utilisation de techniques
moléculaires (Allander et al., 2005). Ce sont des virus 8 ADN, non enveloppés de la famille de
parvovirus découvert en 2005 (Brieu ef al., 2008). Ils sont responsables des infections respiratoires
et gastro-entérites chez I’enfant. Le BoV est un virus cosmopolite comme en témoigne sa détection
dans de nombreux pays depuis sa découverte (Foulongne et Segondy, 2009). C’est un virus
fréquemment détecté en coinfection et cela dans des proportions souvent importantes (Jartti et al.,

2012).

Le diagnostic d’une infection a BoV repose sur la détection de ’ADN viral dans les
prélévements par les techniques de diagnostic moléculaire. La plupart des laboratoires utilisent la
PCR conventionnelle ou la PCR a temps réel ciblant les genes NP1, NS1 ou VP1/2 (Catalano-Pons
et al., 2009).
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3.3.8- Entérovirus

La premicre classification des entérovirus a €té établie en utilisant les manifestations cliniques
et le pouvoir pathogeéne observé chez des animaux de laboratoire. Ces caractéristiques ont permis de
reconnaitre les quatre groupes suivants : poliovirus, coxsackievirus A, coxsackievirus B et echovirus
(Hassel, 2015). Le genre entérovirus de la famille des Picornaviridae est constitué de petits virus non
enveloppés a ARN simple brin de la famille des Picornaviridac (Racaniello, 2007). IIs sont
responsables des infections respiratoires, encéphalites, méningites, myocardites et d'autres infections
néonatales (Verboon-Maciolek et al., 2008). La transmission se fait principalement par la voie orale,

cependant certains sérotypes peuvent passer par la voie respiratoire.

Les cas de maladie surviennent sur un mode épidémique saisonnier avec un premier pic a la
fin du printemps ou au début de 1’été¢ et un second pic d’intensité moindre au début de 1’automne
(Solomon et al., 2010). La diminution de I’activité épidémique durant 1’été pourrait étre une
conséquence de la fermeture des écoles liée aux vacances scolaires, limitant localement la
transmission interindividuelle des souches d’EV-A (Wang ef al., 2011). La température et d’autres
facteurs environnementaux (hygrométrie) pourraient aussi influencer la survie dans 1’environnement
et la transmission des souches d’EV-A (Wang ef al., 2011).

L’identification de la souche par des techniques moléculaires permet d’apporter des
informations épidémiologiques sur le sérotype en cause et elle est effectuée en utilisant le prélévement
clinique utilisé pour le diagnostic virologique. L’avantage principal est la rapidité¢ d’obtention du

résultat (Hassel, 2015).

3.3.9- Rhinovirus

Ce sont des virus & ARN, non enveloppé de la famille des Picornaviridae et au genre
Enterovirus (Sanou, 2018). Ils sont responsables de la moiti¢ des cas de rhume. Ils sont aussi associés
aux crises d’asthme, sinusite, otite, et mieux, provoquent des exacerbations pulmonaires chez les
enfants (Esposito et al., 2014). On retrouve plus de 100 types de rhinovirus qui sont responsables
d’infections respiratoires chez 1’homme. L’infection a rhinovirus est caractérisée par une période

d’incubation courte (1-2 jours) et intervient tout au long de 1’année avec des pics en saison froide.

La plupart des patients infectés sont asymptomatiques ou présentent des symptdmes bénins mais ces
virus sont également fréquemment détectés chez les personnes atteintes d’otite, de bronchiolite, de
pneumonie (To et al., 2017). Les patients avec une infection sévere a RVH sont le plus souvent

immunodéprimés ou sont atteints d’une maladie chronique. Aussi, les patients atteints d’asthme sont
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susceptibles de faire des infections séveéres a RVH (Greenberg, 2011). Cependant, d’autres études
n’ont relevé aucun lien entre le type d’espéce et la sévérité clinique (Xiao et al., 2015). Dans les
régions tempérées, le pic des infections a RVH est atteint en début d’automne et au printemps. Cette

saisonnalité est similaire a celle des régions subtropicales (Greenberg, 2011).

La culture virale est utile pour la détection du RVH mais est peu utilisée a cause de sa faible
sensibilité. Avec le développement de techniques de biologie moléculaire, la capacité a détecter les
virus respiratoires a considérablement augmenté. Ainsi, la détection des RVH dans les échantillons
respiratoires a ¢t¢ améliorée par la RT-PCR. Plusieurs études ont révélé une sensibilité accrue de la

RT-PCR par rapport a la culture virale (To et al., 2017).

4- Les méthodes moléculaires

Ces techniques permettent de caractériser les micro-organismes d’un échantillon, qu’ils soient
cultivables ou non, dans leur environnement naturel. Les méthodes moléculaires peuvent s’affranchir
de la mise en culture (Payet, 2017). Ainsi, [’utilisation de la PCR s’est largement développée pour le
diagnostic des infections virales ou bactériennes a partir des sécrétions nasopharyngées ou de liquide
de lavage alvéolaire (Galmes, 2013). Certaines applications de biologie moléculaire, dans un souci
de spécificité, nécessitent une étape préliminaire d’extraction d’ADN (Payet, 2017). L’analyse
d’échantillons par la biologie moléculaire passe par trois étapes que sont d’abord ’extraction de
I’ADN et/ ou I’ARN de I’échantillon d’origine; ensuite I’amplification par PCR de la séquence ADN
/ ARN cible du pathogene enfin la détection des produits de I’amplification. Au fil des années, les
méthodes couvrant ces trois étapes se sont améliorées. L’une des principales innovations est le
développement de la PCR en temps réel, qui permet de combiner les étapes 2 et 3, réduisant ainsi
considérablement le temps d’analyse. Par conséquent, les résultats sont actuellement disponibles dans

les 24 heures, au lieu de quelques jours (Castro et Molina, 2011)

4.1- Extraction

Avant toute réaction de PCR, une étape d’extraction préliminaire est nécessaire. L’extraction
peut étre manuelle ou automatisée. Une lyse préalable des cellules est effectuée. Elle est couramment

faite par des produits chimiques ou par variation thermique.

Les produits les plus fréquemment utilisés en lyse chimique sont : le sulfate de guanidine et le
chloroforme. Le reste du principe d’extraction consiste a capter les acides nucléiques et éliminer les

¢léments non nécessaires par purification. Les acides nucléiques sont le plus souvent captés par la
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silice magnétique, le fer et les résines échangeuses d’ions. La lyse thermique, effectuée par choc
thermique ou variation thermique consiste a passer brusquement de -20° C a 100° C provoquant aussi

une lyse de la paroi bactérienne et la libération de I’ADN (Diarra, 2014).

4.2- PCR classique

La PCR est une technique basée sur une répétition de cycles de transition de température.
Les composantes sont :

» La matrice qui est constituée de I’ADN obtenu par extraction.

» Les amorces jouent un role en s’hybridant a ’ADN matrice. Elles délimitent également la
région de ADN a amplifier avec leur extrémité 3’OH libre servant d’amorce pour I’ADN
polymérase.

» Le dNTP (désoxynucléotidetriphosphate) est un mélange de quatre nucléotides triphosphates
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP). 1l est utilisé au cours d’une PCR comme élément de synthése des brins
d’ADN.

» Le cofacteur est une substance dont la présence est nécessaire en plus d’une enzyme pour
qu’une réaction se déroule. Le magnésium (Mg) est le cofacteur le plus couramment utilisé.

» Le tampon sert a maintenir stable le pH du milieu réactionnel au niveau optimal pour la Taq

polymérase. Il contient souvent des cations bivalents Mg>" servant de cofacteur (Diarra, 2014).

4.2.1- Dénaturation initiale

Avant de commencer les cycles de PCR proprement dit, une étape de chauffage généralement
10 a 15 mn a 95° C est réalisée. Cette étape permet de dénaturer les ADN double brin, de casser les
structures secondaires, d’homogénéiser le milieu réactionnel par agitation thermique, d’activer les
polymérases de type « Hot start », de dénaturer d’autres enzymes qui pourraient étre dans la solution

(Diarra, 2014).

4.2.2- Phase de dénaturation

Cette étape généralement de 0 a 1 minute a 95°C permet de dénaturer I’ADN, de décrocher
les polymérases qui seraient encore liées a une matrice et d’homogénéiser le milieu réactionnel.

L’ADN initial adopte une conformation linéaire, sans structure secondaire et simple brin.

Les amorces, les ANTPs et les polymérases sont en large exces et répartis de fagon homogene dans la

solution (Diarra, 2014).
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4.2.3- Phase d’hybridation ou d’appariement des amorces

Cette étape généralement de 2 a 60 s a 56- 64 °C permet aux amorces sens et anti-sens de
s’hybrider aux ADN matrice grace a une température qui leur est thermodynamiquement favorable.
Certaines des amorces dites « sens » s hybrident avec leur séquence complémentaire sur le brin anti-
sens ; d’autres amorces dites « anti-sens » se lient aux brins sens. Deux polymérases peuvent alors
interagir avec les deux complexes amorces/ADN matrice. Peu de brins d’ADN matrice peuvent
s’hybrider avec leur brin complémentaire, ce qui empécherait la fixation des amorces, car ces

derniéres sont bien plus courtes et en concentration bien plus importante (Diarra, 2014).

4.2.4- Phase d’élongation

Cette étape généralement de 4 a 120 s a 72° C permet aux polymérases de synthétiser le brin
complémentaire de leur ADN matrice a une température qui leur est optimale. Ce brin est fabriqué a
partir des dNTPs libres présents dans le milieu réactionnel. La durée de cette étape dépend
normalement de la longueur de I’amplicon. Les polymérases parcourent leur brin matrice de son
extrémité 3’ vers son extrémité 5’ tout en synthétisant le brin complémentaire. Elles s’arréteront au
bout de leur ADN matrice, décrochées par la phase de dénaturation du cycle suivant. Les ADN néo-
synthétisés sont donc précisément définis a leur extrémité 5’ mais pas a leur extrémité 3°. Les ADN
sont alors bicaténaires sur une longueur plus ou moins importante. Nous obtenons alors deux brins
d’ADN matrice deux brins : un sens et un anti-sens d’ADN précisément définis a leur extrémité 5’

uniquement (Diarra, 2014).

4.2.5- Détection

La détection est faite a la fin des réactions de PCR soit en couplant un test ELISA, soit en
réalisant une migration électrophorétique sur gel d’agarose. Dans la migration électrophorétique, un
agent intercalant comme le bromure d’éthidium (BET) ou le Syber® Green est associé pour la
visibilité des bandes. Un marqueur de poids moléculaire est utilis¢ comme échelle aidant dans
I’identification de nos bandes d’intérét. Une bande contrdle de la taille de notre bande d’intérét doit

étre utilisée (Diarra, 2014).

4.3- PCR quantitative ou RT-PCR en temps réel

La PCR en temps réel est une révolution dans 1’utilisation de la PCR. Cette technique consiste
a mesurer la quantité d’ADN polymérisé a chaque cycle grace a un marqueur fluorescent. Elle permet

par son principe de faire des mesures quantitatives mais elle nécessite des thermocycleurs particuliers.
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Il ne faut surtout pas la confondre avec la RT-PCR (Reverse Transcription PCR), on préférera donc
les appellations PCR quantitative ou qPCR (Diarra, 2014) (figure 7).

Les différences entre les 3 techniques de PCR sont explicitées dans le tableau II.
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Figure 7: Principe de la sonde d’hydrolyse ou TagMan (Dubosson, 2011)

(1) Durant I’étape de dénaturation, la sonde est libre en solution.

(2) A température d’appariement, la sonde et les amorces s’hybrident a leurs séquences cibles respectives et la proximité

des fluorochromes permet 1’inhibition de la fluorescence. La polymérisation débute.

(3) La polymérase déplace et hydrolyse la sonde. Le fluorochrome émetteur est libéré de I’environnement du suppresseur

permettant ainsi I’émission de la fluorescence.
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Tableau II: Méthodes moléculaires utilisées pour les diagnostics (Olofsson ef al., 2011)

Méthode Description Commentaires
Détection par électrophorése sur ~ Absence de quantification,
PCR gel avec agent intercalant Contaminations fréquentes
conventionnelle Southern blot suivi par une Technique obsoléte

hybridation de sondes marquées

(enzymes, radio-isotopes)

PCR ou RT- PCR en
temps réel

Produits de PCR évalués a
chaque cycle.
Amorces spécifiques,

fluorescentes : hydrolyse, FRET

Multiplexage limité
Quantitatif ou sémi- quantitatif
Hautement spécifique

Faible risque de contamination

Possibilité de PCR « maison »

PCR ou RT-PCR
multiplex

PCR conventionnelle afin de
fixer plusieurs amorces aux
cibles.

Plusieurs amorces et cibles dans

la méme réaction d’amplification

Excellent multiplexage
Quelques tests commercialisés
Absence de quantification

Risque de contamination
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MATERIEL ET METHODES
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1- Matériel
1.1- Cadre d’étude

L’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire a constitué notre cadre d’étude. Les laboratoires de 1’Unité
de Bactériologie Clinique (UBC), I'unit¢ de Mycobactéries Tuberculeuse Atypiques, ’unité de
Biochimie Clinique et fondamentale site Cocody et le département des Virus Respiratoires, la Plate-
forme de Biologie Moléculaire de I’IPCI site d’ Adiopo-doumé, ont été les lieux de réalisation des

analyses.

1.2- Type d’étude

Ce travail est une étude expérimentale prospective portant sur les échantillons des patients
adultes, hospitalisés, atteints de pneumopathie alvéolaire au CHU de Cocody. La collecte des

¢chantillons s’est effevtuée durant la période de février 2016 a octobre 2017.

1.3- Période d’étude

Notre étude a été réalisée de février 2016 a octobre 2017 couvrant toutes les saisons y

compris la saison froide, séche et pluvieuse.

1.4- Population d’étude

90 patients souffrant de pneumopathie aigiie sévere ont été ajoutés dans cette étude. Sur les
échantillons de ces patients, des examens biologiques ont effectués a savoir la recherche de
mycobactéries tuberculeuses, les tests biochimiques, les tests hématologiques. Lorsque 1’état de santé
des patients €tait satisfaisant, ils subissaient une fibroscopie bronchique pour 1’obtention du LBA.
Cette fibroscopie a consisté a laver les bronches et les alvéoles avec 50 mL de sérum physiologique
a I’aide d’un endoscope. Le liquide est aspiré et recueilli dans un flacon stérile. Ce liquide obtenu est
appelé liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) qui est envoyé au laboratoire dans un délai de
moins de 2 heures a une température compris entre 15 et 25°C pour les analyses conventionnelles et

moléculaires.

1.5- Matériel biologique

Le matériel biologique était constitué¢ d’échantillons de sang, de sérum, d’expectoration et du

Liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA).
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Tous patients ayant une fievre, age > 18 ans,
avec une pneumonie alvéo-interstitielle bilatérale
confirmée par radiographie ou par scanner du thorax

!

Echantillons de liquide de
lavage broncho-alvéolaire

inclus
Y
Analyses Analyses Analyses
bactériologiques mycologique virologiques

Y

Echantillons
non- inclus pour cause de :
«» Tuberculose
+» Refus de I’étude
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Figure 8 : Organigramme de recrutement des patients adultes atteints de pneumonie
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1.6- Matériel technique

1.6.1- Matériel et réactifs pour la caractérisation phénotypique

1.6.1.1- Matériel pour I’ensemencement et I’isolement des souches bactériennes

Les appareils utilisés ont été principalement constitués d’une étuve a CO> réglée a 37° C ayant
servi a incuber les boites de Pétri ensemencées, le microscope optique Magnus Analytics (New Dehl,
India) a servi a observer les états frais, la forme des colonies et la mobilité des bactéries. Le petit
matériel a été constitué d’anse de platine utilisé¢ pour I’ensemencement du produit biologique et des
colonies bactériennes. Le Bec bunsen a été utilisé pour créer la zone de stérilité¢ du plan de travail ;
les boites de Pétri ont servi a couler la gélose d’agarose ; les lames et lamelles ont été utilisées pour
I’observation des bactéries au microscope optique ; le masque a servi pour se protéger des infections
transmissibles par voies aériennes ; la micropipette a été utilisée pour prélever 1’échantillon afin de
le déposer sur la lame et/ ou sur les boites de Pétri. Les milieux de culture utilisés ont été
principalement la gélose Columbia (Bio-Rad®, Marnes-la-Coquette, France) additionnée de 5% de
sang frais de mouton utilisée pour ’isolement de S. pneumoniae ; la gélose Columbia (Bio-Rad®,
Marnes-la-Coquette France) au sang cuit de mouton supplémentée de polyviteX (GSC+ PVX) ayant
servi a I’isolement des germes H. influenzae, M. catarrhalis, M. pneumoniae et C. pneumoniae ; la
gélose Chapman-Mannitol salée (Bio-Rad®, Marnes-la-Coquette, France) a servi a I’isolement de S.
aureus ; la gélose Eosine au Bleu de Méthyléne (EMB) (Bio-Rad®, Marnes-la-Coquette , France) a

servi a I’isolement de K. pneumoniae.

1.6.1.2- Réactifs pour ’identification des bactéries

Les réactifs utilisés ont été I’'urée-indole de Ferguson (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France)
qui a servi a savoir si les bactéries sont uréolytiques ; le disque d’oxydase (Bio-Rad®, Marnes-la-
Coquette, France) a servi a mettre en évidence la production du cytochrome C oxydase de la bactérie ;
le disque d’optochine (Bio-Rad®, Marnes-la-Coquette, France) est un disque imprégné d’antibiotique
ayant permis de confirmer I’identification de la bactérie S. pneumonie par la mesure de la zone
d’inhibition ; I’eau oxygénée a permis de mettre en évidence le métabolisme respiratoire de la
bactérie ; le réactif de kovacs a servi a mettre en évidence le caractére indologene de la bactérie ; le
kit de contrdle de Gram Nicolle (RAL Diagnostics, La Chapelle-sur-Erdre cedex, France) comprenant
la solution de Fuschine, la solution de Cristal violet (violet de gentiane), le lugol et I’alcool éthylique
90° a servi dans la coloration de Gram afin de mettre en évidence la forme et la coloration des

bactéries au microscope optique.
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Le bouillon coeur cervelle (BCC) (Bio-Rad®, Marnes-la-Coquette, France) a servi a déterminer la
mobilité des bactéries et le portoir réduit de Le Minor comprenant les milieux citrate de Simmons,
Lysine-Fer, Kligler-Hajna et Mannitol mobilité ont servi a identifier les caractéres biochimiques des

bactéries.

1.6.1.3- Matériel et réactifs pour la réalisation de I’antibiogramme

Les milieux utilisés pour la réalisation de I’antibiogramme ont été la gélose Mueller Hinton
(MH) de (BioM¢érieux, Marcy 1'Etoile, France) pour I’isolement des bactéries non exigeantes et la
gélose MH au sang de cheval défibriné et additionnée de B-NAD (MH-F) pour I’isolement des
bactéries exigeantes. La solution saline NaCl 0,85 % Medium 2 mL (BioM¢érieux, Marcy 1'Etoile,

France) a servi a préparer un mélange homogene de la bactérie pour réaliser I’antibiogramme.

Le densitométre (ATB 1550), Iétuve (Thermo Fisher Scientific, Wyman StreetWaltham, Etats-Unis),
un applicateur manuel de disques (Becton Dickinson), des écouvillons (Dutscher), un vortex (Velp
Scientifica) ont servi a la réalisation de I’antibiogramme. La lecture des boites et 1’interprétation des
résultats ont été faites par la méthode automatisée a 1’aide de I’automate ADAGIO (Biorad, France)
par capture de I’image des boites avec une caméra de lecture selon les recommandations du CA-SFM
(2016).

Un panel de 16 disques imprégnés antibiotiques (SirScan Discs, France) de différentes familles ont
été également utilisés pour la détermination de la résistance des bactéries dans cette étude.

La liste des disques d’antibiotiques utilisés dans cette étude pour K. pneumoniae et S. pneumoniae et

les diamétres critiques (break points) ont été consignés dans les Tableaux III et IV.
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Tableau III: Liste des antibiotiques des souches de Klebsiella pneumoniae CA-SFM, 2016

Charge Diamétres critiques
Familles Antibiotiques Sigle des disques
S> R<
(1g) -
Ticarcilline TIC 75 23 20
Pipéracilline PIP 30 20 17
Ampicilline AMP 10 14 14
Penicillines Amoxicilline+Acide AMC 20 19 19
clavulanique
Mécillinam MEC 10 15 15
Ticarcilline + ac TCC 75-10 23 20
Céfixime CFM 5 17 17
Céfoxitine FOX 30 19 15
Ceftriaxone CRO 30 25 22
Cephalosporines  Céfotaxime CTX 5 20 17
Ceéfépime FEP 30 27 21
Céfuroxime CXM 30 19 19
Ceftazidime CZD 10 22 19
Ofloxacine OFX 5 24 22
Norfloxacine NOR 10 22 19
Fluoroquinolones/  Ciprofloxacine CIP 5 26 24
Quinolones Acide nalidixique NAL 30 19 14
Péfloxacine PEF 5 24 24
Triméthoprime/ SXT 1,25- 23,75 14 11
sulfaméthoxazole
Sulfamides Gentamicine GMN 10 17 14
Aminosides Tobramycine TMN 10 17 14
Carbapénemes imipeneme IPM 10 22 16
M¢éropeneéme MEM 10 22 16
Phénicol Chloramphénicol CHL 30 17 17
Monobactames Aztréonam ATM 30 26 21
Nitrofurantoine Nitrofuranes NFE 100 11 11
Fosfomycine Fosfomycine FSF 200 19 19
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Tableau IV: Liste antibiotiques pour Streptococcus pneumoniae CA-SFM, 2016

Familles Antibiotiques Sigle Charge Diamétres

des disques (ng) critiques (mm)

S> R <
Pénicillines Pénicilline PEN 6
Céphalosporines  Ceftriaxone CRO 1-32
(C30G) Céfotaxime CTX 1- 32
Céfépime FEP 1-32
Fluoroquinolones  Norfloxacine NOR 10
Acide nalidixique =~ NAL 30 19 14
Ciprofloxacine CIP 5
Sulfamides Triméthoprime/ SXT 1,25- 23,75 18 15
sulfaméthoxazole
Phénicol Chloramphénicol =~ CHL 30 19 19
Glycopeptides Vancomycine VAN 5 13 13
Gentamicine GEN 500
Aminosides Erythromycine ERY 15 22 19
Macrolides Clindamycine CMN 2 19 19
Lyncosamides Pristinamycine PTN 15 19 19
Synergistine
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1.6.2- Matériel et réactifs pour la caractérisation moléculaire

L’automate MagNA Pure Compact nucleics acids (Roche) a été utilisé pour 1’extraction des
acides nucéiques des bactéries selon les indications du fabricant (annexe 1) en utilisant le kit Pure
Compact Nucleic Acid Isolation (Roche Diagnosticl, Mannheim, Germany). Le thermocycleur ABI
Fast® 7500 (annexe 2), les plaques ABI, le kit Fast-track diagnostic (FTD) bacterial pneumonia
CAP ont servi pour I’amplification de I’acide nucléique des bactéries (tableau V). Les amorces et
séquences utilisées sont listées dans le tableau VI.

