
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

          
    THÈSE 

Présentée et soutenue en vue de l’obtention partielle du  
Doctorat/PhD en Biochimie 

                                                                                                                                              
 

Par : TCHATCHOUANG Serges 

Master en Biochimie 
 
 

Sous la direction de 
PENLAP BENG Véronique 
Professeur, Université de Yaoundé I 
FONKOUA Marie-Christine 
Directeur de Recherche, Centre Pasteur du 
Cameroun 

 
Année Académique : 2020

REPUBLIQUE DU CAMEROUN 

Paix – Travail – Patrie 

******** 

UNIVERSITE DE YAOUNDE I 

FACULTE DES SCIENCES 

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE 

********* 

CENTRE DE RECHERCHE ET DE 

FORMATION DOCTORALE EN 

SCIENCES DE LA VIE, SANTE ET 

ENVIRONNEMENT 

Laboratoire de Recherche sur la 

Tuberculose et Pharmacologie 

 

REPUBLIC OF CAMEROUN  

Peace – Work – Fatherland 

******* 

 UNIVERSITY OF YAOUNDE I 

FACULTY OF SCIENCE 

DEPARTMENT OF 

BIOCHEMISTRY 

******* 

CENTRE FOR RESEARCH AND 

TRAINING IN GRADUATE 

STUDIES 

IN LIFE , HEALTH AND 

ENVIRONMENTAL SCIENCES 

Laboratory for Tuberculosis 

Research and Pharmacology 

Fréquence de détection des bactéries et typage 
moléculaire des Haemophilus chez les patients 

souffrant d’infection des voies respiratoires à Yaoundé 



i 

 

 

  



ii 

 

   UNIVERSITÉ DE YAOUNDÉ I 

********** 

CENTRE DE RECHERCHE ET DE 

FORMATION DOCTORALE EN 

SCIENCES DE LA VIE, SANTE ET 

ENVIRONNEMENT 

********** 

UNITE DE RECHERCHE ET DE 

FORMATION DOCTORALE EN 

SCIENCES DE LA VIE 

********** 

DÉPARTEMENT DE BIOCHIMIE 

 THE UNIVERSITY OF YAOUNDÉ I 

********** 

CENTRE FOR RESEARCH AND 

GRADUATE TRAINING IN LIFE , 

HEALTH AND ENVIRONMENTAL 

SCIENCES 

********** 

RESEARCH AND DOCTORATE 

STUDY UNIT IN LIFE SCIENCES 

********** 

DEPARTMENT OF BIOCHEMISTRY 

  

FICHE DE CERTIFICATION DE L’ORIGINALITE DU TRAVAIL 

Je soussigné, TCHATCHOUANG Serges matricule 05Q342 et étudiant en doctorat PhD 

au Département de Biochimie de l’Université de Yaoundé 1, atteste que la présente thèse est 

issu de mes travaux de recherche effectués au Centre Pasteur du Cameroun. Ces travaux ont été 

faits sous l’encadrement du Pr. PENLAP BENG Véronique (Professeur), enseignante au 

Département de Biochimie et responsable du Laboratoire de Recherche sur la Tuberculose 

(Centre de Biotechnologie de Nkolbisson) de l’Université de Yaoundé I, Pr. NJOUOM Richard 

(Directeur de Recherche) Chef de Service de Virologie et Dr. FONKOUA Marie-Christine 

(Directeur de Recherche) au Service de Bactériologie au Centre Pasteur du Cameroun. 

Mon travail portant sur « Fréquence de détection des bactéries et typage moléculaire 

des Haemophilus chez les patients souffrant d’infection des voies respiratoires à 

Yaoundé » est authentique et n’a jamais fait l’objet d’une présentation en vue de l’obtention 

d’un grade universitaire. 

 Le candidat 

 

TCHATCHOUANG Serges 

                              Directeurs de thèse                                            Superviseur                   

    

 

          Dr. FONKOUA  Marie  C.       Pr. NJOUOM Richard                        Pr. PENLAP B. Véronique     

 

 

 

 11/04/2020 

 

10/04/2020 

 

11/04/202

0 

 

 

 12/04/202

0 

 

 11/04/2020 

 



iii 

 

 

 

 

LISTE PROTOCOLAIRE 

 
ANNÉE ACADEMIQUE 2019/2020 

(Par Département et par Grade) 

DATE D’ACTUALISATION 03 Mars 2020 

ADMINISTRATION 

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences 

VICE-DOYEN / DPSAA : DONGO Etienne, Professeur 

VICE-DOYEN / DSSE : AJEAGAH Gideon AGHAINDUM,  Professeur 

VICE-DOYEN / DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences 

Chef Division Administrative et Financière : NDOYE FOE Marie C. F., Maitre de Conférences 

Chef Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche DAASR : MBAZE  

MEVA’A Luc Léonard, Professeur 

 

1- DÉPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (38) 

 