Ensuite, le kit QIAamp® DNA Mini (Qiagen, GmbH) comprenant du tampon AVE, du tampon AVL,
du tampon AW1, du tampon AW2, du tampon d’élution (AE) et le kit Fast-track diagnostic FTD
Pneumocystis PCR ont été le matériel utilisé pour 1’extraction et 1’amplification de Prneumocystis
Jjirovecii.

Enfin, les analyses virologiques ont été précédées par I’extraction des ARN et ADN en utilisant le kit
QIAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen, Hilden) comprenant du tampon AVE, du transporteur d’ARN
lyophilis¢, du tampon AVL, du tampon AW1, du tampon AW2, de I’éthanol 95-100 %. Les Kit
Invitrogen Real Time PCR Template - superScript III Platinum, One step qRT-PCR systeme ont été
utilisés pour I’amplification de I’ADN et ARN des virus respiratoires (tableau VII).
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Tableau V: Différents constituants du kit Fast Track Diagnostic bacterial pneumonia CAP

Contenant

CAP1PP Amorce/sonde : Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae et Moraxella catarrhalis

CAP2PP Amorce/sonde : Legionella sp., Mycoplasma pneumoniae et Chlamydia
pneumoniae

CAPI1 PC Controle positif 1 : Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae et Moraxella catarrhalis

CAP2 PC  Contrdle positif 2: Legionella sp., Mycoplasma pneumoniae et Chlamydia

pneumoniae
NC Contrdle négatif
IC Controle interne
Enzyme 25x RT-PCR
Tampon 2x RT-PCR buffer (Fast-track mastermix)

CAP : Community-acquired pneumonia

CAPIPP : Melange réactionnel 1 contenant les amorces et les sondes des bactéries Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae et Moraxella catarrhalis

CAP2PP : Melange réactionnel 2 contenant les amorces et les sondes des bactéries Legionella sp., Mycoplasma
pneumoniae et Chlamydia pneumoniae

CAPIPC : Melange réactionnel 1 contenant les controles positifs des bactéries Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae et Moraxella catarrhalis

CAP2PC : Melange réactionnel 2 contenant les controles positifs des bactéries Legionella sp., Mycoplasma
pneumoniae et Chlamydia pneumoniae

NC : contrdle négatif

1C' * contrdle interne
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Tableau VI: Bactéries recherchées et génes ciblés

Bactéries Gene Séquence (5°- 3°) Auteurs
Mycoplasma MP5 F : GAAGCTTATGGTACAGGTTGG Bernet et
pneumoniae R : ATTACCATCCTTGTTGTAAGG al., 1989
Legionella MIP F : GCAATGTCAACAGCAA Wilson et
pneumophila R : CATAGCGTCTTGCATG al., 2003
Chlamydia MOMP F : CAGGACATCTTGTCTGGCTT Yoshida et
pneumoniae R : CAAGGATCGCAAGGATCTCC al., 1998

F : TGGCGGTGAGTGCCG Greiner et
Moraxella catarrhalis  copB R : AGCCGTGCTTTCGTCTTTTTC al., 2003
Streptococcus IytA F : GGCTACTGGTACGTACATTC Messmer
pneumoniae R : AATCAAGCCATCTGGCTCTA etal., 1995
Haemophilus omp P6 F: CGGTTTTGATAAATATGACATTACT Vu et al.,
influenzae R : CTAAATAACCTTTAACTGCATCT 2011
Staphylococcus aureus nuc F: GCGATTGATGGTGATACGGTT Brakstad

R : AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC etal.,1992
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Tableau VII: Amorces et sondes utilisées pour la recherche des virus respiratoires

Virus Géne (position) Séquence (5°- 3”)

Hemagglutinine Fwd: GTTGTCAATGTCTTAATTCGTATCAATAATT

PIV-1 Neuraminidase =~ Rev: GTAGCCTMCCTTCGGCACCTAA

(1191-1299) Pr:(FAM)-TAGGCCAAAGATTGTTGTCGAGACTATTCCAA-(TAMRA)

Hemagglutinine Fwd: GCATTTCCAATCTTCAGGACTATGA

PIV-2 Neuraminidase =~ Rev: ACCTCCTGGTATAGCAGTGACTGAAC

1 (767-856) Pr: (CY5)-CCATTTACCTAAGTGATGGAATCAATCGCAAA-(BHQ-2)

Hemagglutinine Fwd: TGATGAAAGATCAGATTATGCATATC

PIV-3 Neuraminidase ~Rev: CCGCGACACCCAGTTGTG

(822-1070) Pr: (ROX)-TGGACCAGGGATATACTACAAAGGCAAAAT-(BHQ-2)

COV  Nucléocapside ~ Rev: CCTTCCTGAGCCTTAATATAGTAACC

0C43 (29607-29682)  Pr: (ROX)-TCCGCCTGGCACGGTACTCCCT-(BHQ-2)

Région 5' Non Fwd: AGTCCTCCGGCCCCTGAAT

HRV codante Rev : ACACGGACACCCAAAGTAGT
(441-558) Pr: (CY5)-TGAGCAATTGTGGATGGGA-(BHQ-2)
2 Fwd : AAATACGGTGGATTAAATAAAAGCAA
Hemagglutinine
FLUB Rev : CCAGCAATAGCTCCGAAGCAA
(937-11006)

Pr: JOE)-CACCCATATTGGGCAATTTCCTATGGC-(BHQ-1)

Protéine de la Fwd: ATGTCTCTTCAAGGGATTCACCT

HMPV  Nucléocapside Rev: AMAGYGTTATTTCTTGTTGCAATGATGA

(1-139) Pr: (JOE)-CATGCTATATTAAAAGAGTCTCARTAC-(BHQ-1)
Protéine de la Fwd: GCAAATATGCAAACATACGTGAACA
VRS Matrix Rev : GCACCCATATTGTWAGTGATGCA

(3255-3369) Pr: (ROX)-CTTCACGAAGGCTCCACATACACAGCWG-(BHQ-2)

Fwd : CTTCTAACCGAGGTCGAAACG
3 pLya Protéine de la Tp oA GGGCATTTTGGACAAAKCGTCTA

Matrix (7-251) b (FAM)-CCTCAAAGCCGAGATCGCGCA-(BHQ-1)

COV- Protéine de la Fwd: CAGTCAAATGGGCTGATGCA

229E  Nucléocapside Rev: AAAGGGCTATAAAGAGAATAAGGTATTCT

(25712-25768) Pr: (FAM)-CCCTGACGACCACGTTGTGGTTCA-(TAMRA)

Proteine de la Fwd: CCTTGCGAATGAATGTGCT

Nucléocapside Rev : TTGCATCACCACTGCTAGTACCAC
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COV- (28409-28847)  Pr: (CY5)-TGTGTGGCGGTTGCTATTATGTTAAGCCTG-(BHQ-2)
HKU1
COV-  Protéine de la Fwd: ACCTAATAAGCCTCTTTCTCAACCC
4 NL63 Nucleocapside Rev : GACCAAAGCACTGAATAACATTTTCC
(360-469) Pr: (JOE)-AACACGATTCCAACGAGGTTTCTTCAACTGAG-(BHQ-1)
ADV Protéine de 1I” Fwd: GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT
Hexon Rev : GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC
(18858-18989)  Pr: (FAM)-TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCCGA-(TAMRA)
5 BOV Protéine non Fwd: GCACAGCCACGTGACGAA
Structurale Rev : TGGACTCCCTTTTCTTTTGTAGGA

(2391-2466)

Pr : (JOE)-TGAGCTCAGGGAATATGAAAGACAAGCATCG-(BHQ-1)

Fwd=Forward (amorce sens); Rev=Reverse (amorce anti-sens); Pr=Probe (sonde spécifique); 6-FAM=6-

Carboxyfluoresceine; TAMRA=Tétramethylrhodamine; JOE=6-carboxy-dichloro-dimethoxyfluoresceine; BHQ-1, -2=Black
Hole Quencher™-1, -2; ROX=6—Carboxyl-X-Rhodamine; Cy5=Cyanin-5.

PIV-1; -2, -3 : Virus Parainfluenzae 1, 2 et 3
COV 0C43 : Coronavirus OC43

HRYV : Rhinovirus Humain

FLUB : Virus influenza B

HMPYV : Métapneumovirus Humain
VRS : Virus Respiratoire Synctitial
FLUA : Virus influenza A
COV-229E : Coronavirus 229 E
COV-HKUTI : Coronavirus HKU1
COV-NL63: Coronavirus NL63
ADV : Adénovirus

BOV : Bocavirus
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2- Méthodes
2.1- Test de la sérologie au VIH

Des prélévements sanguins ont été réalisés chez les patients présélectionnés. Sur ceux-ci, le
test du dépistage du VIH a été réalisé grace au test rapide Détermine HIV-1/2.

Le sang prélevé dans un tube a bouchon rouge a été centrifugé a 1500 tours/minute. Ainsi, a 1’aide
d’une pipette de précision, 50 pul de sérum ont été prélevé et déposé sur le tampon absorbant qui est
sur la bandelette. La lecture du résultat s’est fait aprés 15 minutes. Le test était positif s’il apparaissait
2 bandes quelle que soit leur intensité a la fois dans la zone de controle et celle du patient. Quant au
résultat négatif, il se traduisait par ’apparition d’une bande dans la zone de contrdle et aucune dans

la zone du patient.

2.2- Recherche du bacille tuberculeux

De méme sur les patients, la recherche des Bacilles Acido-Alcoolo Résistants (BAAR) a été
faite a I’examen direct en microscopie sous coloration de frottis au Ziehl-Neelsen. Pour ce faire, un
prélévement de crachat a été étalé sur une lame posée sur son support et par la suite a été recouverte
de fuschine phéniquée. La lame a été imbibée d’alcool puis flammée et chauffée par le dessous
jusqu’a émission de vapeurs par le colorant mais sans aller jusqu'a 1’ébullition. L’opération a été
répétée deux fois le tout en une dizaine de minutes. La lame a été lavée a I’eau et recouverte d’acide
sulfurique dilué au quart dans 1’eau pendant 2 min, la coloration devient jaunatre. La lame a été lavée
une seconde fois a 1’eau et recouverte d’alcool a 95 ° pendant 3 min, la coloration devient rose pale.
La lame a été de nouveau lavée a 1’eau et recouverte de bleu de méthyléne phéniqué pendant 30
secondes. Un dernier lavage a été effectué a I'eau, essuy¢ et séché.

La lecture a été faite au microscope a 1’objectif x100 avec 1’huile a immersion pendant au moins 10
min. Les BAAR apparaissent en rouge sur un fond bleu. Le nombre de BAAR a été compté

systématiquement dans chaque champ.

2.3- Echantillonnnage

Lorsque les patients ne présentaient pas de tuberculose et que leurs états de santé étaient
satisfaisants, ils subissaient une fibroscopie bronchique pour I’obtention du liquide broncho-
alvéolaire (LBA). Le LBA est un prélévement invasif effectué sous un endoscope. Il a consisté a
injecter puis a aspirer 4 a 6 fois un volume de 50 ml de sérum physiologique a travers un fibroscope
placé dans une bronche sous segmentaire. Il a I’avantage d’explorer une vaste zone de poumons, des
bronchioles distales et jusqu’a 100 millions d’alvéoles. Le LBA prélevé et recueilli dans un récipient

stérile a usage unique a été¢ acheminés immédiatement a 1’unité de bactériologie clinique (UBC) de
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I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire, site de Cocody, pour réaliser des analyses microbiologiques et plus
tard des analyses moléculaires a la Plateforme de Biologie Moléculaire et au département des virus

respiratoires de 1’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire, site d’Adiopo-doumé.
2.3.1- Criteres d’inclusion

Les patients de dix-huit (18) ans et plus, de tout sexe confondu, ayant des signes cliniques,
des images radiologiques en faveur d’une pneumopathie alvéolo-interstitielle confirmée par la
radiographie du thorax, la recherche des BAAR négative dans les expectorations, et hospitalisés

pendant la période d’étude pour prise en charge ont été inclus.

2.3.2- Criteres de non-inclusion

Les patients de moins de 18 ans, les patients détectés tuberculeux, ceux refusant de faire la
fibroscopie ou ceux décédés de fagon précoce en cours d’hospitalisation sans avoir faire la fibroscopie

n’ont pas été inclus.

2.4- Collecte et analyses des données

Les données ont été collectées sur une fiche d’enquéte pré établie. Elles ont été traitées avec
Word Office 2010 Microsoft, la saisie et I’analyse des variables ont été faites avec le logiciel STATA
version 15.0 et les graphiques ont été réalisées a partir d’Excel Office 2013 Microsoft. Les tests
statistiques utilisés sont le test de Khi 2. Le seuil de significativité a été le test de I’écart type avec un

seuil alpha = 0,05.

2.5- Considérations éthiques

Un consentement éclairé écrit a €té obtenu chez tous les patients avant leur inclusion dans
I’é¢tude (Annexe 3). Le respect de I’anonymat a été assuré par I’utilisation des numéros d’anonymats
lors de I’analyse des données. Les données ont été collectées avec I’accord du service de Pneumo-

phtisiologie du CHU de Cocody. Ainsi, I’¢tude a eu I’approbation du Comité National d’Ethique et
de Recherche sous la référence N° 31/MSLS/CNER-dkn du 23 juin 2015 (Annexe 4).

2.6- Identification des bactéries par les méthodes conventionnelles

L’isolement et 1’identification des bactéries ont été réalisés par des méthodes culturales et

biochimiques standards.
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2.6.1- Examen microscopique et coloration de Gram direct des échantillons de LBA

Un examen microscopique a été réalisé sur le liquide de lavage broncho-alvéolaire. Ainsi, sur
une lame porte objet, une goutte du LBA a été déposée et recouverte d’une lamelle. Cette préparation
a été¢ déposée sur un microscope optique a 1’objectif x 40 pour la visualisation.

L’¢état frais a permis d’observer la présence des cellules épithéliales, des leucocytes, des cellules
bronchiques ou alvéolaires et des bactéries.

Aprées I’observation de ’état frais des échantillons de LBA, des étalements ont été faits sur
des lames porte-objet a partir du culot obtenu apres centrifugation suivi de coloration de Gram.

En effet, chaque culot a été déposé sur la lame porte-objet qui a été ensuite séchée a température
ambiante puis flambée au feu apres ajout de quelques gouttes d’alcool pour la fixation.

La coloration proprement dite a débuté par le recouvrement du frottis avec le violet de gentiane
pendant une minute. Elle est ensuite rincée avec de I’eau de robinet et recouverte de lugol (mordant)
pendant une minute. Un deuxiéme ringage avec de 1’eau de robinet a été effectué suivi d’une
décoloration avec de I’alcool a 90° pendant 5 a 10 secondes. Enfin la lame a été recouverte avec de
la fuschine pendant 30 secondes, rincée et séchée a la température ambiante. La lecture s’est effectuée
au microscope optique a 1’objectif x100 avec de I’huile a4 immersion afin d’apprécier la morphologie
des bactéries. La coloration de Gram a permis de déterminer la morphologie, le mode de
regroupement et de distinguer les bactéries a Gram négatif qui apparaissent roses et les bactéries a
Gram positif qui appraissent violettes. Ainsi, le choix des milieux de culture pour les ensemencements

a été faite en fonction des résultats de la coloration de gram obtenu.

2.6.2- Ensemencement

Apres la coloration de Gram, les échantillons de LBA ont été ensemencés sur quatre milieux
dont deux sélectifs et deux d’enrichissement (Halima, 2015). Dans des conditions d’asepsie, les
¢chantillons de LBA ont été prélevés a I’aide d’une pipette pasteur, et ont été ensemencés sur les boites
contenant les différents milieux. Ce sont les géloses €osine au bleu de méthyléene (EMB), les géloses
chapman-mannitol au sel, les géloses Columbia avec 5% de sang frais de mouton additionné de 5
g/mL de gentamicine (GSF) et les géloses Columbia additionnée de 5% de sang cuit de mouton
supplémenté de polyvitex (GSC). Ces géloses ont permis la détection respective de K. pneumoniae,

de S. aureus, de S. pneumoniae, de H. influenzae et M. catarrhalis.

L’ensemencement a consist¢ a déposer a 1’aide d’une pipette compte-goutte, une goutte de
I’échantillon sur les différents milieux précités. Ensuite, avec une pipette Pasteur stérile, des stries

d’ensemencement ont été faites selon la méthode des cadrans.
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Les boites contenant les milieux GSF et GSC ont été incubés dans une étuve a 37° C pendant 24
heures dans une atmosphere enrichie en CO; en anaérobiose pour la recherche des bactéries
exigeantes : S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis ; tandis que les autres boites contenant les
milieux ordinaires, EMB, Chapman, ADNase ont été incubés dans une étuve a 37 °C pendant 24 heures

en aérobiose pour les bactéries non exigeantes telles que K. pneumoniae et S. aureus.

2.6.3- Etude bactériologique

L’identification des bactéries a été effectuée en utilisant les caractéres morphologiques (la
forme, la couleur, la taille, I’odeur a partir des boites de pétrie) et biochimiques (activités
enzymatiques simples, catalase et oxydase, activités enzymatiques métaboliques, métabolisme des

sucres) (Zriyra, 2013).

2.6.3.1- Recherche des enzymes respiratoires

2.6.3.1.1- Test de recherche de I’oxydase

Principe :
Le cytochrome oxydase ou oxydase est une enzyme de la chaine respiratoire bactérienne qui

catalyse des réactions d’oxydation du type :

Le cytochrome oxydase

DH2 + %5 02 » D+ H20

En présence d’oxygene ambiant, cette enzyme peut oxyder un substrat incolore en un produit (Le
PDA, N-diméthyl paraphényléne diamine) facilement repérable car coloré d’une couleur violette :

Substrat réduit incolore ——— Produit oxydé coloré.

Protocole

Pour se faire, un disque d’oxydase imbibé d’eau physiologique stérile a été déposée sur une
lame porte objet, ensuite une colonie suspecte a été prélevée a I’aide d’une pipette Pasteur et déposée

sur le disque d’oxydase humidifiée.

2.6.3.1.2- Test de la recherche a la catalase

Principe :

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H203),
produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries. Dans cette réaction, le péroxyde

d’hydrogene agit comme donneur et accepteur d’électrons.
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H>0» » H,O+1/2 02

La recherche de la catalase est un test fondamental pour 1’identification bactérienne.

Protocole :

Sur une lame, une goutte de peroxyde d’hydrogeéne (eau oxygénée) a été déposée. Ensuite,
une colonie suspecte a été prélevée a 1’aide d’une d’une pipette pasteur et a été déposée sur la goutte

d’eau oxygénée.

2.6.3.1.3- Recherche de la coagulase

Principe :

La mise en évidence de la coagulase libre permet la différenciation des especes du genre
Staphylococcus. La coagulase libre est une enzyme capable de coaguler le plasma de lapin, recueilli
sur anticoagulant, in vitro.

Coagulase

Fibrinogéne + H>O » fibrine (qui se polymérise) + peptides

Protocole
Une colonie bactérienne a été prélevée a I’aide d’une pipette Pasteur et a été plongée dans 1ml
du plasma citraté humain puis ce mélange a été agité et incubé pendant 4 heures dans une étuve a

37°C.

2.6.3.3.4- Test de recherche de désoxyribonucléase (ADNase)

Principe :

Certaines  bactéries ¢élaborent une exo-enzyme capable dhydrolyser l'acide
désoxyribonucléique (ADN). La mise en évidence de I’ADNase consiste a cultiver la souche en
présence d’ADN et a détecter I’hydrolyse éventuelle de I’ ADN grace a : I’acide chlorhydrique (HCI),
qui a la propriété de précipiter I’ADN.

Protocole :

La recherche de I’ADNase (Désoxyribonucléase) a été obtenue en ensemenceant sur la gélose ADN,

une colonie bactérienne prise de la gelose Chapman noté positive. Une strie de surface sur le milieu

de la gélose ADN a été effectuée puis la gélose a été incubée a 37°C pendant 24 heures dans une
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¢tuve. Il y’aura un développement. La surface de la gélose a été inondée avec quelques millilitres

d’acide chlorhydrique (HCI).

Puis, la gélose a été laissée a ’air libre pendant 10 minutes au repos et I’excés d’Hcl a été réaspiré

avec une pipette compte- goutte afin d’observer la réaction qui s’est produite.

2.6.3.3.5- Test d’optochine

Principe

Le test d’optochine est utilisé pour distinguer le pneumocoque des autres Streptocoques o-

hémolytiques.
Protocole :

Une souche présumée de Streptococcus pneumoniae a été ensemencé sur le milieu gélose au
sang frais. Ensuite, a I’aide d’une pince flambée et refroidie, un disque imprégné d’optochine a été
déposé dans la premicre partie, a 1,5 cm du bord de la boite de Pétri et enfin la boite a été incubée

pendant 18 heures a 35 °C sous 10% de COx.

2.6.3.2- Tests d’identification biochimiques

La galérie classique (portoir réduit de Le Minor) nous a permi de faire I’identification

bactérienne, en s’appuyant sur ces caractéres biochimiques.

2.6.3.2.1- Utilisation du citrate de simmons

Le milieu citrate de simmons du portoir réduit de Leminor a été coulé en tube et n’a pas
comporté de culot. Ce milieu a été ensemencé par stries longitudinales sur la pente. La presénce de
colonies sur la pente et/ou le virage du milieu du vert au bleu indique que la bactérie est capable

d’utiliser le citrate comme seule source de carbone pour sa croissance.

2.6.3.2.2- Détermination de la production d’uréase et d’indole

Le milieu urée-tryptophane appelé improprement milieu urée- indole fait partie du portoir
réduit de Le Minor.
Il est un milieu complexe qui fournit un ensemble de résultats utiles pour la différenciation des
entérobactéries. Les entérobactéries peuvent dégrader I’urée qui est un composé organique et qui peut
servir de source d’azote unique aux bactéries possédant une uréase tres active. En effet, en présence
de cette enzyme, les bactéries uréolytiques peuvent transformer 1’urée en ammoniac et en carbonate

d’ammonium qui alcalinise le milieu et fait virer I’indicateur coloré de pH (le rouge de phénol) du
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jaune au rouge-rose en milieu basique. L’ensemencement du milieu urée-indole a été réalisé en
émulsionnant une colonie dans le milieu et en incubant & 37°C dans une étuve pendant 24 heures.
Apres, 3 gouttes du réactif de Kovacs ont été¢ ajouté a I’aide d’une pipette compte-goutte. Le
diméthylamino-4-benzaldéhyde contenu dans le réactif de Kovacs est capable de réagir avec 1’indole,
produit de I’activité de la tryptophanase pour former un anneau coloré en rouge a I’interface du tube,

traduisant une réaction positive. La lecture a été faite apres 24 heures d’incubation a 37°C.

2.6.3.4.3- Milieu Lysine- fer

Le milieu du portoir réduit de Leminor de couleur violette a été coulé en tube et comporte une
pente et un culot. Ce milieu a permis de mettre en évidence deux caractéres biochimiques : la lysine
désaminase (LDA) qui est lu sur la pente et la lysine décarboxylase (LDC) sur le culot. A partir d’une
suspension bactérienne, un ensemencement a été fait par piqure centrale dans le culot a I’aide d’une
pipette Pasteur fermée stérile et un ensemencement par stries longitudinales sérrées sur la pente a été
faite. Le milieu a été incubé a 37°C pendant 24 heures et la présence de colonies sur la pente et/ou le
virage du milieu du violet au rouge vin indique que la bactérie posseéde la lysine désaminase. De
méme, la coloration inchangée violette du milieu dans le culot a mis en évidence la lysine

décarboxylase de la bactérie.

2.6.3.4.4- Milieu kligler- hajna

Le milieu du portoir réduit de Leminor de couleur orange a été coulé en pente et en culot. Ce
milieu d’identification a permis de mettre en évidence la fermentation du glucose avec ou sans
production de gaz, la dégradation du lactose, la production de I’hydrogene sulfuré (H»S). A partir
d’une suspension bactérienne, un ensemencement a été fait par piqure centrale dans le culot a I’aide
d’une pipette Pasteur fermée stérile et un ensemencement par stries longitudinales serrées sur la pente
a ¢té faite. Le milieu a été incubé a 37°C pendant 24 heures. L’acidification du culot, en anaérobiose
traduit que le glucose a été dégradée en produits acides et a été révélé par le virage de 1’indicateur
coloré le rouge de phénol a sa teinte acide jaune. De méme, ’acidification de la pente en aérobiose
indique que le lactose a été dégradé en produits acides entrainant I’indicateur de pH a rester a sa teinte
acide jaune. La présence de thiosulfate de soduim dans le milieu et de fer III a permis d’apprécier la
capacité des bactéries a produire de 1’H»S a partir du thiosulfate. L’H»S a formé un précipité noir avec

le fer III par la réduction du thiosulfate de soduim.
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2.6.3.3- Test complementaire : Test de mobilité

Le test de mobilité des bactéries a été réalisé a 1’état frais. Pour ce faire, une colonie de la
bactérie a étudier a été ensemencée dans un tube a hémolyse contenant 3 mL de bouillon cceur cervelle

(BCC) puis incubée pendant 3 heures a 37°C dans une étuve.

Ensuite, une goutte de ce bouillon a été déposée entre lame et lamelle afin de déterminer la mobilité

des bactéries au microscope optique a 1’objectif x 40.

2.6.3.4- Traitement avec les antimicrobiens

2.6.3.4.1- L’antibiogramme

Principe :
L’antibiogramme permet de mesurer la capacité d’un antibiotique & inhiber la croissance

bactérienne. Il permet de déterminer 1’efficacité d’un antibiotique vis-a-vis une infection bactérienne.
Protocole

Dans des conditions stériles, une suspension bactérienne a été préparée a partir des souches
obtenues sur les différents milieux. A I’aide d’une anse, une colonie a été prélevée et plongée dans
une suspension d’eau physiologique. Afin d’avoir de bons résultats, on a été obligé de passer par la
standardisation pour déterminer I’absorbance a une densité optique (DO) qui se situe de 0,08 jusqu’a
0,1 a 680 nm. Apres avoir mesuré la D.O, un écouvillon a été plongé dans le tube qui contient la
suspension, et a été étalé sur la gélose Muller Hinton dans toutes les directions.

A D’aide d’une pince métallique, on a déposé les disques d’antibiotiques dans la zone stérile. Ces

boites ensemencées ont ét¢ incubées a 37°C pendant 24 heures.
2.6.3.4.2- Préparation de I’inoculum bactérien

A partir de culture de souche pure de 24 heures obtenue sur une gélose nutritive, une a deux
colonies ont été émulsionnées dans un tube contenant 2 mL d’eau physiologique NaCl 0,85%.
Ensuite, la suspension obtenue a €t€ homogénéisée a 1’aide d’un vortex. La densité du mélange a été

ajustée a I’aide d’un densimat a 0,5 MacFarland (108 UFC/mL).

2.6.3.4.3- Ensemencement de la gélose Mueller Hinton MH et Mueller Hinton F

Les géloses MH et MH-F ont ét¢ ensemencées par écouvillonnage en utilisant 1’inoculum

bactérien.
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Selon PEUCAST CA- SFM 2016, un écouvillon en coton stérile a ¢été¢ plongé dans la suspension
bactérienne et I’exces de liquide a été ¢liminé en tournant I’écouvillon sur les parois du tube. La
totalité de la surface des géloses MH et MH-F a été écouvillonné par la suspension bactérienne. Ainsi,
les boites ensemencées ont été séchées pendant environ 15 min a température ambiante sur les

paillasses du laboratoire.

2.6.3.4.4- Pose des disques et pré diffusion des antibiotiques

La technique des disques a consisté a utiliser des disques de papier imprégnés de différents
antibiotiques a tester. Apres séchage des géloses MH et MH-F, les disques d’antibiotiques ont été
disposés a la surface des géloses uniformément ensemencées avec une suspension de la bactérie a
¢tudier a ’aide d’un applicateur de disques. Autour des disques, une zone circulaire indemne de
colonies, zone d’inhibition est observée. Au bout de 24 h d’incubation a I’étuve, les différents
diametres d’inhibition ont été lus. Les conclusions ont été faites en comparant les résultats obtenus

aux abaques de lecture de la CA-SFM.

2.6.3.4.5- Lecture et interpretation d’antibiogramme

La lecture des boites et I’interprétation des résultats ont été faites par la méthode automatisée

a I’aide d’un automate nommé ADAGIO (Biorad, France) par capture de I’image des boites avec une
caméra de lecture.
Les résultats ont été transcrits en catégories :

e Sensibles (S),

e [ntermédiaires (I),

e Résistants (R)
Selon les recommandations du CA-SFM 2016, les différents phénotypes des souches ont été

déterminés également selon les familles d’antibiotiques testées.

2.6.3.4.6- Détection de la production des B-lactamase a spectre élargi (BLSE)

Le test de double synergie a été utilisé pour la détection des souches productrices de BLSE
(Jarlier et al., 1988). Les disques de cefotaxime, de ceftazidime, de céfépime, de céftriaxone,
céfixime et d’aztréonam ont été disposés autour d’un disque d’amoxicilline/acide clavulanique sur la
gélose Mueller Hinton (BioMérieux, France). La présence d’une BLSE s’est traduite par 1’apparition

d’une synergie entre les disques d’oxyimino-B-lactamine et le disque contenant I’acide clavulanique.
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Celle-ci s’est matérialisée par une image en forme de bouchon de champagne (effet potentialisateur

de I’acide clavulanique).

2.7- Extraction et amplification du matériel génétique des agents pathogenes
2.7.1- Extraction et amplification d’ADN des bactéries

L’extraction a été effectuée de maniére automatisée a 1’aide de I’automate MagNa® Pure (Roche

Diagnostics) (Annexe 1).

Pour extraire I’ADN total bactérien, un volume de 600 pL. de LBA a été introduit dans un tube
échantillon. Ce tube a été d’abord incubé dans le thermomixer a 95°C a 500 rpm pendant 2 minutes
afin de lyser les cellules par choc thermique et ainsi libérer I’ADN. Puis, au bout de 28 minutes

d’incubation, 100 pL d’ADN ont été recueillis et conservés pour les réactions d’amplification.

Apres I’extraction, une PCR multiplex en temps réel a été utilisée pour la détection de I’ADN
des bactéries. Le principe de la PCR temps réel repose sur la possibilité de suivre la quantité d’ADN
présente dans la réaction a tout instant et non a la fin de la PCR en utilisant des sondes fluorescentes.

La mesure de la fluorescence permet de déterminer en temps réel si le fragment recherché (amplicon)
a été effectivement présent et donc amplifié sans avoir besoin de faire une électrophoreése. De plus,
la fluorescence émise est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés pendant la
réaction de PCR. Ceci permet d’obtenir une cinétique de la réaction et donc la quantification de

I’ADN (Bustin et al., 2010).

Pour détecter les agents pathogenes respiratoires, un kit FTD Respiratory Pathogens 32 (Fast Track
Diagnostics, Luxembourg) a été utilisé. Ce kit utilise une technique d’amplification multiplex a 2
tubes pour la détection et I’identification simultanée des bactéries respiratoires suivantes :
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae,
Legionella sp, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumophila, et Streptococcus equi utilisé

comme contrdle interne.

La réaction a nécessité I’ajout successif de 1,5 pL d’un mix prét a ’emploi Master Mix CAP-
PP, 1 puL de la Taqg ADN polymérase (25 X RT-PCR), 12,5 puL de tampon (2XRT-PCR) et 10 uL.
d’ADN dans un volume réactionnel total de 25 pL. Ces mélanges mis dans les tubes adéquat pour le
thermocycler ont été¢ fermés avec du film adhésif ABI et homogénéisés pendant 30 secondes. Puis
ces tubes ont été disposés dans les capillaires du Thermocycler Applied Biosystems ABI ® 7500 Real-
Time Fast (Roche Diagnostics, Life Technologies, Californie, Etats-Unis) pour la réaction

d’amplification.
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L’amplification a consisté en une étape de dénaturation initiale de I’ADN pendant 15 minutes
a une température de 94°C. Cette étape a été suivie de 40 cycles d’amplification composée d’une
phase de dénaturation pendant 3 minutes a 94°C, une phase d’hybridation a 42°C pendant 8 secondes
et une étape d’¢élongation finale de 34 secondes a 60°C. L’acquisition du signal de fluorescence a été
faite a chaque cycle pendant I’étape d’hybridation. Pour la détection du signal fluorescent, un
réarrangement a été fait avec les fluorochromes de 1’automate ABI® 7500 FAST et ceux du Kit FTD

bacterial (tableau VIII).
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Tableau VIII: Amorces, sondes et colorants des sondes du kit Fast Track Diagnostic et du

thermocycler
Sondes/ Pathogenes Colorant du kit Colorant du 7500 Fast Longueur
amorces détectés FTD ABI d’onde de
détection (nm)
sur ABI ®7500
S. aureus Vert FAM 520
H. influenzae Jaune JOE 550
CAPI M. catarrhalis Orange ROX 610
S. pneumoniae Rouge CYS5 670
Legionella sp Vert FAM 520
C. pneumoniae Jaune JOE 550
CAP2 S. equi * Orange ROX 610
M. pneumoniae Rouge CYs5 670

CAP : Community acquired pneumonia (pneumonie communautaire)

FAM=6-Carboxyfluoresceine
JOE=6-carboxy-dichloro-dimethoxyfluoresceine
ROX=6—-Carboxyl-X-Rhodamine
Cy5=Cyanin-5

S. aureus : Staphylococcus aureus

H. influenzae : Haemophilus influenzae

M. catarrhalis : Moraxella catarrhalis

S. pneumoniae : Streptococcus pneumoniae

C. pneumoniae : Chlamydia pneumoniae

M. pneumoniae : Mycoplasma pneumoniae

S. equi : Streptococcus equi * est le contrdle interne
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2.7.2- Extraction et amplification de ’ADN de Preumocystis jirovecii

L’extraction de I’ADN génomique a ¢été réalisée a I’aide du kit Qiagen (Hilden, Allemagne)
selon les conditions spécifiées par les fournisseurs.
Un volume de 20 pL de protéase ou protéinase K a été prélevé et mis dans un tube Eppendorf de 1,5
mL auxquels ont été ajoutés 200 pL d’échantillon de LBA et 200 uL de tampon de lyse AL. Le
mélange a été¢ homogénéisé au vortex pendant 15 secondes, puis incubé dans un thermomixer a 56°C
a 500 rpm pendant 10 minutes. Aprés une centrifugation a 8000 rpm pendant 30 secondes, 200 puL
d'éthanol (96-100%) ont été ajoutés. Aprés avoir mélangé a nouveau en homogénéisant au vortex
pendant 15 secondes, le mélange a été centrifugé de nouveau a 8000 rpm pendant 30 secondes et
transvasé soigneusement du tube eppendorf au tube de la micro-colonne QIAamp Mini. La micro-
colonne est composée d’un tube a filtre placé dans un tube collecteur de 2 mL. Le filtre permet de
fixer I’ADN, tandis que les protéines et autres impuretés sont éliminées grace a deux lavages. La
colonne a été centrifugée a 8000 rpm pendant 30 secondes. Aprés avoir éliminé le contenu du tube,
500 pL de solution du tampon de lavage AW 1 ont été ajoutés et le mélange a été centrifugé a 8000
rpm pendant 30 secondes, le contenu du tube contenant le filtrat a été jeté de nouveau et 500 puL du
tampon de lavage AW?2 ont été ajoutés dans la colonne QIAamp Mini et le mélange a été centrifugé
a 8000 rpm pendant 30 secondes. Aprés rejet du filtrat issu de ce 2°™ lavage, la micro-colonne a été
remplacée par un nouveau miro-tube eppendorf de 1,5 mL, puis 100 puL de tampon d’¢lution AE (pH
basique et de faible concentration ionique) ont été ajoutés au contenu du tube ayant fixé ’ADN. Le
mélange a été incubé a température ambiante (25°C) pendant 1 minute et une centrifugation a 10000
rpm pendant 2 minutes a permis d’éluer I’ADN qui a été récupéré dans le tube eppendorf de 1,5 mL.
Il a été conservé a -20°C jusqu’a la réalisation des amplifications. La réalisation de la PCR en temps
réel a nécessité un mélange réactionnel de 25 pL. Il a été obtenu en déposant dans chaque puits de la
plaque PCR ABI ® 7500 Fast, un mélange de 1,5 pL d’un mix prét a I’emploi Master Mix PCP PP, 1
uL de la tag ADN polymérase (25 X RT-PCR), 12,5 uL de tampon (2XRT-PCR) et 10 puL de I’extrait
d’ADN fongique. Pour valider la réaction, 10 uL du contrdle négatif (eau biomol), 10 uL du contrdle
positif PC (ADN purifié de P. jirovecii) ont été ajoutés chacun dans des puits marqués par des initiales
(CN = contrdle négatif ; CP= Contrdle positif). La plaque a été recouverte avec du film adhésif ABI,
homogénéisé briévement et mise dans le thermocycler ABI® 7500 Fast. Ainsi, le programme
d’amplification a consisté en une étape de dénaturation initiale de I’ADN pendant 15 minutes a une
température de 94°C. Cette étape a été suivie de 40 cycles d’amplification composée d’une phase de
dénaturation pendant 3 minutes a 94°C, ensuite une phase d’hybridation a 42°C pendant 8 secondes

et une étape d’¢élongation finale de 34 secondes a 60°C.
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La programmation des fluorochromes pour la détection de P. jirovecii correspond a FAM et a la

coloration verte.

2.7.3- Extraction et amplification de ’ARN et I’ADN viral

Le principe de I’extraction est bas¢ sur 1’utilisation d’un tampon de lyse contenant un détergent qui
sert a décomposer les membranes cellulaires et une protéase pour la digestion des composants
cellulaires protéiques. Ces analyses virologiques ont été précédées par 1’extraction des ARN et ADN
en utilisant QIAamp Viral RNA Mini kit (QIAGEN), Hilden et Pure Compact Nucleic Acid Isolation
Kit I (Roche Diagnosticl, Mannheim, Germany) sur MagNA Pure Compact instrument (Roche
Diagnosticl).

Pour extraire 1’acide nucléique viral, 140 puL d’échantillon de LBA ont été introduites dans un
tube contenant 560 pL de tampon de lyse AVL du kit d’extraction Qiagen viral DNA mini, puis le
mélange a été homogénéisé au vortex pendant 15 secondes. Ce mélange a été incubé a la température
ambiante (15- 25°C) pendant 10 minutes, puis 560 pL d’éthanol (95-100%) ont été ajoutés au
mélange dans le tube et homogénéisé au vortex pendant 15 secondes et centrifugé briévement. Un
volume de 630 pL du mélange a été introduit dans les colonnes spin mini posé dans un tube collecteur
de 2 mL et centrifugé a 8000 trs/ min pendant 1 miniute. Les colonnes ont ét¢ lavées avec 500 pL du
tampon de lavage « wash buffer 1 (AW1) » et centrifugés a 8000 rpm pendant 30 secondes. Un
deuxieme lavage a été réalisé dans les mémes conditions a 1’aide de 500 pL du tampon de lavage 2
« wash buffer 2 (AW2), puis les tubes ont été centrifugés de nouveau a 14000 trs/ min pendant 3
minutes. Les colonnes ont été placées dans de nouveaux tubes Eppendorf de 1,5 mL étiquétées et 60
pL du tampon d’élution AVE ont été ajoutés a chaque tube contenant 1’acide nucléique. Le tube
contenant la colonne a été centrifugé a 8000 trs/ min pendant 1 minute. Le filtrat récupéré contenant
I’acide nucléique a été conservé a -20°C pour une utilisation future. Une réaction d’amplification a
été réalisée dans un thermocycler ABI ®7500 FAST utilisant le kit Super script ®III platinum® One-
step qRT-PCR system (Van Allen Way Carlsbad CA 92008, USA) pour une détection simultanée des
virus respiratoires (tableau VIX). Les volumes des mélanges réactionnels ont été obtenus selon qu’il

s’est agi d’un virus 8 ARN ou a ADN (tableaux X et XI).
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Tableau IX: Virus respiratoires détectés par le kit Invitrogen Superscript®I11

Virus Type/ Sous type viral
Influenza A HI
Influenza B B

Virus respiratoire AetB
syncytial (VRS)

NL63

HKUI

Coronavirus 229 E

0C43

Para- influenza virus 1

Para- influenza virus Para- influenza virus 2

Para- influenza virus 3

Para- influenza virus 4

hMPV

Adénovirus

Bocavirus
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Tableau X: Préparation du mélange réactionnel pour les virus 8 ARN

Réactifs Concentration initiale = Quantité (n =1) Concentration Finale
Eau RNase free / 3,9 uL /
Réaction mix 2X* 2X 12,5 uL 1X
MgS0O4 50 mM l1ul 2 mM
Amorce F1 10 uM 0,5 uL 0.2 uM
Amorce R1 10 uM 0,5 uL 0.2 uM
Sonde P1 10 uM 0,5 uL 0.2 uM
Amorce F2 10 uM 0,5 uL 0.2 uM
Amorce R2 10 uM 0,5 uL 0.2 uM
Sonde P2 10 uM 0,5 uL 0.2 uM
Amorce F3 10 uM 0,5 uL 0.2 uM
Amorce R3 10 uM 0,5 uL 0.2 uM
Sonde P3 10 uM 0,5 uL 0.2 uM
RT/Taq Platinium / 0,6 uL /
Total / 22,5 ulL /

* Contient dé¢ja 0,4 mM de chaque ANTP

Tableau XI: Préparation du melange réactionnel pour les virus 8 ADN

Réactifs Concentration Quantité (N=1) Concentration

initiale finale

Eau RNase free / 7 uL /
Amorce F1 10 uM 0,5 uL 0,2 uM
Amorce R1 10 uM 0,5 uL 0,2 uM
Sonde P1 10 uM 0,5 uL 0,2 uM
Amorce F2 10 uM 0,5 uL 0,2 uM
Amorce R2 10 uM 0,5 uL 0,2 uM
Sonde P2 10 uM 0,5 uL 0,2 uM

TagMan 2X PCR Master Mix 2X 12,5 uL 1 X
Total / 22,5 uL /
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Dans tube, un volume de 22,5 pLL d’un melange réactionnel constitué¢ des réactifs listés dans les
tableaux IX et X et 2,5 uL d’acide nucléique (ADN, ARN) sont ajoutés afin d’obtenir un volume
réactionnel de 25 pL. Ces tubes ont été déposés dans le tiroir de la plaque du thermocycler ABI®

7500.

L’amplification des virus @ ARN a consisté en une étape de transcription inverse de ’ARN en
ADN pendant 30 minutes a une température de 50°C en un cycle.
Ensuite, la phase de dénaturation de I’ADN et d’activation de la Taq polymérase s’est faite en un
cycle sous une température de 95°C pendant 2 minutes. Elle a été suivie de la phase d’amplification
composée de 45 cycles. Chaque cycle comprend une étape de dénaturation de 15 secondes a 95°C
suivie d’une étape d’hybridation-élongation de 30 secondes a 55°C. L’acquisition du signal de
fluorescence a été faite a chaque cycle pendant 1’¢longation et en fonction de la sonde. Pour les virus
a ADN, I’amplification a consisté en une étape de pré-activation de I’enzyme pendant 2 minutes a
une température de 50°C. Ensuite, suivie d’une étape de dénaturation et d’activation de la Taq
polymérase a 95°C pendant 10 minutes en un cycle. Une phase d’amplification composée de 45 cycles
comprenant une étape de dénaturation de 15 secondes a 95°C suivie d’une étape d’hybridation-

¢longation de 1 minute a 60°C a été effectuée pendant, une de 60°C pendant 1 minute.

68



RESULTATS
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1- Caractéristiques de la population

1.1- Fréquence des infections respiratoires aigués séveres

Cette ¢tude a permis de travailler sur 90 patients souffrant de pneumopathie. Tenant compte
des critéres d’inclusion et de non inclusion, 57 patients ont été exclus de I’étude dont 40 cas étaient
tuberculeux, 10 cas sont décédés et 7 cas ont refusé de participer a 1’étude. Ce sont les LBA de ces

33 patients restant que notre étude s’est effectuée. Les renseignements sur les patients ont été inscrits

dans le tableau XII.

1.2- Répartition des patients selon I’age

L’age moyen était de 36,6 ans avec un écart-type de 12,69, ’age médian était de 41 ans avec
des extrémes de 19 ans et 68 ans. La répartition par tranche d’age des patients adultes atteint de
pneumonie est représentée comme suit : 27,3% de nos patients avaient un age compris entre 19-29
ans, 48,5% étaient agés entre 30-39 ans 6,1% étaient compris entre 40-49 ans et 18,1% avaient plus

de 50 ans

1.3- Répartition des patients selon le genre

Dans notre étude, on note une prédominance masculine avec un sexe ratio H/F de 1,1. Sur les

33 patients, on avait 17 (52%) hommes et 16 (48%) femmes figure 9.

1.4- Caractéristiques socio-économiques des patients

Les catégories socio-professionnelles les plus touchées ont été celles des commercants et des
petits ouvriers avec un taux similaire de 30,3% (10/33) ; suivi de 27,3% (9/33) des sans-emploi ;
ensuite 9,1% (3/33) des fonctionnaires et enfin 3% patients de la classe des ménageres (1/33).

La répartition des patients selon leur profession et ou I’activité est résumée dans le tableau XIII.

1.5- Saisons de survenue

Les incidences des pneumonies ont été regroupées suivant les saisons climatiques. 33,4% des
cas de pneumonie sont apparus entre les mois d’avril a juillet, suivi de 30,3% des cas de décembre a
mars, ensuite 24,2% d’octobre a novembre et enfin 12,1% d’aofit a septembre. Un pic a été observé

dans la saison d’avril a juillet (Figure 10).
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Tableau XII: Informations sur les patients

Nombres= 33 Pourcentage (%)

Sexe Masculin 17 51,5
Féminin 16 48,5

19-29 9 27,3

Tranche d’age 30- 39 16 48,5
40- 50 2 6,1

> 50 6 18,1

Non 31 939

Serologie VIH Positif 23 69,7

Négatif 10 30,3

Survenue des pneumonies (%
p

B Hommes

B Femmes

Figure 9: Répartition des cas des pneumopathies selon le sexe

71




Tableau XIII: Répartition des patients selon la profession

Profession Effectifs n=33 Pourcentage (%)
Fonctionnaires 3 9,1
Commergants 10 30,3
Ménageres 1 3,0
Ouvrier 10 30,3
Sans emploi 9 27,3
Total 33 100

Incidence de pneumonie (%)

Grande saison des Petite saison séche Petite saison des Grande saison séche
pluies (Avril- juillet ~ (Aout-septembre pluies (octobre- (Décembre-mars)
novembre

Figure 10: Incidence de survenue des cas de pneumonie selon les saisons climatiques
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2- Sérologie VIH

Dans cette série sur les 33 patients atteints de pneumonie 23 (69,7%) étaient infectés par le

VIH et 10 (30,3%) avaient une sérologie VIH négative.

2.1- Age et statut VIH

L’age moyen des patients VIH positif a été¢ de 41,8 ans et celui des patients VIH négatifs de
34,7 ans. Sur les 23 patients infectés du VIH, 17,4% cas ont été des jeunes adultes de 18-30 ans,
21,7% ont été des adultes de 30-40 ans, ceux de la tranche d’age de 40-50 ans ont ét¢ majoritairement

atteints avec 39,1% et enfin 21,7% sont agés de plus de 50 ans.

Sur les 10 patients non infectés du VIH, 40% des patients ont été des jeunes adultes de 18-30 ans,
30% ont été des adultes de 30-40 ans, ceux dans la tranche d’age de 40-50 ans ont été de 20% et enfin

10% ont été des patients agés de plus de 50 ans.

La tranche d’age de 30-40 ans a été fortement infectée par le VIH chez les femmes avec un taux de
33,33% et la tranche d’age de 40-50 ans chez les hommes a été celle la plus touchée par le VIH avec

un taux de 63,63% (figure 11).

2.2- Sexe et statut VIH

Parmi les 23 patients infectés du VIH, 47,8% étaient de sexe masculin contre 52,2% de sexe
féminin. Le sex ratio H/F a été de 0,9. Dans le groupe de ceux non infectés par le VIH, 60% étaient
de sexe masculin et 40% de sexe féminin. Le sex-ratio H/F étaient égale a 1,5. La différence de sex-
ratio constatée dans les deux groupes n’a pas été statistiquement significative car p= 0,7939 (tableau

XIV).
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39,1

Sex ratio H/F VIH +=0,9
Sex ratio H/F VIH-= 1,5

p-value = 0,79

18-30

30-40 40-50
>50 ans

®VIH (+)N=23 (%) ®VIH()=10 (%)

Figure 11: Classification des patients selon les tranches d’age et le statut sérologique

Tableau XIV: Répartition des patients en fonction du statut sérologique VIH et du genre

Sexe Statut VIH Total
VIH positif VIH négatif
Masculin 11 6 17
Féminin 12 4 16
Total 23 10 33

P-value= 0,79
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3- Identification des bactéries dans le LBA
3.1- Identification phénotypique des bactéries par la méthode de culture

L’examen cytobactériologique des liquides de lavage broncho-alvéolaire avait été effectué chez 33
patients, 4 (12,1%) avaient isolées de germes et reste 29 étaient négatifs a la culture avec 87,9%. Le
germe le plus fréquemment retrouvé était Klebsiella pneumoniae avec 75%, (3/4). Ces bactéries
identifiées étaient : K. pneumoniae et S. pneumoniae (25%, 1/33). Parmi les 3 souches de K.
pneumoniae isolées, 66,67% proviennent de femmes (2) et 33,33% d’homme (1). Le sexe ratio H/F
¢tait de 0,5. Ce critere physiologique du sexe ne semble pas influencer les infections car le test n’est
pas statistiquement significatif avec une P-value de 0,25 supérieur au seuil de significativité a 0,05
(Tableau XV). Les patients dont la culture du LBA a été négative, ont des valeurs maximums d’age
de 68 ans, une médiane de 43 ans et une valeur minimum de 18 ans. Tandis que ceux dont la culture
est positive ont une valeur maximum de 59 ans, une médiane de 29 ans et une valeur minimum de 24
ans. La boite a moustache a permis de comparer les deux (2) variables que sont I’age et la culture

(figure 12).
3.2- Identification de Klebsiella pneumoniae

La souche a identifier s’est présentée sous formes de grosses colonies muqueuses, bombées,
lactose positif, ayant un aspect d’ceil de poisson (Annexe 5). Les résultats obtenus par observation
microscopique apres coloration de Gram, ont montré que les souches se sont présentées sous forme
de bacilles ou diplobacilles colorées en rose, immobiles et courts. Ainsi, une galerie biochimique
réduite de Le Minor a été ensemencé avec une colonie. 24 h aprés 1’incubation, des colonies ont
apparu sur le milieu citrate de Simmons avec une alcalinisation du milieu induisant le virage du bleu
de bromothymol du vert au bleu. Concernant I’hydrolyse de I’urée, la souche a été urée positive car
il y a eu une alcalinisation du milieu d’ou le virage de couleur de I’orange vers le rouge-rose. La
souche a été indole négatif, car il n’a pas été matérialisé un anneau rouge apres addition du réactif de
Kovacs dans le réactif d’urée apres 24H d’incubation de la souche. K. pneumoniae a donné¢ LDA
négatif car il n’y a eu aucun changement de la couleur violette sur la pente et LDC négatif car il y’a
eu virage de I’indicateur coloré de la couleur violette au jaune. K. pneumoniae a été glucose positif
car il y’a eu une acidification se traduisant par le virage de 1’indicateur coloré le rouge de phénol a sa
teinte acide jaune et lactose positif. K. pneumoniae n’a pas produit ni de gaz ni d’hydrogéne sulfureux

(H2S) (Annexe 6).
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Tableau XV: Comparaison des résultats de la culture et du sexe des patients de I’étude

Sexe des patients Négative Positive Total
N=33
Féminin 13 (39,4%) 39,1 %) 16 (48,5%)
Masculin 16 (48,5%) 1 (3 %) 17 (51,5%)
Total 29 (87,9%) 4 (12,1%) 33 (100%)

p- value = 0,258 et Chi 2 = 1,281

60

age
50
1

40

30
1

20

Négative

Positive

Figure 12: Répartition des résultats de la culture en fonction de 1’age



3.3- Distribution des souches de Klebsiella pneumoniae selon le sexe et I’age

Les sujets de sexe feminin €taient plus touchés avec un taux de 66,7% par les infections a K.

pneumoniae que ceux du sexe masculin 33,3%. Le sexe ratio est en faveur du sexe feminin soit 0,5.
3.4- Identification de Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae donne sur gélose au sang de petites colonies a dépression centrale,
transparentes, rondes et développant une hémolyse de type alpha. Son observation au microscope
optique apres coloration de Gram, a montré des diplocoques Gram positif a forme lancéolée, en

flamme de bougie, encapsulés, groupés par paire (diplocoque), parfois en courtes chainettes (Annexe

7).
3.5- Profil de sensibilité des bactéries isolées aux antibiotiques

3.5.1- Résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques

Toutes les souches de K. pneumoniae ont été testées vis-a-vis des 14 molécules d’antibiotiques

appartenant a des familles différentes dont les B-lactamines, les aminosides, les quinolones, les
phénicoles et les autres antibiotiques Tableau XVI.
A partir des résultats obtenus, 66,7% les souches ont été résistantes a [’association
d’amoxicilline/acide-clavulanique, au céfépime, au céfotaxime, a I’aztréonam et une faible résistance
a céfoxitine (33.3%). L’analyse phénotypique des 3 souches de K. pneumoniae isolées a montré deux
phénotypes de résistance aux B-lactamines (BLSE) et un phénotype sauvage (pénicillinase de bas
niveau) dans notre étude. La production phénotypique de B-lactamases chez K. pneumoniae a été mise
en évidence par la synergie (bouchon de champagne) entre les disques d’amoxicilline/acide-
clavulanique, d’aztréonam (ATM), de céftriaxone (CRO), de céfépime (FEP) et de céfotaxime (CTX)
(Annexe 8).

3.5.1.1- B-lactamines

66,7% des souches résistent a I’association amoxicilline-acide clavulanique (AMC), de méme
que 66,7% résistent a la pipéracilline et aux céphalosporines respectivement céftriaxone, céfépime,
céfotaxime, céfuroxime, céfixime. Les niveaux de résistance les plus faibles ont été observés contre
la mécillinam, la cefoxitine et I’imipénéme (33,3%).

L’imipénéme et la cefoxitine présentent une bonne activité sur les souches de K. pneumoniae.

(Tableau XVII).
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Tableau XVI: Niveau de résistance aux antibiotiques des souches de Klebsiella pneumoniae

Familles Sigles de Nom de Sensible Résistante Total
I’antibiotique ’antibiotique n (%) (%) N=3

TIC Ticarcilline - 100 3
PIP Pipéracilline 1 (33,3) 66,7 3
AMP Ampicilline - 100 3

AMC Amoxicilline/acide 1(33,3) 66,7
clavulanique 3
MEC Meécillinam 2 (66,7) 33,3 3
TCC Ticarcilline/acide 1(33,3) 66,7 3

clavulanique
CFM Céfixime 1(33,3) 66,7 3
B- lactamines FOX Céfoxitine 2 (66,7) 33,3 3
CRO Céfriaxone 1(33,3) 66,7 3
CTX Céfotaxime 1(33,3) 66,7 3
FEP Céfépime 1(33,3) 66,7 3
CXM Céfuroxime 1(33,3) 66,7 3
IPM Imipénéme 2 (66,7) 333 3
ATM Aztréonam 1(33,3) 66,7 3
NOR Norfloxacine 1(33,3) 66,7 3
Quinolones NAL Acide nalidixique 1(33,3) 66,7 3
LVX Lévofloxacine 1(33,3) 66,7 3
TMN Tobramycine 1(33,3) 66,7 3
Aminosides GMN Gentamicyne 1(33,3) 66,7 3
CHL Choramphénicol 1(33,3) 66,7 3
Autres SXT Triméthoprime/ - 100 3
antibiotiques sulfaméthoxazole
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Tableau XVII: Profil de sensibilité des souches de K. pneumoniae et S. pneumoniae

Familles Sigles de K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae S. pneumoniae
I’antibiotique ~ 397C/17 1522C/17 2190C/16 298C/17
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3.5.1.2- Résistance des souches aux aminosides

Concernant les aminosides, on assiste a une résistance assez marquée pour la gentamicine et

la tobramicine de 66,7%. L’amikacine manifeste un faible taux de résistance de 33,3%.

3.5.1.3- Résistance des souches aux fluoroquinolones

Un taux de résistance important est noté pour I’acide nalidixique, 1’aztréonam, la norfloxacine,
et la 1évofloxacine qui est de 66,7%, Cependant une faible résistance a été observée pour I’imipéneme

qui est de 33,3%.

3.5.1.4- Les autres antibiotiques

Pour les sulfamides et triméthoprime, 33,3% résistent au chloramphénicol et 100% des
souches résistent a 1’association triméthoprime + sulfamethaxazole. A partir de I’antibiogramme de
K. pneumoniae, un grand nombre de ces souches ont présenté un fort taux de résistance a une ou
plusieurs familles d’antibiotiques en particulier les B-lactamines, les aminosides et les quinolones.

Par ailleurs I’imipénéme et le cefoxitine restent les molécules les plus actives.

3.5.2- Résistance de la souche de Streptococcus pneumoniae aux antibiotiques

Le taux de résistance des pneumocoques aux macrolides a ét¢ de 66,7% (2/3) pour
I’érythromycine (33,3%) et la clindamycine (33,4%). Il s’agit de souche de résistance de type MLSB
qui touche I’ensemble des Macrolides, Lincosamides et Streptogramine B. La souche a été sensible

non seulement a la pristamycine (33,3%) mais aussi a la pénicilline.

4- Détection des agents pathogeénes respiratoires par PCR multiplex
4.1- Détection et identification des bactéries par PCR multiplex en temps réel

Sur les 33 échantillons de LBA analysés, la PCR a permis de détecter 21 cas positifs soit
63,6% contre 12 (36,4%) cas négatifs et a révélé la présence de quatre principales bactéries : H.
influenzae (27,3%, 9/33), S. pneumoniae (9,1%, 3/33), L. pneumophila (3%, 1/33) et M. catarrhalis
(3%, 1/33). Des co-infections bactériennes ont ¢galement été mises en évidence dans ces échantillons
de LBA. Il s’est agi de H. influenzae associé a S. pneumoniae (9,1%, 3/33), suivi de H. influenzae
associ¢ a M. catarrhalis (6,1%, 2/33) et enfin de S. pneumoniae associée soit a S aureus, soit a M.

catarrhalis respectivement (4,8%, 1/33) (Tableau XVIII).
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Tableau XVIII: Résultat des bactéries détectées par la méthode de PCR multiplex en temps réel

Type d’infection Noms des bactéries Nombres (%) N=21
S. pneumoniae 3 (14,3%)
Mono-infection H. influenzae 9 (42,8%)
bactérienne L. pneumophlia 1 (4,8%)
M. catarrhalis 1 (4,8%)
H. influenzae + S. pneumoniae 3 (14,3%)
. : o
Co-infection H. influenzae + M. catarrhalis 2 (9,5%)
bactérienne S. pneumoniae + S. aureus 1 (4,8%)
S. pneumoniae + M. catarrhalis 1 (4,8%)
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De plus, les échantillons négatifs a la PCR temps réel ont un age maximal de 69 ans, une médiane de
33 ans et un minimum de 21 ans. Tandis que les échantillons positifs a la PCR ont une valeur
maximum de 62 ans, une médiane de 42 ans et une valeur minimale de 18 ans. La figure 13 a permis

de faire une analyse descriptive.

4.2- Comparaison de la culture et de la PCR

La tentative a été de comparer le rendement de détection des bactéries dans les 33 échantillons
testés de la PCR et de la méthode de culture considérée a ce jour comme la méthode de réference. La

technique de PCR a détecté plus de bactéries que la méthode de culture.

La méthode de culture a été capable de détecter uniquement 2 genres de bactéries dans 33 échantillons
de LBA mis en culture, tandis que la PCR a mis en évidence plusieurs pathogenes dans 21 échantillons

de LBA des patients atteints de pneumonie.

La sensibilité de la méthode PCR calculée a été de 15% (3/20), la spécificité a été de 92,3% (12/13),
une valeur prédictive positive VPP de 75% (3/4) et une valeur prédictive négative de 41,4% (12/29).
3 (9,1%) échantillons des 33 ont été de vrais positifs a la culture et a la PCR contre 12 (36,4%) vrais
négatifs a la culture et a la PCR tableau XIX.

Les germes rétrouvés par ces deux méthodes de détection ont été consignés dans le tableau XX.

Un cas était positif pour la culture (K. pneumoniae) tandis que négatif pour la PCR. De méme, deux
cas ont donné des résultats différents pour la culture et la PCR. La culture a détecté K. pneumoniae
et la PCR S. pneumoniae. Le croisement entre les résultats de la PCR en temps réel et ceux de la
culture donne un p- value= 0,53. Il n’existe pas une correlation statistiquement significative entre les

résultats de la PCR et ceux de la culture car la valeur calculée est supérieure au seuil de significativité

0,05.

4.3- Détection et identification de Pneumocystis jirovecii par PCR en temps réel
4.3.1- Age et détection de Prneumocystis jirovecii

La PCR en temps réel réalisée sur 33 échantillons respiratoires a révélé la présence de 39,4%
de cas P. jirovecii (13/33). P. jirovecii a été détecté majoritairement chez les patients ayant un age
supérieur a 40 ans avec un taux de 21,2%, suivi de ceux de 20- 30 ans, puis les patients de 30- 40 ans
et enfin ceux ayant un age inférieur a 20 ans. L’age moyen des patients chez qui P. jirovecii a été
détecté est de 41 ans (25- 62 ans) pour les patients VIH et de 21 ans (19-23 ans) pour les non VIH.
La détection de P. jirovecii n’est pas liée a 1’age (p- value= 0,5894 > p= 0,05) (tableau XXI).

82



age
40 50 60 70

30

20

Négative

Positive

Figure 13: Comparaison des résultats de la PCR bactériologique en fonction de 1’age

Tableau XIX: Comparaison des résultats de la culture et de la PCR multiplex

Culture Nombre total
PCR Positive Négative
Positive 3 (75%) 17 (58,6%) 20 (60,6 %)
Négative 1 (25%) 12 (41,4%) 13 (39,4%)
Nombre total 4 29 33
Chi2 =0,39 p- value = 0,53
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Tableau XX: Résultat des méthodes PCR temps réel et de culture

Nom des bactéries PCR positive n (%) Culture positive n (%)
K. pneumoniae 0 (0) 3 (9,1%)
S. pneumoniae 9 (27,3%) 1 (3%)
H. influenzae 14 (42,4%) 0 (0%)
M. catarrhalis 4 (12,1%) 0 (0%)
S. aureus 1 (3%) 0 (0%)
Legionella sp 1 (3%) 0 (0%)

Tableau XXI: Répartition de Pneumocystis jirovecii en fonction des tranches d’age des patients

Age Total
Champignon
<20 20- 30 30-40 >40
Pneumocystis 1 3 2 7 13
Jjirovecii
Absence 0 4 5 11 20
Total 1 7 7 18 33
p- value= 0,58
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4.3.2- Détection de Pneumocystis jirovecii selon le sexe et le statut VIH

L’étude comptabilise 33 patients dont 17 hommes et 16 femmes correspondant a un sex-ratio
H/ F de 1,1. Sur les 16 femmes, 12 (75%) ont ét¢ positifs au VIH et 4 (25%) ont été négatifs au VIH.
De méme, 11 (64,7%) des 17 cas des hommes ont été positifs au VIH et 6 (35,3%) ont été négatifs.
Ainsi, la classification des patients atteints de VIH et positif a P. jirovecii était de 11. Cette répartition
en fonction du sexe s’éffectue comme suit : 4 hommes et 7 femmes soit un sex-ratio H/ F de 0,6.
L’age moyen était de 41 ans avec les extrémes d’age allaient de 25 a 62 ans. Le test n’était pas
statistiquement significatif car la P-value= 0,59 était supérieur a 0.05. La recherche du champignon
Pneumocystis jiroveci par la PCR a permis de détecter sur les 33 LBA, 13 cas positifs soit un taux de
39,4%. Le statut VIH a été¢ déterminé chez les 33 patients. En effet, sur ces 13 cas positifs a P.
Jirovecii, 11 cas ont été testés positifs au VIH avec un taux de 84,6% et 2 (25,4%) étaient négatifs au

VIH (Tableau XXII).

4.3.3- Détection de Pneumocystis jirovecii en fonction des saisons climatiques

Durant les saisons d’avril a juillet, le taux de positivité de P. jirovecii était de 30,8% soit 4
patients sur 13 ; celle d’aolt a septembre était de 15,4% soit 2/13 ; de méme la saison d’octobre-
novembre a été de 30,8% soit 4/13 et enfin la saison de décembre- mars, le taux a été de 23,1% soit
3/13. P. jirovecii a été fortement détecté dans la période d’avril a juillet et d’octobre a novembre avec
un taux identique de 30,8%. En effet, ces deux périodes représentent la grande et la petite saison des

pluies en CI ou nous sommes en période froide.
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Tableau XXII: Répartition de Pneumocystis jirovecii en fonction du statut VIH des patients

Statut VIH VIH (+) VIH (-) Total

Pneumocystis jirovecii (+) 11 2 13

Pneumocystis jirovecii (-) 12 8 20

Total 23 10 33
p-value =0.26
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4.4- Virus respiratoires de la pneumonie

4.4.1- Répartition des virus respiratoires en fontion de I’age et du sexe

Sur les 33 patients ayant une pneumonie, 16 (48,5%) ont ét¢ des femmes et 17 (51,5%) des
hommes soit un ratio H/F de 1,1.
L’age des patients variait de 19 a 68 ans avec une moyenne de 39,6 ans. L’incidence de la pneumonie
selon I’age des patients a été répartie comme suit : 9 patients avaient un age compris entre 19-30 ans
soit un taux de 27,3%, 16 patients de la tranche d’age de 30-40 ans avaient été détectés soit 48,5%,
Les patients de la tranche d’age de 40-50 ans étaient de 2 soit un taux de 6,1% enfin ceux de la tranche
d’age de plus de 50 ans étaient de 6 soit un taux de 18,1%. Chez les patients ayant un age compris
entre 19-30 ans, un total de 3 virus dont 2 virus Parainfluenza -3 (VPI-3) soit 28,6% et 1 Coronavirus
0C43 14,3% ont été détectés. De meme, chez les patients ayant un age compris entre 30-40 ans, 2
virus ont été détectés a savoir 1 virus Parainfluenza-3 VPI-3 a 14,3% et une co-infection du virus
Parainfluenza-3 (VPI-3) associ¢ avec Coronavirus HKU1. Chez ceux ayant 40-50 ans, 1 Rhinovirus
humain a été retrouvé avec 14,3% et enfin il n’a été détecté aucun virus chez les adultes dont I’age
¢tait supérieur a 50 ans (figure 14). [l n’y a pas de différence significative entre 1’age et la détection

du virus car la probabilité calculée p- value= 0,136 est supérieure au seuil de significativité 0,05.

4.4.2- Répartition des virus respiratoires en fonction des saisons

Pendant la saison d’avril-juillet, Coronavirus OC43 a ¢été détecté avec 16,7%. Dans la saison
d’aolit- septembre, il n’ya eu aucune détection de virus (0%). Par ailleurs, dans la saison d’octobre-
novembre, Rhinovirus humain a été détecté a 16,7% et enfin la saison de décembre-mars a permis de
détecter un taux de 66,6% de virus Parainfluenza virus-3 (VPI-3) et de co-infection virale avec

Parainfluenza virus-3 (VPI-3) associé¢ avec Coronavirus HKU1 a 16,7% (figure 15).

4.4.3- Détection et identification des virus respiratoires par PCR multiplex en temps réel

La PCR multiplex a permis de détecter 7 virus (21,2%) et 26 cas négatifs (78,8%). Les virus
mis en évidence ont été Coronavirus OC43 a 3%, le virus Parainfluenza-3 (VPI-3) a 9,1%, Rhinovirus
humain a 3% et enfin une co-infection virus Parainfluenza -3 (VPI-3) associé¢ avec Coronavirus

HKUT dans 3% des cas (Tableau XXIII).

4.5- Détection de I’étiologie de la pneumonie dans le LBA

La recherche de I’étiologie de la pneumonie a permis de détecter 27 échantillons positifs a la
soit un taux de 81,8% Contre 6 échantillons négatifs pour tout microorganisme (18,2%).
Pour les 27 échantillons, le croisement des résultats a permi de revéler des coinfections bactéries-

virus et bactéries- P. jirovecii a des taux respectifs de 12,1 % et 27,3 % (Tableau XXIV).
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Figure 14 : Répartition des taux de détection des virus en fonction des tranches d’age
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Figure 15: Répartition des virus détectés selon les saisons climatiques en Cote d’Ivoire

CoV 0OC43 : Coronavirus OC43
RVH : Rhinovirus Humain
VPI-3 : Virus Parainfluenzae-3
CoV HKUI1 : Coronavirus HKU1
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Tableau XXIII: Répartition des virus mis en évidence par la PCR

Virus Effectifs N=7 Pourcentage (%)
Coronavirus OC43 1 3,03
Coronavirus HKUI 1 3,03

Virus Parainfluenza-3 (PV-3) 4 12,12
Rhinovirus humain 1 3,03
Total 7 21,21

p- value = 0,136

Tableau XXIV: Flore du microbiote respiratoire de tous les patients inclus dans 1’étude

Microorganismes Effectifs
Bactéries 21
Virus 7
Pneumocystis jirovecii 13
Coinfection bactérie- virus 4
Coinfection bactérie- Pneumocystis jirovecii 9
Coinfection virus- Pneumocystis jirovecii 1
Coinfection bactérie- virus- Pneumocystis 1
Jjirovecii
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Les infections étaient dues a des bactéries dans 52,5 %, a des virus dans 15% et au champignon P.
Jirovecii dans 32,5 % cas (Figure 16).

Ainsi, les bactéries, les virus et le champignon Pneumocystis jirovecii retrouvés étaient les suivants :
Streptococcus pneumoniae (9,1%), Haemophilus influenzae (27,3%), Legionella pneumophila (3%),
Moraxella catarrhalis (3%), co-infection Haemophilus influenzae + Streptococcus pneumoniae
(9,1%), coinfection Haemophilus influenzae + Moraxella catarrhalis (6,1%), coinfection
Streptococcus pneumoniae + Staphylococcus aureus (4,8%); Coronavirus OC43 (3,03%),
Parainfluenza virus-3 PV-3 (12,12%), Rhinovirus humain (3,03%), Parainfluenza virus-3 (PV-3) +
Coronavirus HKUI (3,03%) et Pneumocystis jirovecii (32,5%).

L’algorithme des étiologies des IRAS montre que la tuberculose est la premiére cause suivie
de I’étiologie bactérienne puis de celle du champignon Prneumocystis jirovecii et enfin des virus en

Cote d’Ivoire (Figure 17)
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Figure 16: Proportion des microorganismes chez les patients de I’étude
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Figure 17: Algorithme du diagnostic microbiologique des IRAS selon 1’étude

TB : Tuberculose

Hi : Haemophilus influenzae

Sp : Streptococcus pneumoniae

Lp : Legionella pneumophila

Mc : Moraxella catarrhalis

Sa : Staphylococcus aureus

PIV-3 : Virus Parainfluenzae-3

OC43 : Coronavirus OC43

HKUI1 : Coronavirus HKU1

HVR : Virus respiratoire Humain
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DISCUSSION
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Les limites et les contraintes de notre étude se situent au niveau de 1’un des cadres d’étude qui
s’est déroulée au sein du service de pneumophtisiologie du CHU de Cocody. Les autres services de
pneumologie du C.H.U de treichville ne possédent par de fibroscope pour I’obtention du liquide de
lavage broncho-alvéolaire. Ce qui ne permet pas une généralisation des résultats a toute la population
car ne viennent a I’hdpital que ceux qui ont une pathologie assez grave (pneumopathie sévére) d’ou
un faible taux d’échantillon. Egalement le kit d’amplification utilisé (FTD bacterial pneumonia-CAP)
ne cible pas toutes les bactéries responsables d’infection respiratoire.

L’objectif de cette étude a été de déterminer la diversité des microorganismes responsables
des IRAS chez les adultes en Cote d’Ivoire par des méthodes de microbiologie conventionnelles
associées aux méthodes de microbiologie moléculaires.

Ainsi, selon la littérature, certains facteurs influenceraient la survenue des IRAS entre autres les
facteurs liés a I’hdte tel que: 1’age, le sexe masculin, le tabagisme, un niveau socio-économique
précaire, 1’absence d’hygiéne, 1’état nutritionnel, état immunitaire, les facteurs environnementaux

comme le climat, les saisons froides, de pluies ainsi que I’humidité et a 1’infection.

Alors dans notre étude, certains de ces facteurs ont été¢ explorés. Pour ce faire, nous avons
dans un premier temps fait le rapport entre 1’age des patients de I’étude et la survenue de la maladie.
Ensuite, nous avons fait le rapprochement de I’influence du sexe sur la survenue de la pneumonie.
Nous avons également étudé le statut socio-économique des patients inclus qui influencerait
I’apparition de la maladie. Apres, nous avons vu I’influence des facteurs environnementaux sur la
survenue de la maladie, puis I’etat immunitaire des patients a travers la serologie VIH a été étudié et
enfin nous avons montré les infections dues aux différents pathogeénes par les différentes méthodes

conventionnelles et moléculaires qui seraient responsable des IRAS en Abidjan.

S’agissant de 1’age, la tranche d’age la plus représentée dans notre étude était 30-39 ans soit
48,5% des cas. En effet, dans les pays en développement comme la Codte d’Ivoire, I’age de
prédilection de cette pathologie est compris entre 20 et 49 ans (Horo et al.,, 2009). Nos résultats
concordent avec ceux de Horo et col menés en Cdte d’Ivoire. La littérature s’accorde a dire que la
pneumonie communautaire aigué a une incidence plus élevée chez les plus de 65 ans. Les
pneumopathies aigues sont particulierement fréquentes et graves chez le sujet agé, par ailleurs
souvent aggravées par d’autres maladies et aux défenses immunitaires amoindries (Coulibaly, 2020).
Aussi, les personnes agées de plus de 50 ans dans notre étude ont été atteintes avec un taux de 18,1%.
L’age est un facteur de risque et de gravité de la survenue d’une infection respiratoire basse (Chidiac,
2011).
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Le vieillissement s’accompagne d’une réduction des réserves fonctionnelles, entralnant une
diminution de la capacité d’adaptation a un événement aigu, avec un risque plus élevé de
décompensation. On peut citer comme exemples : [’augmentation de la rigidité¢ artérielle, la
diminution de la relaxation diastolique, la diminution de la sensation de soif (De Bataille, 2012). Le
vieillissement s’accompagne aussi de déficiences dans plusieurs mécanismes de défense anti-
infectieuse, dont la diminution de la toux, de la clairance mucociliaire et de la réponse immunitaire
cellulaire (Belloughe, 2018). Cette différence pourrait étre diie au fait que de manicre générale, la
Cote d’Ivoire connait des changements démographiques rapides avec une population en majorité
jeune dont 63,1% ont au plus 35 ans. Les personnes ayant un age de 65 ans et plus ne répresentent
que 3,42% de la population ivoirienne. Et I’espérance de vie est estimée a 58,7 ans en Cote d’Ivoire
(Anonyme, 2019). Les résultats sur 1’age moyen étaient de 39,63 ans de tous sexes confondus dans
notre population d’étude. Ce résultat est comparable a celui de Kayantao et Collaborateur au Mali qui
ont trouvé un age moyen de 46 ans (Savadogo, 2012) et un peu similaire a celui d’Ezzouine et al

menée au Maroc qui ont retrouvé 51,15 ans (Ezzouine et al., 2014).

Par ailleurs, le genre masculin semblait plus exposé avec un taux de 51,5% par rapport au
genre féminin qui a été de 48,5%. Ce résultat est similaire a celui de 1’étude d’Attig, 2017 portants
sur I’étude microbiologique des prélevements respiratoires dans les unités de soins intensifs au CHU
de Beni Messous. Sur les 67 patients hospitalisés dans son étude, 52% ont été de sexe masculin et
48% de sexe féminin (Attig, 2017). De méme, une étude faite en 2010 dans 66 unités de réanimation
du Sud de la France, affirme la prédominance du sexe masculin avec un taux de 63% par rapport au
nombre totale des patients hospitalisés (Constantin et al., 2010). C’est aussi le cas d’une autre étude
réalisée en 2016 au Maroc, dont le pourcentage des hommes atteints de pneumopathie était de 77%
(Zegmout et al., 2016). En effet, cela pourrait s’expliquer par le fait que le sexe masculin est
considéré par plusieurs études comme un facteur de risque de survenue de pneumopathie. Par
conséquent les hommes sont plus souvent des fumeurs et cette intoxication au tabac souvent doublée

a celle de I’alcool fait le lit des pneumopathies bactériennes (Momine, 2018).

En ce qui concerne I’influence du statut socio-économique sur la survenue des pneumopathies,
notre étude a montré de les commercants et les ouvriers étaient les plus réprésentés avec des taux
similaires de 30,3%. En effet, plus d’un tiers de nos patients avaient un niveau socio-économique bas
qui ne leur permet pas un revenu mensuel stable. Il est connu que I’infection est en général favorisée
par plusieurs facteurs associés a la dénutrition (Martinez et al., 2010). Cette situation pourrait
s’expliquer par les différents sites de travail fréquentés par les patients hospitalisés dans cette étude.
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IIs pourraient étre exposés aux métaux lourds, a la pollution de 1’air qui sont clairement identifiés
comme des facteurs favorisant la survenue des infections respiratoires comme la pneumopathie
(Momine, 2018). Mais il faut aussi remarquer que juste apres les commergants et ouvriers, viennent
une proportion de patients sans emploi de 27,3% qui posent le probléme du chdmage liés au manque

d’emploi avec son corollaire de pauvreté et de pratique d’activités illicites (Akindes, 2000).

Concernant I’influence des facteurs environnementaux, un taux de 33,4% des patients
hospitalisés a été répertori¢ dans la période d’avril a juillet. Le climat de la Cote d’Ivoire est de type
¢quatorial a quatre saisons dont deux saisons de pluies qui alternent avec deux saisons seches. La
grande saison des pluies se déroule d’avril a juillet, la petite saison séche d’aolit a septembre, la petite
saison des pluies d’octobre a novembre et la grande saison séche de décembre a mars (Fadika et al.,
2019). La variation saisonniere décrite dans notre travail coincide avec celle indiquée par d’autres
auteurs dans différentes publications, ou les mois d’hiver montrent davantage d’hospitalisations pour
pneumonie (Lépez-Gobernado et al., 2017). Ce taux élevé pourrait s’expliquer par le fait que cette
saison offre toutes les conditions de prolifération des moustiques vecteurs du paludisme et autres
viroses comme la dengue et la fievre jaune. Mais aussi les maladies a transmission hydrique comme
la fievre typhoide et les maladies liées au froid comme les pneumopathies virales ou bactériennes
(Tissot-Dupont, 2009). De méme, apres la période d’avril-juillet, celle de décembre a mars a montré
une incidence ¢élevée de patients hospitalisés au C.H.U avec une proportion de 30,3%. Cette période
correspond a la grande saison seche. L’étude de Momine en 2018 mené en Cote d’Ivoire précisement
a Zokougbeu sur 111 patients souffrant de pneumopathie, a montré une prévalence de la
pneumopathie plus élevée en saison séche (62,16%) qu’en saison pluvieuse (37,84%). La saison seéche
se caractérise par la poussiére et par la fréquence des feux de brousse qui augmente la pollution de
I’air favorisant une incidence accrue des pneumopathies (Youssouf, 2014). Pareillement, Ces
résultats sont similaires a ceux de Dembélé 2020 menés au Mali qui avait obtenu un grand effectif
dans la saison pluvieuse (Avril-octobre), ceci pourra s’expliquer par I’humidité de 1I’environnement
dans ces saisons. En effet, les infections respiratoires sont sensibles aux changements
météorologiques (saison froide et saison des pluies dans les pays du Sud, influence directe du climat:
température ambiante, teneur en eau de [’atmosphére, et influence indirecte: mode de vie,

promiscuité) (Dembélé, 2020].

Quant a I’état immunitaire des patients sur la survenue des pneumonies, la séroprévalence au
VIH des patients de notre étude était de 69,7%. Ce taux pourrait s’expliquer par le fait que les

pneumopathies sont fréquentes au cours du VIH. A Abidjan, Céte d’Ivoire, le taux de prévalence est
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de 20% chez les adultes fréquentant les centres de santé et de 50% dans certains services hospitaliers
(Desmorys, 2012). En effet, depuis les années 1990, la pneumopathie aigué récurrente est devenue
une infection opportuniste du VIH. Parmi les affections opportunistes, les affections respiratoires sont
plus fréquentes et graves car survenant chez plus de 80% des personnes vivants avec le VIH. De
manicre générale, les affections respiratoires liées au VIH surviennent a un stade précoce de la
maladie (Aziagbe et al., 2018).

Egalement, la détection du statut sérologique VIH dans notre étude a été¢ déterminée majoritairement
chez des patients adultes dont I’age a été compris entre 40-50 ans avec une incidence de 39,1%. Horo
et collaborateurs en Cote d’Ivoire avaient retrouvé une tranche d’age de 20-49 ans avec un taux de
78,36% (Horo et al., 2012). Nos résultats sont pratiquement différents de ceux des travaux de
recherche réalisés en 2012 par Desmorys qui a montré que sur le continent africain, la prévalence
maximale du VIH de 14,9 % était atteinte dans la tranche d’age de 30- 34 ans chez les femmes et
avec une prévalence de 7,0 % dans la tranche d’age de 40- 44 ans chez les hommes (Desmorys,
2012). Des résultats différents de la notre ont montré que la tranche d’age la plus représentée dans
leur étude était de 31- 40 ans (38,43%). Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait que ce soit en

Europe ou dans les autres pays africains, I’infection a VIH reste une pathologie du sujet jeune.

Concernant I’infection du VIH par rapport au sexe, I’étude a montré que les femmes ont eu un taux
d’incidence de 52,2% qui est plus ¢élevé que les hommes. Cette disparité du taux d’incidence entre les
femmes et les hommes pourrait s’expliquer par des déterminants sociaux et économiques mais aussi
par des facteurs biologiques et physiologiques qui ne permettent pas toujours aux femmes d’assurer
leur prévention (Ndawinz, 2015). Cette prédominance féminine s’expliquerait aussi d’une part par
une population africaine majoritairement féminine, et d’autre part par des conditions socio-
économiques défavorables, et surtout au bas niveau d’instruction des femmes dans nos milieux ce qui

pourrait conduire a la prostitution (Aziagbe ef al., 2018).

En dehors des facteurs liés a I’hote et ceux environnementaux ; viennent ceux liés a 1’infection
en tant que cause de survenue des infections respiratoires. La littérature permet de dire que les
bactéries, les virus et le champignon Pneumocystis jirovencii seraient a I’origine d’infection
respiratoire aigue sévére (IRAS) (Aubry et Gauzeére, 2021). Dans cette partie de la discussion, nous

parlerons de I’aspect étiologique microbiologique des IRAS.

Parlant des bactéries en cause dans les IRAS, la méthode de culture et la PCR en temps réel

multiplex nous ont permis d’avoir les résultats de cette étude.
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S’agissant de la méthode de culture, I’identification des microorganismes ensemencés sur les
milieux de culture a donné un taux de positivité de 4 soit un taux de 12,1% et 29 étaient négatifs pour
la culture sur 33 patients. Sur les quatre échantillons positifs, trois souches de Klebsiella pneumoniae
qui sont des entérobactéries Bacilles Gram Négatifs (BGN) et une souche de Streptococcus
pneumoniae Cocci Gram Positif (CGP) ont été déterminées. L’étude d’Attig menée en Algérie sur
113 prélevements respiratoires a montré que le développement des microorganismes ensemenceés sur
les milieux de culture était au nombre de 62 soit un taux de 55% de positivité et 45% étaient négative
a la culture. De méme, sept cas des pneumopathies sont secondaires aux entérobactéries dont quatre
(4) sont rétrouvées associées a d’autres Bacilles Gram Négatifs. Parmi ces entérobactéries, K.
pneumoniae occupe le premier rang avec un nombre de quatre suivis d’Enterobacter cloacae avec
deux cas et un seul cas de Serratia marsescens (Attig, 2017). Le méme résultat a été trouvé dans une
¢tude faite dans le service de réanimation médicale polyvalente et toxicologie en Tunisie avec n=7
soit 22% des pneumopathies étaient causées par des entérobactéries. Parmi ces entérobactéries, K.
pneumoniae occupait le premier rang avec une détection de n=3 (Attig, 2017). K. pneumoniae était
le germe le plus fréquemment observé dans 1’étude de Coulibaly en 2020. Contrairement dans I’étude
de Kwas et collaborateurs, le pseudomonas aeruginosa était le germe le plus incriminé dans les
pneumonies aigues basses du sujet agé (Kwas et al, 2017). La négativité¢ des résultats de la culture
dans notre étude pourrait étre expliquée par 1’utilisation d’une antibiothérapie inadéquate des patients
avant de se rendre a I’hopital. Ou soit d’une origine virale de la pneumopathie. Aussi, la variabilité
de la fréquence des bactéries uropathogenes pourrait étre probablement liée aux facteurs
environnementaux (climat) des régions et aux activités usuelles des populations locales (hygiene)

dans les différentes études menées.

La répartition de K. pneumoniae selon le sexe et ’age a montré dans cette ¢tude que les sujets de sexe
feminin étaient plus touchés (n=2) par les infections a K. pneumoniae que ceux du sexe opposé (n=1).
Le sexe ratio H/F est en faveur du sexe feminin avec 0,5. Des similitudes ont été rétrouvées dans
I’étude de Nouri et Ziadi en 2015. Parmi les 30 souches isolées dans son étude, 23 étaient de sexe
féminin et 7 de sexe masculin. Le sexe ratio était de 0,30. On peut remarquer une nette prédominance
des souches isolées chez les femmes par rapport a celle des hommes (Nouri et Ziadi, 2015). Par
contre les résultats de I’étude de daffe en 2018 menée au Mali, a trouvé que les sujets de sexe masculin
¢taient plus touchés par les infections a K. pneumoniae que ceux du sexe opposé avec 1,76%. Le sexe
ratio H/F etait en faveur du sexe masculin avec 1,61 (Daffe, 2018). De méme, 1’¢tude de Sekhri en
2011 montre une prédominance masculine avec un sexe ratio de 1,17 (Sekhri, 2011). Pour les germes

incriminés, les résultats varient d’une étude a I’autre (Simonetti ef al., 2014).
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La tranche d’age de 18- 30 a été la plus représentée avec 66,7% suivi de celle de 30-40 ans avec un
taux de 33,3%. Nos résultats sont contraires a ceux de 1’étude de Daffe qui a montré que la tranche
d’age de 25 a 65 ans était la plus représentée a 45,57% suivie de la tranche de 0 4 25 ans a 27,93% et
26,46% pour les patients agés de 65 ans a plus (Daffe, 2018).

D’apres ’analyse des nos résultats de I’antibiogramme, 66,7% des souches ont été resistants a
I’association amoxicilline-acide clavulanique (AMC). Comparativement avec 1’étude de Soufi et
Hafayed en 2019 menée en Algérie sur 42 souches de Klebsiella pneumoniae, 50% étaient résistantes
a I’association amoxicilline-acide clavulanique (AMC) (Soufi et Hafayed, 2019). Tandis que Souna
a détecté une forte résistance a I’AMC d’un pourcentage de 90% (Souna, 2011). En effet, la résistance
des souches de K.pneumoniae dans une espéce varie non seulement avec le temps, le lieu
géographique, le service dans un méme hopital et le produit pathologique, mais également avec les
antécédents des patients par exemple antibiothérapie, hospitalisation, récidivité ou pathologie
chronique (Fares, 2010). Les tests de résistance aux antibiotiques effectués sur les trois souches de
K. pneumoniae ont révélé la présence de deux souches productrices de - lactamase a spectre ¢élargi
(BLSE) dans une proportion 66,7% de suivi de celui du type sauvage dans 33,3%. La présence de ces
souches BLSE serait une conséquence de ’acquisition des facteurs de résistance aux antibiotiques
qui est généralement secondaire a I’utilisation abusive et incontrdlée de ces antibiotiques (Muylaert
et Mainil, 2012). Les niveaux des résistances bactériennes varient d’un pays a ’autre et d’une année
a ’autre. Aussi, la connaissance de la situation locale et de son évolution sont nécessaires pour le
choix de I’antibiothérapie de premicre intention (El Bakkouri et al., 2009). Ainsi 66,7% des souches
¢tudiées sont productrices de B-lactamases a spectre ¢tendu (BLSE). Cette valeur se rapproche de
celle retrouvée a Tlemcen qui est 67% (Souna, 2010).

Les B-lactamines sont les antibiotiques de premicére ligne dans le traitement des infections causées
par les entérobactéries. Cependant, des le début de leur utilisation de masse dans les années 1940,
leur efficacité a été confrontée a la production des B- lactamases (enzymes inactivant les B-lactamines)
(Ruppé, 2010).

Notre résultat de la résistance des souches de K.pneumoniae a la Céfoxitine a donné une faible
resistance avec un taux de 33,3%. Pareillement, 1I’é¢tude de Soufi et Hafayed, 2019 sur les résultats
de la résistance a la céfoxitine exprime un taux faible de 4,76%. De méme, les résultats de Sekhri en
2011, se rapprochent des notres avec un taux de résistance de 43,35% pour 1’association amoxicilline-
acide clavulanique (Sekhri, 2011). Pour les aminosides, un taux de résistance de 66,7% a été observé

pour la gentamycine, mais beaucoup faible pour I’amikacine qui est de 33,3%. Mais ce taux de
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résistance a I’amikacine est d’autant plus inquiétant, que cet aminoside est de premier choix dans le
traitement des infections nosocomiales a K. pneumoniae et surtout a K. pneumoniae BLSE+.

Une seule souche de S. pneumoniae a été détectée avec un taux de 25%. Le taux faible de détection
de S. pneumoniae pourrait s’expliquer par le fait que S. pneumoniae est une bactérie fragile et les
méthodes de culture prennent du temps avec une relative faible sensibilité, particulierement quand
des antibiotiques ont ét¢ administrés au patient avant le prélévement. Aussi, le diagnostic précoce et
précis de la pneumonie pneumococcique dans les établissements de soins demeure difficile en raison
des limites des méthodes de diagnostic conventionnelles (Yang ef al., 2015). Dans cette étude, S.
pneumoniae a été sensible a la pénicilline. En effet, S. pneumoniae est resté uniformément sensible a
la pénicilline pendant plus de 25 ans d’utilisation de cet antibiotique. Depuis la découverte des
souches de Pneumocoque de sensibilité¢ diminuée a la pénicilline aucun continent n’a été épargné. La
résistance du pneumocoque aux antibiotiques varie dans le temps en fonction de plusieurs paramétres
comme la région, 1’age, la distribution des sérotypes et la source de prélévement. Toutefois, la
diffusion des pneumocoques résistants est une situation préoccupante dans le monde, motivant la
réalisation d’enquétes épidémiologiques aussi bien au niveau régional, qu’au niveau national et
international. L’augmentation des taux de résistance est le plus souvent engendrée par 1’utilisation
irrationnelle des antibiotiques (Van de Sande-Bruinsma et al., 2008). La fréquence de souche
érythromycine résistante a été¢ de 33,3% dans cette étude. Elle est similaire dans 1’étude de Tali-

Maamar et coll 2012.

La négativité de croissance bactérienne apres culture a donné un taux de 87,9%. Ces résultats négatifs
des cultures pourraient étre dus soit au traitement antibiotique avant les prélévements, soit a une
infection par d’autres agents étiologiques tels que les bactéries L. pneumophila, C. pneumoniae et M.

pneumoniae, qui ne sont pas détectées en routine dans les laboratoires (Akter, 2014).

Concernant la technique d’amplification PCR pour la détéction des bactéries, cela nous a
permis de mettre en évidence des micro-organismes a un taux de 63,6%. Les bactéries identifiées
dans les LBA étaient S. pneumoniae, H. influenza, L. pneumophlia, M. catarrhalis et S. aureus et des
co-infections bactériennes. La PCR multiplex a permis d’identifier H. influenzae a un taux de 36%,
suivi de S. pneumoniae a 15%. Pendant cette derniere décennie, plusieurs pays africains ont introduit
les vaccins contre H. influenzae b et S. pneumoniae dans leur programme national de vaccination
(Zar et al., 2015). De plus, Abdeldaim et al ont travaillé sur des échantillons de LBA de 156 patients
souffrant d’infection respiratoire aigué basse, et ont rapporté que le taux de détection de pathogeénes

augmentait de 13% a 35% chez S. pneumoniae et de 20% a 46% chez H. influenzae. En effet, ces
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germes retrouvés sont des agents responsables de la méningite bactérienne et représentent une
préoccupation majeure en matiére de santé publique dans les pays en voie de développement ou la
couverture vaccinale demeure encore faible (Abdeldaim et al., 2010).

Aussi, 1 cas de Legionella spp a été détecté a 4,8%. Cette bactérie a été retrouvée du fait qu’elle est
aussi impliquée dans la maladie du légionnaire et la pneumopathie sévere.

Sa présence dans les prélévements pourrait s’expliquer par sa transmission par le biais de 1’inhalation
d’aérosols contaminés. Les souches de L. pneumophila ont surtout colonisé les milieux anthropiques
tels que les réseaux d’eaux chaudes sanitaires, les tours aéro-réfrigérantes (Walser et al., 2014). Les
souches de 1égionelles a 1’origine d’infections sont rarement issues de 1’environnement naturel mais
proviennent majoritairement des installations humaines. En effet, les écosystemes cités
précédemment regroupent souvent plusieurs facteurs favorisant le développement de la bactérie. La
température comprise entre 25 et 45°C, le pH entre 5,5 et 8,5, la présence de matiéres organiques et
inorganiques, les microorganismes, I’eau stagnante, le matériau des canalisations sont autant
d’éléments aidant a la prolifération des légionelles. Tous ces paramétres favorisent le développement
de biofilms dans lesquels elles peuvent éventuellement persister (Abdel-Nour et al., 2013).

Le taux de détection des bactéries par la PCR temps réel qui est 63,6% est supérieur a celui
de la culture de 12,1%. Les PCR se sont révélées particulierement utiles pour détecter ’ADN de
micro-organismes difficiles a cultiver, poussant lentement, ne supportant que trés mal la dessiccation
ou présents en faible quantité dans 1’échantillon clinique. De plus, contrairement a la culture, la
détection de I’agent infectieux par PCR n’est que peu influencée par quelques doses d’antibiotiques
(Sboui, 2016). De telles différences entre les techniques de bactériologies classiques et la PCR en
temps réel ont été rapportées au Niger en 2006 par Chanteau et al. Ils ont obtenu un taux global de
confirmation de 40,8% par la PCR et de 16% par la culture (Chanteau et al., 2006). En effet, la
sensibilité de la PCR calculée était de 15% et la spécificité de 92%. La valeur prédictive positive était
de 75% et la valeur prédictive négative de 41%. Cela pourrait s’expliquer par I’exigence des différents
milieux de culture pour les différentes bactéries et en raison de nombreuses variétés de micro-
organismes et aussi par 1’inhibition de la croissance de multiples espéces de bactéries due a la
s¢lectivité des conditions de culture (Aydemir ef al., 2014). Toutefois, il n’y a eu deux échantillons
ou la culture et la PCR ont détecté des pathogenes différents. Ceci pourrait s’expliquer par I’utilisation
du Kit bacterial pneumonia- CAP qui détecte sept bactéries que sont S. pneumoniae, H. influenzae,

S. aureus, L. pneumophila, M. catarrhalis, M. pneumoniae et C. pneumoniae.
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K. pneumoniae n’a pas été inclus dans le kit multiplex pour la détection des pathogeénes respiratoires
par les fournisseurs. Cela pourrait s’expliquer par le fait que K.pneumoniae n’est pas une bactérie

fréquemment retrouvé en Europe dans les infections respiratoires.

Apres la détection des bactéries, nous parlerons du champignon Pneumocystis jirovecii. La

recherche de P. jirovecii selon 1’dge a montré un taux élevé chez les patients ayant un age > 49 ans.

Selon I’¢étude de Saleh, la pneumonie a P. jirovecii survient chez les sujets ayant généralement
plus de 26 ans. Dans son étude, il a retrouvé des ages correspondants a ceux d’adulte compris entre

26-35 ans (Saleh, 2014).

Concernant I’état immunitaire sur la survenue des infections, la méthode de PCR a permis de détecter
13 cas positifs a P. jirovecii. Sur ces 13 cas positifs, 11 cas soit un taux de 84,6% de P. jirovecii ont
¢été détectés dans les échantillons biologiques chez les patients ayant été détectés positifs au VIH.
Cela pourrait s’expliquer par le fait que le VIH affaiblirait le systéme immunitaire des personnes
affectées en les rendant vulnérables a toutes sortes de maladies. En effet, P. jirovecii un champignon
atypique de type levure, est un agent pathogéne humain important, en particulier chez les hotes
immunodéprimés. Il cause principalement une pneumonie (Dhingra et al., 2018). Nos résultats sont
en corcondance avec ceux de Khalife ayant trouvé que la pneumocystose est une infection
opportuniste tres fréquente chez les patients infectés par le VIH avec une prévalence de 60 a 80 %
dans les pays industrialisés et de 13 a 55 % dans les pays en voie de développement (Khalife, 2014).
Cela pourrait s’expliquer aussi car chez les patients VIH positifs, le risque de contracter une
pneumonie a P. Jirovecii est directement liée au degré d’immunodépression induit par 1’infection
virale (Khalife, 2014). Son incidence a explosé¢ avec I’épidémie de I’infection VIH (Tapparel et al.,

2010).

En ce qui concerne I’influence des saisons sur la survenue de la maladie, I’étude a montré des pics de
détection de P. jirovecii durant les périodes d’avril a juillet et octobre a novembre. Ces différents
mois correspondent aux grandes et petites saisons de pluies qui sont des périodes froides. Bien que
les résultats différent en fonction des auteurs, il existerait une variation saisonniére de I’incidence de
la pneumocystose a P. jirovecii (Saleh, 2014). En effet, la température et ’humidité extérieure
auraient une influence sur la dissémination environnementale des spores du champignon (Khalife,
2014). D’autres équipes, espagnoles et anglaises, ont observé une incidence maximale de P. jirovecii
en hiver comme pour les autres infections respiratoires (Khalife, 2014). En revanche, bien que
I’association entre les facteurs climatiques (température et humidité) et I’incidence de P. jirovecii ne
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soit pas clairement établie, I’incidence de P. jirovecii serait globalement corrélée a la hausse des
températures. Plus récemment, les travaux des équipes allemandes et anglaises vont dans ce sens et

décrivent des pics saisonniers plutdt estivaux (Saleh, 2014).

Enfin, aprés avoir parlé des bactéries et du champignon P. jirovecii, nous aborderons les virus
respiaratoires détectés. Un panel de 9 virus respiratoires a été recherché par la PCR multiplex avec le

kit In vitrogen PCR template.

Sur les 33 échantillons testés, 4 types de virus ont été détectés a un taux de 21,2%. Ce taux est
semblable a celui d’études antérieures ayant rapporté des taux entre 23% et 56% dans les infections
virales chez les patients atteints de pneumonie (Gadsby et al., 2016). Les virus détectés étaient
Coronavirus OC43 a 3,03%, Coronavirus HKU1 a 3,03%, Rhinovirus humain RHV 3,03% et virus
Para-influenza -3 PIV-3 a 12,12%). Cependant, des résultats de plusieurs autres études sont en
désaccords et ont rapporté des prévalences et des virus différents de notre étude (Wansaula et al.,
2016). Cette différence serait probablement due aux différentes méthodes choisies, différentes
régions et populations. Aussi cette différence pourrait-elle s’expliquer par la différence de climat et
saison dans les pays ou les études seraient menées. En milieu tropical, I’incidence est maximale au
cours de la saison des pluies. En effet, I’incidence des infections varie avec la saison (Saidani, 2010).
Le virus le plus incriminé chez les patients atteints de pneumonie était le virus Parainfluenza -3 avec
12,12%. De méme, une étude réalisée au Brésil a mis en évidence le virus Parainfluenza en tant que
virus le plus incriminé avec un taux de positivité de 57,7% avec une prédominance du sous-type PIV-
3 (Thomazelli et al., 2017). En effet, ce sous-type est essentiellement responsable d’infections hautes
(rhinites, trachéites, laryngites) chez les enfants de 2 ans et d’infections respiratoires basses
(pneumonies, bronchiolites) chez les nourrissons (Dorin, 2012). Les PIV-3 ont montré des
prévalences plus élevées pendant la saison seche et chaude qui est la période de décembre a mars
dans notre étude. Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait qu’en Cote d’Ivoire, la période de
décembre a mars correspond a la grande saison seche et a la fin de la saison des pluies et surtout le
début de I’harmattan.L.’harmattan correspond a la saison séche et froide avec un vent sec et chaud le
jour et plus froid la nuit. Alors selon la littérature, les pneumonies peuvent étre observées durant toute
I’année avec un maximum de fréquence en hiver car les saisons froides sont propices aux infections
respiratoires (Taqarort, 2011). Une coinfection entre PIV-3 et de Coronavirus HKUI a été détectée
avec un taux de 14,3% dans cette étude. Des virus et des proportions différentes ont été rapportées
dans d’autres études (Kenmoe et al., 2016). Le BoV, ’AdV, le PIV et le VRS étaient les virus
fréquemment détectés en coinfection dans ces études. Les coinfections virales ne semblent pas
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influencer la sévérité de I’infection selon Huguenin et al., 2012. Les virus recherchés sont dits
classiques puisqu’ils ont un tropisme presque exclusif des cellules ciliées de I’épithélium respiratoire.
IIs partagent tous une courte période d’incubation et une transmission interhumaine par contact direct

ou par émission de microgouttelettes sous forme d’aérosol (Dorin, 2012).

L’analyse des LBA a révélé une co-infection bactérie- virus dans 12,1% des cas et bactérie-
P. jirovecii dans 27,3 %. Une étude réalisée au Sénégal montre que 1’association entre bactéries et
virus était la principale cause d’infection respiratoire aigué¢ (Assane et al., 2018) ; ce qui est en
contradiction avec les résultats de cette étude qui montre que la co-détection bactérie- P. jirovecii
serait la cause principale de pneumonie a Abidjan. Cela pourrait s’expliquer par le faible taux de virus

détecté.

De méme, 1’étude a mis en évidence des bactéries dans 52,5 % des cas suivies de P. jirovecii dans
32,5 % et enfin des virus dans 15%. En effet, selon les études de Diaz et al.,, 2011, les virus
respiratoires seraient responsables de 15 a 40 % des étiologies connues des pathologies respiratoires
d’étiologie infectieuse. Nos résultats concernant la détection des virus sont similaires a ceux de Diaz
et collaborateurs. Ainsi, de nombreuses études ont été réalisées de par le monde pour tenter de préciser
I’épidémiologie des germes responsables des pneumonies aigues. Le fort taux de bactéries dans notre
étude pourrait s’expliquer par des études ultérieures menées qui ont démontré que les voies
respiratoires inférieures étaient remplies de diverses communautés de bactéries tant dans les états de

santé que dans les états de maladie (Dickson et al., 2013).
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES
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Au terme de cette étude dont I’objectif était de déterminer par des méthodes de microbiologie
conventionnelles associées aux méthodes de microbiologie moléculaires les microorganismes
responsables des IRAS chez les adultes en Cote d’Ivoire, des conclusions suivantes peuvent étre

tirées:

Concernant les facteurs de risque de survenue de la pneumonie, la tranche d’age de 30-39 ans a été
la plus touchée et la survenue de la pneumonie n’est pas liée a 1’age. Par contre les facteurs de risque
associés a la pneumopathie dans cette étude étaient le sexe masculin, le statut socio-économique
défavaroble, la saison séche et pluvieuse.

Les études microbiologiques ont montré une faible performance des techniques de bactériologie
conventionnelles notamment de la culture avec I’isolement de deux bactéries responsables d’IRAS :
K. pneumoniae et S. pneumoniae. Par contre, les techniques de biologie moléculaire ciblant les
germes classiquement présents dans les IRAS a fourni de meilleurs résultats avec un taux de 63,6%
beaucoup plus élevé que celui de 12,1 % de la culture. En effet, la PCR temps réel a permis la
détection de S. pneumoniae, H. influenza, L. pneumophlia, M. catarrhalis et S. aureus et des co-
infections bactériennes avec une prédominance de H. influenzae. Concernant, la détection du
champignon P. jirovecii, la PCR a permis de le mettre en évidence avec un taux de 39,4%. De méme,
P. jirovecii a été fortement détecté chez les patients VIH positif. S’agissant de la recherche des virus
par la PCR multiplex en temps réel, nous avons eu un taux de détection de 18,2% avec la détection
de Coronavirus OC43, du virus Parainfluenza -3 (VPI-3), de Rhinovirus Humain. Une coinfection
virale entre le virus Parainfluenza-3 (VPI-3) et le Coronavirus HKUT a été observé. L’étude a montré
qu’en Cote d’Ivoire, le virus du Parainfluenza virus-3 (VPI-3) est celui qui a prédominé (12,12%) et
circule dans les IRAS au cours de la période d’étude.

L’¢tude a permis de mettre en évidence des coinfections bactéries-virus, bactéries- P. jirovecii et
bactérie-virus- P. jirovecii.

Les infections respiratoires aigués séveres ont ¢t¢ dominées par les bactéries dans 52,5 % des cas,
suivies de P. jirovecii dans 32,5 % des cas et des virus dans 15% des cas. L’étiologie bactérienne a
donc été prépondérante dans les infections respiratoires aigués séveres dans la présente étude menée
au C.H.U de Cocody, Abidjan.

De par cette ¢tude, 81,9% des étiologies microbiennes des IRAS ont été déterminées.
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Perspectives

L’¢étude a montré la présence de bactéries, de virus et de P. jirovecii dans les prélévements
respiratoires. Cependant 18,1% des étiologies sont restées inconnues dans cette étude. En

perspective, il conviendra de :

e Séquencer les pathogenes identifiés par la technique de métagénomique qui consiste a étudier

collectivement les génes sans les détailler individu par individu.
Recommandations

Au terme de notre étude, il parait opportun dans le but d’améliorer le diagnostic

microbiologique des infections respiratoires aigiies séveres de faire des suggestions a 1’endroit :
Des autorités gouvernementales

e Améliorer la disponibilité des vaccins contre les pneumopathies dans les centres de soins
e Equiper tous les Centres Hospitaliers Universitaires ou il y’a des services de pneumologie de
fibroscopes pour les examens plus approfondis
e Baisser le colit des examens de diagnostic de la pneumonie par les techniques de PCR
Aux personnels de santé
e Eduquer la population en les sensibilisant sur les effets néfastes de certains facteurs
environnementaux sur la santé : tels que la poussiére, les fumées de brilis...

e Utilisation des antibiotiques imipénene et cefoxitine dans le traitement des pneumonies
Des biologistes

e Favoriser I'utilisation des méthodes PCR pour le diagnostic de certains pathogenes
respiratoires

e Orienter le diagnostic vers la recherche de champignon P.jirovecii et de virus dans les cas de
pneumonie

e Poursuivre I’étude pour augmenter la taille de I’échantillon et si possible I’étendre aux autres

Centre Hospitalier Universitaire.
De la population

e Se faire vacciner contre la pneumopathie et les autres maladies évitables par la vaccination

e Consulter tot un médecin en cas de fievre et toute toux et/ou difficulté respiratoire.
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Annexe 1 : Les différentes composantes de 1’automate MagNa Pure Compact

Automate d’extraction MagNa pure Compact (Roche)
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Annexe 2 : Thermocycler ABI 7500 Fast PCR temps réel




Annexe 3 : Formulaire du consentement éclairé
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Annexe 5: Aspect des colonies de Klebsiella pneumoniae sur milieu EMB (Photo originale)

Annexe 6 : Photo de la galérie biochimique de Klebsiella pneumoniae

1 : Uréé-indole ; 2 : Citrate de Simmons ; 3 : Lysine-Fer ; 4 : Kligler-Hajna



Annexe 7 : Aspect des colonies de Streptococcus pneumoniae sur milieu GSF (Photo originale)

Annexe 8 : Mise en évidence de la production phénotypique de -lactamases (test de synergie)

Le bouchon de
Champagne

ATM : aztréonam ; AMC : amoxicilline/acide clavulanique ; CRO : ceftriaxone ; FEP : céfépime, CTX : cefotaxime,

CAZ : ceftazidime ; IPM : imipénéme
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Original Research Article

ABSTRACT

Aims: Performing diagnosis in patients with lower respiratory tract infection is still challenging and is
only achieved in half of the cases by conventional methods in Cbéte d'lvoire. A few works
concerning the etiologies of severe pneumonia were carried out in spite of methods of diagnosis.
The present study was conducted to identify and highlight the common causative bacteria of
pneumonia by culture method and through the method of multiplex polymerase chain reaction
(PCR).

*Corresponding author: E-mail: michelenchott@yahoo.fr;




N’chott et al.; JAMB, 11(4): 1-8, 2018; Article no.JAMB.42687

Study Design: A prospective cohort analysis was conducted for 90 adult African patients

hospitalised for acute pneumonia.

Place and Duration of Study: Pneumophtisiology department (PPH) of the University Hospital
Center of Cocody (Cote d'lvoire) and laboratory of Bacteriology- Virology of Pasteur Institut of Cote
d’lvoire, between February 2016 and October 2017.

Methodology: A total of 90 patients (42 men, 48 women, age range 18-77 years) with symptoms of
acute lower respiratory infection and diagnosed with pneumonia were included. Only 33 patients
fulfilled inclusion criteria and gave the consent to do fibroscopy. Culture and PCR methods were
performed to isolate the most common bacteria in the bronchoalveolar lavage (BAL) fluid.

Results: Four bacterial isolates were identified in 33 cases (12.1%) in all patients using the culture
method. This number increased to 21 (63.6%) with multiplex PCR. The most commonly identified
bacteria by PCR were Streptococcus pneumoniae (15.1%) and Haemophilus influenzae (36.4%).
There was a significant increase in PCR method compared to the culture in terms of bacterial

detection rate (P = 0.05).

Conclusion: Real-time PCR tests were very sensitive and fast. The prevalence of bacteria and
multiple agents detected by real-time PCR versus culture was considerably higher.

Keywords: Infection; Lower respiratory tract; bacterial etiology; culture; multiplex PCR.

Definitions, Acronyms, Abbreviations

BAL : Bronchoalveolar lavage fluid

EMB : Eosine Methylene Blue

AMRUGE :Appui & la Modernisation et a la
Réforme des Universités et Grandes
Ecoles de Céte d’lvoire

1. INTRODUCTION

Lower respiratory tract infection is a serious
health problem that causes a huge burden. They
are the major causes of adult consultation and
hospitalisation [1] in sub-Saharan Africa [2].
Establishing a rational medical treatment
becomes a major challenge. Viruses and
bacteria may show similar symptoms, making
them difficult to distinguish clinically [3]. While
this concept seems to be generally underlay by
the viral etiology, in community-acquired
pneumonia, bacterial origin prevails and
represents 60 to 80% cases [4].

In general, treatment management is clinical,
based on empiric antibiotic therapy and targets
Pneumococcus, the most commonly
encountered pathogen [5]. This relegates to

the background, typical agents such as
Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae and Legionella pneumophila,

recognized as responsible in 40% of cases for
this pneumonia [6].

Lower respiratory tract infection causes a high
rate of morbidity and mortality, but a definitive
microbiological diagnosis is often not obtainable
by traditional culture or serological methods.
Besides, the culture of some bacteria may be

difficult or require more extended periods of time
[7], particularly when antibiotics have been
administered to the patient before sampling [8].
Molecular techniques such as gqPCR can improve
diagnostic  performance and reduce the
identification time of pathogens [9]. It is a fast
and accurate tool that does not depend on the
microbiological viability of bacteria [10]. The
etiological diagnosis of severe acute respiratory
infections remains a major health issue in Africa
and Céte d'lvoire.

Therefore, this study was conducted to identify
the common causative bacteria of community-
acquired pneumonia from bronchoalveolar
lavage (BAL) fluid through culture and
polymerase chain reaction methods.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Recruitment and Sampling

This prospective cohort study was conducted
between February 2016 and October 2017 in the
Pneumophtisiology department (PPH) of the
University Hospital Center of Cocody (Cobte
d'lvoire). Adult patients (older than 18 years) with
one or more symptoms or signs suggestive of
pneumonia and radiographic evidence of
pneumonia, who gave verbal informed consent
were enrolled and included in this study. TB
patients and those who refused to do fibroscopy
were not included. BAL fluid samples were
collected in a steriized container and
immediately sent to the Institut Pasteur of Cote
d'lvoire at the Bacteriology-Virology laboratory
for bacteriological analysis and also to the
Molecular Biology platform for molecular




analysis. This study was approved by the
National Ethics.

2.2 Culture

Bronchoalveolar lavage samples sent to the
laboratory were analyzed by direct microscopic
examination and Gram stain [11]. After Gram
staining, BAL samples were dropped on Eosine
Methylene Blue (EMB) agar, Chapman-Mannitol
Salt, Columbia agar with 5% fresh sheep blood,
gentamicin 5.0 g/mL and Columbia with 5%
cooked sheep blood supplemented with
polyvitex, to facilitate detection of Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae and Moraxella catarrhalis,
respectively. Inoculated media were aerobically
incubated at 37°C for 24-48 hours in a CO,-
enriched atmosphere for target bacteria.

Colony identification was performed using
morphology (appearance after Gram stain) and
biochemical (single enzymatic, catalase and
oxidase, metabolic enzyme activities, sugar
metabolism) traits [12]. So, S. pneumoniae was
identified by alpha-haemolytic colony morphology
and inhibition by optochin and confirmed by a
latex agglutination test. The identification of H.
influenzae was based on Gram stain, growth on
chocolate medium supplemented with vitamin
factors, hemin and nicotine adenine nucleotide.
Bacteria that did not agglutinate with antisera
against H. influenzae were considered to be
undetectable. M. catarrhalis was identified by
colony morphology, Gram stain, cytochrome
oxidase assay, and butyrate hydrolysis [13]. The
identification of K. pneumoniae was made on the
morphology of the mucous colonies, the growth
on Eosine methylene blue medium, an oxidase
test followed by a seeding on an APl 20E
biochemical strip for searching for the use of
glucose and maltose [14]. Staphylococcus
aureus was identified by morphology of golden
colonies on Chapman agar using mannitol by the
changing to yellow of the agarose color, a
catalase and DNAase assay.

2.3 Multiplex PCR Analysis

The bacterial nucleic acid was extracted from
600 pL of each specimen of BAL using the pure
MagNa Compact (Roche) according to the
manufacturer's instructions. One  hundred
microliters of DNA was recovered and stored at
4°C for amplification. Multiplex PCR using the
"FTD bacterial pneumonia_CAP" kit was used to
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analyse DNA samples extracted from BAL.
Bacteria detection was performed with the ABI

Fast® 7500 controller  following the
manufacturer's instruction. This multiplex kit
usually detects seven bacteria that are:
Staphylococcus aureus, Streptococcus

pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Legionella
sp, Mycoplasma pneumoniae, @ Chlamydia
pneumophila and Haemophilus influenzae.

2.4, Statistical Analysis

Quantitative variables were expressed as mean
and standard deviations from the mean and were
compared using the Chi 2 test. A p-value of less
than 0.05 was considered as statistically
significant.

3. RESULTS

3.1 Patient Description

For over a period of one-year, 90 hospitalised
adult patients with pneumonia were included in
the study. There were 42 men (46.7%) and 48
women (53.3%) constituting a sex ratio of 0.87.
The mean age of patients was 40 + 13.7 years
and the age of the study population ranged from
18 to 77 years (Table 1).

3.2 Analysis of Bronchoalveolar Lavage
Samples

A total of 33 BAL were cultured and collected
from 16 female patients against 17 male.
Out of 33 BAL, 4 (12.1%) were considered
positive because they contained bacterial
colonies against 29 (87.9%) negative
(no bacterial colonies). Three (75%) of the 4
positive BAL were from female patients and 1
(25%) from male patients, and no significant
(P = 0.26) difference (P value <0.05) was
observed (Table 2). The isolated bacteria
were K. pneumoniae (9.1%) and S. pneumoniae
(3%).

Patients with a negative culture had maximum
age of 68 years, a median of 43 years and a
minimum value of 18 years. While those, who
resulted a positive culture had a maximum value
of 89 years, a median of 29 years and a
minimum value of 24 years. This figure allowed
us to compare the two (2) variables and it
showed that there was a difference between the
age and the bacteria as found by the culture

(Fig. 1).
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Table 1. Patients’ information

Numbers Percentage (%)
Sex Male 42 46.7
Female 48 53.3
Age <29 19 21.1
30-39 27 30
40- 49 26 28.9
50-59 8 8.9
>60 10 11.1
Antibiotics Yes 2 6.1
No 31 93.9
Serology HIV Yes 65 72.2
No 25 27.8
Table 2. Bacterial cultures results of bronchoalveolar lavage samples of patients
Patients Culture Total
Negative Positive
Female 13 (39.4%) 3 (9.1 %) 16 (48.5%)
Male 16 (48.5%) 13 %) 17 (51.5%)
Total 29 (87.9%) 4 (12.1%) 33 (100%)

*P=0.26; Chi2=1.28

3.3 Multiplex PCR Analysis

Out of 33 BAL samples, 21 (63.6%) were positive
after using multiplex PCR technique. The
detected bacterial strains were, three S.
pneumoniae (14.3%) and nine Haemophilus
influenzae (42.8%), one Legionella pneumophila
(4.8%) and one Moraxella catarrhalis (4.8%)
(Table 3).

Bacterial co-infections were also detected in
these BAL samples. There were three cases
(14.3%) of H. influenzae associated with S.
pneumoniae, followed by two cases (9.5%) of H.

50
L

age

40

30
L

20
L

influenzae associated with M. catarrhalis and
finally one case of S. pneumoniae associated
with either S. aureus or M. -catarrhalis,
respectively (4.8%) (Table 3).

For PCR, the maximum age of patients for
undetected bacteria was 69 years, a median of
33 years and a minimum of 21 years. However,
detected positive bacteria had a maximum value
of 62 years, a median of 42 years and a
minimum value of 18 years. This figure allowed
us to do a descriptive analysis. A difference
between age and the bacteria was found by PCR

(Fig. 2).
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Fig. 1. Age according to the bacteria found by the culture
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Table 3. Distribution of bacteria in BAL after multiplex PCR

Type of infection

Names of Bacteria

Numbers (%) N = 21

Mono-infection bacteria S. pneumoniae 3 (14.3%)
H. influenzae 9 (42.8%)
L. pneumophlia 1(4.8%)
M. catarrhalis 1(4.8%)

Co-infection bacteria H. influenzae + S. pneumoniae 3 (14.3%)
H. influenzae + M. catarrhalis 2 (9.5%)
S. pneumoniae + S. aureus 1(4.8%)
S. pneumoniae + M. catarrhalis 1(4.8%)

60
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age

40
1

30
L

1

20
L

Négative

Positive

Fig. 2. Age according to bacteria detected by PCR

3.4 Comparison of Culture and PCR
Method

The detection rate of the bacterial pathogen was
significantly higher in the PCR method compared
to the culture method (P < 0.05). The sensitivity
of the calculated culture method was 15% with a
positive predictive value of 75%.

The culture method was able to detect only 2
types of bacteria in only 4 BAL samples from the
33 cultures, while PCR showed several
pathogens in 21 patient samples.

Only 3 (9.1%) of the 33 samples were
true culture positive and PCR positive against 12
(36.4%) true culture negative and PCR positive
(Table 4). One case was positive for culture
(K. pneumoniae) while negative for

PCR. Two cases gave different results for
culture and PCR, culture detected
K. pneumoniae and PCR detected S.

pneumoniae.

4. DISCUSSION

In the present study, the proportion of men with
pneumonia was lower than that of women (47%
versus 53%). These results do not agree with
data from the literature which showed a
predominance of pneumonia in males. Indeed, in
a study conducted at the Mohammed V military
hospital in Rabat during 2007-2008, the
predominance of this condition among men was
82%, compared to 78% in 2010 [15].

In addition, the age group above 60 years was
least affected by this disease, as it represented
only 11% of pneumonia cases highlighted in this
study; unlike the results of the study of Aboukad,
[15], who showed that the risk of developing
pneumonia was higher in the elderly population.
However, results similar to this study were
obtained by Kollef, which showed that 10% of
pneumonia patients were over 70 years of age,
while 40% were in the 20-40 years age
groups [16].
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Table 4. Comparison of culture method and multiplex PCR

Result PCR multiplex Total
Negative Positive
Bacterial culture Negative 12 (92.3%) 17 (85%) 29 (87.9%)
Positive 1(7.7%) 3 (15%) 4 (12.1%)
Total 13 (100%) 20 (100%) 33 (100%)

*P =0.53; Chi 2=0.39

With respect to the biological samples, 4 BAL
positive of the 33 put in culture, made it possible
to isolate Klebsiella pneumoniae (9%) and
Streptococcus pneumoniae (3%). The study
conducted by Ze et al. in Yaoundé showed that
Pneumococcal pneumonia and  Klebsiella
pneumonia were the most common (81%) [17].
In addition, Klebsiella pneumoniae was found to
be the most common bacterial pathogen leading
to hospitalisation in medical intensive care unit in
Singapore [18]. However, the low detection rate
of Streptococcus pneumoniae could be due to
the fact that Streptococcus pneumoniae is a
fragile bacterium and the culture methods take
time with relatively low sensitivity, especially,
when antibiotics have been administered to the
patient before sampling [8]. Also, early and
accurate diagnosis of Pneumococcal pneumonia
in health care settings remains difficult due to the
limitations of conventional diagnostic methods
[10]. In addition, the bacteriological profile of
community-acquired pneumonia varies from
country to country and changes over time in the
same country, probably due to the frequent use
of antibiotics, environmental pollution, public
enlightenment about the disease and life
expectancy. For example, Streptococcus
pneumoniae remains the most common
causative pathogen, although the incidence of
this organism varies widely [19].

Twenty-nine (87.9%) of the 33 BAL showed no
bacterial growth after seeding in the culture
medium. These negative results of the cultures
could be either due to the antibiotic treatment
before the samples were collected, or due to an
infection by other etiological agents such as the
viruses, and the bacteria like Legionella
pneumophila, Chlamydophila pneumoniae and
Mycoplasma pneumoniae, which were not
detected in laboratories routine analysis [20].

Of the 33 BAL samples tested, frequently
detected bacteria by multiplex PCR were
Haemophilus influenzae (36%) and
Streptococcus pneumoniae (15%). These results
are in agreement with those of File [21] and Lode
[19] who found in their study that Streptococcus

pneumoniae and Haemophilus influenzae are the
main causes of community-acquired pneumonia
[19,21]. In addition, Abdeldaim et al. worked on
BAL samples from 156 patients with acute lower
respiratory infection, and reported that the
pathogen detection rate increased from 13% to
35% in Streptococcus pneumoniae and from
20% to 46% in Haemophilus influenzae [9].

In fact, these germs are the responsible agents
for bacterial meningitis and represent a major
public health problem in developing countries
where vaccination coverage is still low [22]. The
last 20 years have been marked by the
emergence, then the spread-out in many
countries due to resistance and often multi-
resistance to antibiotics, and two main
pathogenic species are involved in community-
acquired respiratory tract infections namely
Streptococcus pneumoniae and Haemophilus
influenzae [23].

The co-infections by H. influenzae + S.
pneumoniae, H. influenzae + M. catarrhalis, S.
pneumoniae + S. aureus and S. pneumoniae +
M. catarrhalis were found in the proportions of
9%, 6%, 3%, and 3%, respectively. The
presence of co-infections could be explained due
to the HIV positive status for these patients. In
community-acquired pneumonia in immune-
compromised patients, all the usual bacteria may
be involved knowing that clinical-radio profile
may be extremely atypical [24].

The high rate of bacterial detection by PCR
(63.6%) could be explained by the fact that the
PCR is based on the detection of genetic
material (DNA or RNA) and does not require the
survival of the microorganism and therefore is
not affected by previous use of antibiotics. In
addition, PCR is more sensitive in the detection
of multiple microorganisms and provides quick
results [25]. Indeed, the sensitivity of the culture
was calculated at 15% and the specificity of 92%.
The positive predictive value was 75% and the
negative predictive value was 41%. This could be
explained by the requirement of the different
culture medium for different bacteria and



because of different varieties of microorganisms
and also by the inhibition of the growth of
multiple species of bacteria due to the selectivity
of culture positive conditions [11]. However, there
was only one case of culture positive (Klebsiella
pneumoniae), in which PCR detected no
pathogens and two samples where both culture
and PCR methods detected different pathogens
(two Klebsiella pneumoniae with the culture gave
Streptococcus pneumoniae and Haemophilus
influenzae). This could be explained by the use
of the bacterial pneumonia-CAP kit which detects
seven bacteria (Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus
Legionella pneumophila, Moraxella catarrhalis,
Mycoplasma pneumoniae and  Chlamydia
pneumoniae). Klebsiella pneumoniae is not
included in the multiplex kit for the detection of
respiratory pathogens. The multiplex kit used in
this study detected atypical bacteria such as L.
pneumophila. However, it was impossible to
identify these pathogens with culture methods.
Therefore, there are difficulties in the common
practice of culture used in the diagnosis of
atypical pathogens because the bacteria develop
slowly (3-6 weeks). PCR methods have been
proved to be highly sensitive and specific in the
simultaneous and rapid detection of these
atypical slow-growing and tough bacteria.

5. CONCLUSION

Traditional culture methods and phenotypic
identification of bacteria are not always adequate
for detecting pathogens in the lower respiratory
tract. In this study, the multiplex PCR was found
to be reliable because it allowed the detection of
multiple pathogens of which 5 out of 8 bacteria
were responsible for pneumonia. It also provided
rapid identification of bacteria and etiologic
agents of infection in the BAL samples collected.
However, limitation in both bacterial culture of
BAL samples and PCR-multiplex kits (Klebsiella
pneumoniae, not included in the kit) for detection
of pathogens involved in lower respiratory tract
infections was observed. Therefore, an
enormous need for new diagnostic tools, such as
metagenomics, a method that will make it
possible to study all the genomes of the
populations of microorganisms present in the
BAL samples collected, is required, because it is
based on high throughput sequencing.
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ABSTRACT

Aims: Pneumonia is a leading cause of morbidity and a significant cause of mortality worldwide.
Although information is available on pneumonia in children, the incidence in adults in many parts of
Africa including Cbte d'lvoire is unknown. Knowledge of local etiologic agents of pneumonia is
critical for making reasonable decisions about treatment as differences in etiology may result in
poor response to therapy chosen to cover common pathogenic microbes in studies done in high
countries of income.
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The objective of this study was to identify the viral etiology of pneumonia in adult patients with
pneumonia in Abidjan, Cote d 'lvoire.

Study Design: This is a prospective experimental study conducted on the basis of the successive
recruitment of patients admitted to hospital for severe pulmonary interstitial pneumonitis confirmed
by radio or CT scan of the thorax.

Place and Duration of Study: Pneumophtisiology department (PPH) of the University Hospital
Center of Cocody (Cbte d'lvoire) and laboratory of Bacteriology- Virology of Pasteur Institut of Cote
d’lvoire, between February 2016 and October 2017.

Methodology: Among all admitted patients in the unit of pneumophtisiology (PPH) of the hospital
University, 90 patients aged at least 18 years were pre-included. A total of 33 bronchoalveolar
lavage fluid (BAL) samples from adults suspected of pneumonia were analyzed. The viruses were
identified by the real-time multiplex reverse polymerase chain reaction (RT-PCR).

Results: Of the 33 BAL samples tested, 18.2% (6/33) viral agents were detected. Parainfluenza-3
PV-3 was the most prevalent virus (57.1%, 4/7), followed by coronavirus OC43 (14.3%, 1/7),
coronavirus HKUI (14.3%, 1/7). ) and human rhinovirus (14.3%, 1/7).

A virus and virus association was detected, which was PV-3 associated with coronavirus HKUI

(14.3%, 1/7).

Conclusion: The viral etiology of pneumonia is not very frequent in Céote d’lvoire.

Keywords: Pneumonia; respiratory viruses; adults; real-time multiplex PCR.

ABBREVIATIONS

ARI : Acute respiratory infections.
BAL : Bronchoalveolar lavage fluid.

1. INTRODUCTION

Acute respiratory infections (ARI) are very
common ubiquitous conditions, affecting both
adults and children [1]. The infectious etiologies
are extremely varied. Among them, bacteria and
viruses are most frequent cause of infection,
viruses are responsible for most severe form of
infection [1]. Thus, viral respiratory infections are
a significant aspect of bronchopulmonary
infections [1]. Pneumonia is the most severe
form of all lower respiratory tract infection [2]. It is
a common infectious disease with an estimated
incidence of 2 to 11 cases per 1,000 adults in
developed countries and a mortality rate of 2% to
14% [3,4]. There is a dearth of information on the
prevalence of respiratory tract infection caused
by viruses as they draw attention only when
there is a flare up of infection. However, viruses
have been reported to be responsible for 15-40%
of RTI [5]. In addition, frequency of viral infection
decreases in healthy adults but increases
significantly in the elderly [6].

Of the 13-50% of diagnosed cases of community
-acquired pneumonia, viruses have been
reported as the second most frequently isolated
cause [7].

In addition, the causative agents are in most
cases of the viral type with among them:

influenza and para-influenza viruses, respiratory
syncytial virus, rhinoviruses, coronaviruses, and
adenoviruses [8].

Since molecular biology methods have
complemented conventional methods such as
viral culture and immunoassays; the diagnosis of
viral respiratory infections has not only increased
in sensitivity, specificity and rapidity but has also
made it possible to detect new virus subtypes [9].

Viral diagnostic methods have evolved
significantly with the advent of molecular biology
techniques and more specifically so-called
"multiplex" molecular tests for the simultaneous
detection of a large number of infectious agents
[1]. Indeed, various techniques derived from the
PCR (Polymerase Chain Reaction) have many
advantages: the real-time PCR or RT-PCR
("reverse transcription  polymerase chain
reaction") allows not only specific but also
quantitative detection of viral nucleic acids (DNA
or RNA) and multiple techniques can co-detect
several different viruses in a single reaction in
the presence of signs of respiratory infection [9].
This method is therefore ideal for the rapid
detection of a viral origin with panels that can
include up to more than 12 different viruses and
to identify viral co-infections and study their
clinical impact [9].

The purpose of this study is to determine
infections of viral origins associated with
pneumonia in adult patients hospitalized at the
University Hospital Center of Cocody Abidjan,
Céte d'lvoire.



2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Description of the Study

This is a prospective experimental study
conducted on the basis of the successive
recruitment of patients admitted to hospital for
severe pulmonary interstitial  pneumonitis
confirmed by radio or CT scan of the thorax,
between February 2016 and October 2017.
Among all admitted patients in the unit of
pneumophtisiology (PPH) of the hospital
University, 90 patients aged at least 18 years
were pre-included. The analysed samples were
composed of blood, serum, sputum of patients
suspected of having pneumonia. After this
biological assessment (Tuberculosis, serology
HIV, glycemic, creatinin, transaminase, CRP), 57
patients were excluded at a rate of 63.3% (Fig.
1). Inclusion criteria are inpatients, of both sexes,
aged 18 years and older with severe febrile
alveolo-interstitial pneumonitis confirmed by
standard chest radiograph and the negativity of
tuberculosis bacilli sputum. The exclusion criteria
were the patients detected tuberculous and those
refusing to do fibroscopy.

Only 33 (36.7%) patients were included and
underwent fibroscopy to obtain bronchoalveolar
lavage fluid (BAL). BAL was performed during
fibroscopy by instillation and aspiration of saline
into the nasal cavity in sub segmental bronchi.
Thirty three LBAs samples were collected in a
sterile disposable container and sent to the
Bacteriology-Virology laboratory in transport
containers containing cold accumulators, within
one hour for virus detection.

2.2 Extraction of RNA and DNA

Bronchoalveolar lavage samples were placed in
Eppendorf tubes after specimens collection.
Thus, total viral nucleic acids (DNA or RNA) were
extracted from 140 yL of each clinical sample of
BAL using the QIAamp® viral RNA mini kit,
QIAGEN for the extraction of RNA viruses and
the QIAamp® DNA mini kit, QIAGEN for that of
viruses. The DNA / RNA was eluted with 60 pL of
AVE elution buffer supplied with the kit and
stored at -80°C until use.

2.3 Amplification and Molecular Detection
of Viruses by Real-time Multiplex PCR

Samples were analysed using the Super script
®lll platinum® One-step qRT-PCR system
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detection kit (Van Allen Way Carlsbad CA 92008,
USA) for simultaneous detection of respiratory
viruses. Two DNA viruses (Adenovirus and
Bocavirus) and 14 RNA viruses were amplified
and detected using a real-time thermal cycler:
ABI® 7500 FAST. This kit uses a b5-tube
multiplex PCR technique for the simultaneous
detection and identification of viruses. The
primers and probes used were recorded in
Table 1.

For viruses with RNA, the amplification
conditions consisted of a step of reverse
transcription of the RNA into DNA for 30 min at
50°C followed by an initial denaturation and
activation step the Taq polymerase for 2 min at
95°C. A second step of the amplification was
performed in the same conditions by 45
denaturation cycles at 95°C for 15 s,
hybridization at 55°C for 30 s and extension at
55°C for 30 s. Finally, a terminal extension at 4°C
for 10 min.

For viruses with ADN, the amplification
conditions consisted of a step of pre-activation of
the enzyme for 2 min at 50°C, followed by an
initial denaturation and activation step the Taq
polymerase for 10 min at 95°C. A second step of
the amplification was performed in the same
conditions by 45 denaturation cycles at 95°C for
15 s, hybridization at 60°C for 1 min and
extension at 60°C for 1 min.

2.4 Statistical Analysis

Data entry and description were performed using
Epi-info software version 7.2.0.1. These data
were then transcribed into an Excel database
making their analysis easier. Statistical tests
were interpreted at the significance level
corresponding to an alpha risk of 5%. Statistical
analyzes were analyzed using the STATA
version 15.0 software. Thus, the quantitative
variables were expressed as mean and standard
deviations of the mean, and the qualitative
variables as numbers and percentages. The Chi2
statistical test was used for proportion
comparisons with a significance threshold P of
0.05.

3. RESULTS
3.1 Age Distribution by Gender

The age of patients ranges from 19 to 68 years,
with an average of 39.6 years. The incidence of



pneumonia according to the age of the patients is
as follows: 19-30 years (27.3%, 9/33), 30-40
years (48.5%, 16/33), 40-50 years (6.1%, 2/33)
and over 50 years (18.1%, 6/33) Table 2.

3.2 Patient Distribution by Gender

Based on inclusion criteria, 33/90 patients
continued the study. Of the 33 patients
suspected of having pneumonia, our series
included 16 women or 48.5% of cases and 17
men or 51.5% of cases. The sex ratio H/ F was
1.1.

3.3 Period of Recruitment of Patients
According to the Seasons

The breakdown of patients included according to
the season is as follows: from March to June
(45.5%, 15/33) followed by the season from
November to February (24.2%, 8/33), then from
September to October (24.2%, 8/33) and finally
the season from July to August (6.1%, 2/33) Fig.
2.

3.4 Detection and Identification of
Respiratory Viruses by Real-time
Multiplex PCR

Detection of respiratory viruses from a total of 33
BAL samples resulted in 7 positive cases
(21.2%) and 26 negative cases (78.8%). Real-
time PCR performed on 33 BAL samples
revealed the presence of the following viruses:
coronavirus OC43 (14.3%, 1/7), parainfluenza-3
PV-3 (42.9%, 3/7), rhinovirus human (14.3%,

1/7). A viral coinfection has also been
demonstrated in these BAL samples.
Parainfluenza-3 (PV-3) was associated with
coronavirus HKUI (14.3%, 1/7). The most

incriminated virus in this study was the
parainfluenza-3 virus (57.1%, 4/7).

3.5 Distribution of Viruses According to
Age

Seven viruses were detected in this study. In
patients aged between 19-30 years, a total of 3
isolates including 2 types of virus (42.8%, 3/7)
were identified. These included the following
viruses: parainfluenza-3 PV-3 (28.6%, 2/7) and
coronavirus OC43 (14.3%, 1/7); in patients aged
between 30-40 years, 2 viruses (28.6%, 2/7),
parainfluenza-3 PV-3 (14.3%, 1/7), and viral
infection parainfluenza-3 (PV-3) associated with
coronavirus HKUI (14.3%, 1/7), in those having
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40-50 years, rhinovirus was found (14.3%, 1/7)
and finally it has not been detected in adults over
the age of 50 with no virus (Fig. 3).

There is no significant difference between age
and virus detection because the calculated
probability is higher (P = 0.136 > P = 0.05).

3.6 Classification of Viruses by Sex

Of the seven viruses, two men were detected
positive for viruses: 1 coinfection Parainfluenza-3
(PV-3) + Coronavirus HKUI and 1 Parainfluenza-
3 (PV-3). These two men are 40 years old and
27 years old.

Four women were detected positive for the
following viruses: 1 Coronavirus 0C43, 2
Parainfluenza-3 (PV-3) and 1 human Rhinovirus.
These women were aged 24, 30, 33 and 42
years old Fig. 4.

3.7 Virus Detection According to the
Seasons

In this study, the distribution of viruses according
to the seasons revealed the following results: the
season of March-June PV-3 (28.6%, 2/7),
coronavirus OC43 (14.3%, 1/7) , PV-3 + HKUI
(14.3%, 1/7); the July-August season: no virus
detected (0%, 0/7); the September-October:
human rhinovirus season (14.3%, 1/7) and
November-February PV-3 (14.3%, 1/7) (Fig. 5).
Viral detection has seen a peak in the March-
June season.

The age distribution of patients detected positive
for respiratory viruses was very different between
the four seasons. During the March-dune
season, most of the patients affected were young
adults aged 19-30 (PV-3, 28.6%, OC43, 14.3%).
In the March-June period, patients aged 30-40
years (PV-3 + HKUI, 14.3%) as well in the period
of September-October and November-February,
patients aged 40-50 years (rhinovirus , 14.3%)
and people aged 30-40 (PV-3, 14.3%) were very
little affected respectively.

4. DISCUSSION

The objective of this study was to determine the
viral etiology of pneumonia in Coéte d’lvoire
particularly in Abidjan. During the study period
(2016-2017), we included patients whose age
was greater than or equal to 18 years. Thus, the
age between 30-40 years was strongly
represented with a rate of 48,5%. This result is
contrary to that obtained in the Taqgarort study in



which the study population aged 30-39 was the
least represented with a rate of 9.8% [10]. The
age group over 50 represents 18.1% of our
study. This rate is close to that published by
Tagarort which is 17.1%. This may be due to the
fact that age is a risk factor that is independent of
the occurrence of pneumonia [10] and that the
frequency of hospitalization for severe
pneumonia also increases with age, as well as
mortality [11] Table 2.

Moreover in our series, the study showed that
51.5% of men were the most involved in the
occurrence of viral pneumonia than women
(48.5%). Our results are in agreement with those
of the literature which observes a male
predominance in other studies, with varying
proportions [12]. This could be explained by the
fact that risk factors for pneumonia such as
smoking and alcoholism are found in men. This
male predominance was also observed in the
other studies, with varying proportions. Our
results are similar to those of Barouhiel [13] who
found men proportions of 52% and women 48%.
Our results are also consistent with those of Horo
et al. [14] who found that male dominance is the
rule in community-acquired pneumonia [14,15].
In addition, the determination of the rate of
patients recruited for pneumonia in this study
revealed a high rate in the month of March to
June which amounted to 45,5%. This rate is
higher than previous studies reporting that
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pneumonia occurred mainly in winter and then in
autumn with a rate of 39% [16].

This result could be explained by the fact that in
Cote d'lvoire we have four (4) seasons: a big
rainy season from March to June, a short dry
season from July to August, a short rainy season
from September to October and finally a long dry
season from November to February [17]. The
high number of patients recruited this season
could be due to the fact that during the months of
March to June we are in the rainy season and it
is very cold. According to the literature,
pneumonia can be observed throughout the year
with maximum frequency in winter because cold
seasons are conducive to respiratory infections
[10] Fig. 2. Also, the distribution of viruses
according to the age groups according to our
study made it possible to detect that the majority
of our patients are located in the slice between
30-40 years with a rate of 48,5%. In the series of
Bouaiti, most of his patients were over 60 years
old. Our results are different from those of the
Bouaiti study, which detected a low rate of 10.3%
in the 30-40 age group [18]. This could be
explained in part by the phenomenon of
demographic aging, which is becoming more
evident in our country than in previous years.
Also, this can be explained by the fact that in
developing countries like Céte d'lvoire, the age of
predilection of this pathology is between 20 and
49 years old with an average age ranging from

N=90

All patients with fever aged at least 18 years and diagnosed
with bilateral alveolo-interstitial pneumonia confirmed by
chestx-ray or CT scan from February 2016- October 2017.

Non-inclusion n=57 (63.3%)
® Tuberculosis =40
» Refusal ofthe study =7
e Death=10

mutiplex PCR, N =33

Bronchoalveolarlavage fluid was collected for
included patients and analyzed by real-time

Positive for Viruses

Negative for Viruses

N1=6 (18.2%)

A 4 A

Simple Viral co-infection
viruses N=1
N=5

N2=27 (81.8%)

Others etiologies
N=27

Fig. 1. Recruitment chart of adult pneumonia patients and detection of viral etiology by real-
time multiplex PCR
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Table 1. Primers and probes used for the detection of respiratory viruses

Multiplex  Viruses Sequence (5’- 3’)
1 PIV-1 Fwd: GTTGTCAATGTCTTAATTCGTATCAATAATT
Rev: GTAGCCTMCCTTCGGCACCTAA
Pr: (FAM)-TAGGCCAAAGATTGTTGTCGAGACTATTCCAA-(TAMRA)
PIV-2 Fwd: GCATTTCCAATCTTCAGGACTATGA
Rev: ACCTCCTGGTATAGCAGTGACTGAAC
Pr: (CY5)-CCATTTACCTAAGTGATGGAATCAATCGCAAA-(BHQ-2)
PIV-3 Fwd: TGATGAAAGATCAGATTATGCATATC
Rev: CCGCGACACCCAGTTGTG
Pr: (ROX)-TGGACCAGGGATATACTACAAAGGCAAAAT-(BHQ-2)
2 COV- Fwd : CGATGAGGCTATTCCGACTAGGT
0C43 Rev : CCTTCCTGAGCCTTAATATAGTAACC
Pr: (ROX)-TCCGCCTGGCACGGTACTCCCT-(BHQ-2)
HRV Fwd : AGTCCTCCGGCCCCTGAAT
Rev : ACACGGACACCCAAAGTAGT
Pr: (CY5)-TGAGCAATTGTGGATGGGA-(BHQ-2)
FLUB Fwd : AAATACGGTGGATTAAATAAAAGCAA
Rev : CCAGCAATAGCTCCGAAGCAA
Pr: (JOE)-CACCCATATTGGGCAATTTCCTATGGC-(BHQ-1)
3 HMPV Fwd : ATGTCTCTTCAAGGGATTCACCT
Rev : AMAGYGTTATTTCTTGTTGCAATGATGA
Pr: (JOE)-CATGCTATATTAAAAGAGTCTCARTAC-(BHQ-1)
VRS Fwd : GCAAATATGCAAACATACGTGAACA
Rev : GCACCCATATTGTWAGTGATGCA
Pr : (ROX)-CTTCACGAAGGCTCCACATACACAGCWG-(BHQ-2)
FLUA Fwd : CTTCTAACCGAGGTCGAAACG
Rev : AGGGCATTTTGGACAAAKCGTCTA
Pr : (FAM)-CCTCAAAGCCGAGATCGCGCA-(BHQ-1)
4 COV- Fwd : CAGTCAAATGGGCTGATGCA
229E Rev : AAAGGGCTATAAAGAGAATAAGGTATTCT
Pr : (FAM)-CCCTGACGACCACGTTGTGGTTCA-(TAMRA)
COV- Fwd : CCTTGCGAATGAATGTGCT
HKUI Rev : TTGCATCACCACTGCTAGTACCAC
Pr: (CY5)-TGTGTGGCGGTTGCTATTATGTTAAGCCTG-(BHQ-2)
COVv- Fwd : ACCTAATAAGCCTCTTTCTCAACCC
NL63 Rev : GACCAAAGCACTGAATAACATTTTCC
Pr: (JOE)-AACACGATTCCAACGAGGTTTCTTCAACTGAG-(BHQ-1)
5 ADV Fwd : GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT
Rev : GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC
Pr: (FAM)-TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCCGA-(TAMRA)
BOV Fwd : GCACAGCCACGTGACGAA

Rev : TGGACTCCCTTTTCTTTTGTAGGA
Pr: (JOE)-TGAGCTCAGGGAATATGAAAGACAAGCATCG-(BHQ-1)

Table 2. Distribution of pneumonia cases by 35.12 to 42.05 years old [19,14]. Certainly

age thelarge population at a very young age, the

precarious living conditions and the HIV infection

_Age (year) n % are the factors that explain this observation [20].
19- 30 27.3 On the other hand, our results are similar to
30- 40 16 48,5 those of Dhaimi whose studied population was
40- 50 6.1 younger [21]. Also, the oldest patients (> 50
>50 6 1é 1 years) in our study are less represented with a
Total ; rate of 18.1%. This result is approximately similar

33 100 to other studies in which 60-69 year olds were




reached at a rate of 17.1% [10] and 15%
according to the Dhaimi study, [21] Fig. 3.

The study showed that the detection rate of
viruses in women is higher (4/7, 57.1%) than
men (3/7, 42.9%). This results are different to
those of Barouhiel [13] who found men
proportions of 52% and women 48% Fig. 4.

This study revealed a viral etiology in 7 cases
(21.2%) of 33 pneumonia patients. These results
approximate those of other studies in which viral
infection rates in pneumonia patients increased
from 23-56% [22,23,24]. This difference would
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probably be due to the different methods chosen
and the distinctions of different regions and
populations. So this difference could be
explained by the difference in climate and
season in the countries where the studies would
be conducted. In tropical environments, the
incidence is highest during the rainy season.
Indeed, the incidence of infections varies with the
season; the frequency is higher in winter and
spring [25]. Viral detection showed a peak
in the March-June season (28.6%) because the
season from March to June is a cold period
Fig. 5.

Percentage (%)
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30
25
20
15
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Fig. 2. Recruitment of patient according to the seasons
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Fig. 5. Classification of viruses according to the seasons

PCR in this study revealed four types of viruses
including OC43 coronavirus, Coronavirus HKUI,
human rhinovirus and Para-influenza virus. The
most incriminated virus in patients with
pneumonia was Parainfluenza-3 (57.1%, 4/7).

In fact, according to a study conducted
in Lorraine, the PIV-3 subtype was the
most frequently found subtype (62.7%)

compared to the other PIV-1 subtypes (25.3%),
PIV-2 (7.3%) and PIV-4 (4.6%) [26]. Our results
are consistent with those of Thomazelli et al. [27]
who found a 57.7% positivity rate for
parainfluenza-3 virus. This may be due to the
fact that PIV-3 subtype infections occur in the
spring and especially in the summer of each year
[28].



5. CONCLUSION

The study of a series of 33 cases of hospitalized
pneumonia from 2016 to 2017 at the University
Hospital Center of Cocody, Abidjan, Cobte
d'lvoire, allowed us to note that this pathology is
not frequent enough. The study population was
predominantly 19-30 years old, male and of low
socio-economic status. Hospital recruitment
explains the significant frequency of the disease
during cold seasons. The occurrence of acute
pneumonia is most commonly seen in individuals
with a particular field.

Thus, the search for viruses by real-time PCR in
the bronchoalveolar lavage fluid gave a low
detection rate of 18.2% with four (4) types of
virus for a range of ten (10) that we offer the viral
detection kit. These are Coronavirus OC43,
Parainfluenza-3 PV-3, Human Rhinovirus and
Coronavirus HKUI. These respiratory viruses
cause seasonal infections in both children and
adults, resulting in a wide range of clinical
syndromes such as a common cold, laryngitis,
bronchiolitis, but also more severe conditions
such as pneumonia.
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Résumé :

Le diagnostic étiologique des Infections Respiratoires Aigués Séveres (IRAS) qui conditionne
une prise en charge thérapeutique adéquate du patient reste un défi majeur de santé publique en Afrique.
En Coéte d’Ivoire, peu de travaux concernant les étiologies des pneumonies séveres ont été réalisés.
L’objectif général de ce travail est de caractériser les agents pathogenes potentiels par les techniques
conventionnelles et moléculaires de microbiologie a partir de Liquide Broncho-alvéolaire (LBA) de
patients atteints d’IRAS.

Pour cette étude, une étude expérimentale prospective a été effectuée sur les patients adultes
atteints de pneumopathie alvéolo- interstitielle et menée au service de pneumophtisiologie (PPH) du
Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Cocody et le laboratoire de la bactériologie- virologie, la
plateforme de biologie moléculaire de 1’Institut Pasteur de Cote d'Ivoire, entre février 2016 et octobre
2017. La recherche des agents étiologiques des IRAS s’est faite par la culture sur les géloses GSF, GSC,
Chapman, EMB et par la technique moléculaire de PCR en temps réel a travers I’extraction et
I’amplification de ’ADN et de ’ARN des différents pathogenes présents.

Les résultats de cette étude ont montré la présence des bactéries, virus et Pneumocystis jirovecii
dans les 33 échantillons de LBA selon les taux respectifs de 52,5 %, 15% et 32,5 %. Les agents
étiologiques étaient en autres Streptococcus pneumoniae (9,1%), Haemophilus influenzae (27,3%),
Legionella pneumophila (3%), Moraxella catarrhalis (3%), Haemophilus influenzae + Streptococcus
pneumoniae (9,1%), Haemophilus influenzae + Moraxella catarrhalis (6,1%), Streptococcus
pneumoniae + Staphylococcus aureus (4,8%) et de Streptococcus pneumoniae + Moraxella catarrhalis
(4,8%), Klebsiella pneumonia (75%); Coronavirus OC43 (3%), Parainfluenza virus-3 PV-3 (9,1%),
Rhinovirus humain (3%), Parainfluenza virus-3 (PV-3) + Coronavirus HKUI (3%) et Pneumocystis
Jjirovecii (32,5%).

L’étiologie bactérienne a donc été prépondérante dans les infections respiratoires aigués séveres
dans la présente étude menée a Abidjan. D’ou la nécessité aux chercheurs de développer des algorithmes
de diagnostic microbiologique des IRAS afin de prendre en charge rapidement les patients.
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Abstract :

The etiological diagnosis of Severe Acute Respiratory Infections (IRAS), which determines
adequate patient management, remains a major public health challenge in Africa. In Cbte d'Ivoire, little
work has been done on the etiologies of severe pneumonia. The general objective of this work is to
characterize potential pathogens by conventional and molecular microbiology techniques from Broncho
alveolar Fluid (BAL) from patients with IRAS.

For this study, a prospective experimental study was carried out on adult patients with alveolo-
interstitial pneumonitis and carried out in pneumophtisiology department (PPH) at the University
Hospital Center (CHU) of Cocody and the laboratory of bacteriology-virology, the Molecular Biology
Platform of the Pasteur Institute of Cote d'Ivoire, between February 2016 and October 2017. The search
for the etiological agents of the IRAS was done by the culture on GSF, GSC, Chapman, and EMB agar
plates and by the real-time PCR molecular technique by extracting and amplifying DNA and RNA from
the various pathogens present.

The results of this study showed the presence of bacteria, virus and Preumocystis jirovecii in
the 33 BAL samples at the respective rates of 52.5%, 15% and 32.5%. Other etiological agents included
Streptococcus pneumoniae (9.1%), Haemophilus influenzae (27.3%), Legionella pneumophila (3%),
Moraxella catarrhalis (3%), Haemophilus influenzae + Streptococcus pneumoniae (9.1%),
Haemophilus influenzae + Moraxella catarrhalis (6.1%), Streptococcus pneumoniae + Staphylococcus
aureus (4.8%) and Streptococcus pneumoniae + Moraxella catarrhalis (4.8%), Klebsiella pneumonia
(75%); Coronavirus OC43 (3%), Parainfluenza virus-3 PV-3 (9.1%), Human Rhinovirus (3%),
Parainfluenza virus-3 (PV-3) + Coronavirus HKUI (3%) and Preumocystis jirovecii (32.5%) ).

The bacterial etiology was therefore predominant in severe acute respiratory infections in this
study conducted in Abidjan.

Hence the need for researchers to develop microbiological diagnostic algorithms for IRAS in order to
quickly take care of patients.

Keywords: IRAS, Bronchoalveolar fluid, Real-time PCR, Culture