N° NOMS ET PRÉNOMS GRADE OBSERVATIONS 

1 BIGOGA DIAGA Jude Professeur En poste 

2 FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste 

3 FOKOU Elie Professeur En poste 

4 KANSCI Germain Professeur En poste 

5 MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste 

6 MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département 

7 NINTCHOM PENLAP V. épse BENG  Professeur En poste 

8 OBEN Julius ENYONG Professeur En poste 

 

9 ACHU Merci BIH Maître de Conférences En poste 

10 ATOGHO Barbara Mma Maître de Conférences En poste 

11 AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Maître de Conférences En poste 

12 BELINGA née NDOYE FOE M. C. F. Maître de Conférences Chef DAF / FS 

13 BOUDJEKO Thaddée Maître de Conférences En poste 

14 DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Maître de Conférences En poste 

15 EFFA NNOMO Pierre Maître de Conférences En poste 

16 NANA Louise épouse WAKAM Maître de Conférences En poste 

17 NGONDI Judith Laure Maître de Conférences En poste 

18 NGUEFACK Julienne Maître de Conférences En poste 

19 NJAYOU Frédéric Nico Maître de Conférences En poste 

20 MOFOR née TEUGWA Clotilde Maître de Conférences 
Inspecteur de Service 

MINESUP 

21 TCHANA KOUATCHOUA Angèle Maître de Conférences En poste 
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Faculty of Science 
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22 AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En  poste 

23 BEBOY EDZENGUELE Sara Nathalie Chargée de Cours En poste 

24 DAKOLE DABOY Charles Chargé de Cours En poste 

25 DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de Cours En poste 

26 DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours En poste 

27 EWANE Cécile Anne Chargée de Cours En poste 

28 FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste 

29 BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste 

30 KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste 

31 LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste 

32 MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste 

33 MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste 

34 PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste 

35 Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste 

 

 

36 MBOUCHE FANMOE Marceline Joëlle Assistante En poste 

37 OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste 

38 WILFRIED ANGIE Abia Assistante En poste 
 

 

 

2- DÉPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (48) 

 

1 AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur VICE-DOYEN / DSSE  

2 BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département 

3 DIMO Théophile Professeur En Poste 

4 DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste 

5 
ESSOMBA née NTSAMA 

MBALA 
Professeur Vice Doyen/FMSB/UYI 

6 FOMENA Abraham Professeur En Poste 

7 KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste 

8 NJAMEN Dieudonné Professeur En poste 

9 NJIOKOU Flobert Professeur En Poste 

10 NOLA Moïse Professeur En poste 

11 TAN Paul VERNYUY Professeur En poste 

12 
TCHUEM TCHUENTE Louis 

Albert 
Professeur 

Inspecteur de service 

Coord.Progr./MINSANTE 
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16 DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Maître de Conférences En poste 

17 
JATSA BOUKENG Hermine épse 

MEGAPTCHE 
Maître de Conférences En Poste 

18 KEKEUNOU Sévilor Maître de Conférences En poste 

19 MEGNEKOU Rosette Maître de Conférences En poste 

20 MONY Ruth épse NTONE  Maître de Conférences En Poste 

21 NGUEGUIM TSOFACK Florence Maître de Conférences En poste 
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22 TOMBI Jeannette  Maître de Conférences En poste 

 

23 ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste 

26 ATSAMO Albert Donatien  Chargé de Cours En poste 

27 BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste 

28 DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste 

29 ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste 

30 GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste 

31 KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste 

32 LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Chargé de Cours En poste 

33 MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste 

34 MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste 

35 MOUNGANG LucianeMarlyse Chargée de Cours En poste 

36 MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste 

37 NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En poste 

38 NGUEMBOK Chargé de Cours En poste 

39 NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. UBA 

40 NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste 

41 TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste 

42 TAMSA ARFAO Antoine Chargé de Cours En poste 

43 YEDE Chargé de Cours En poste 

 
44 BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Assistant En poste 

45 ESSAMA MBIDA Désirée Sandrine Assistante En poste 

46 KOGA MANG DOBARA Assistant En poste 

47 LEME BANOCK Lucie Assistante En poste 

48 YOUNOUSSA LAME Assistant En poste 

 
 

 

3- DÉPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VÉGÉTALES (BPV) (33) 

 

 

1 AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYII 

2 BELL Joseph Martin Professeur En poste 

3 DJOCGOUE Pierre François Professeur En poste 

4 MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste 

5 YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département 

6 ZAPFACK Louis Professeur En poste 

 

7 ANGONI Hyacinthe Maître de Conférences En poste 

8 BIYE Elvire Hortense Maître de Conférences En poste 

9 KENGNE NOUMSI Ives Magloire Maître de Conférences En poste 

10 MALA Armand William Maître de Conférences En poste 

11 MBARGA BINDZI Marie Alain Maître de Conférences CT/ MINESUP 

12 MBOLO Marie Maître de Conférences En poste 

13 NDONGO BEKOLO Maître de Conférences CE / MINRESI 

14 NGODO MELINGUI Jean Baptiste Maître de Conférences En poste 

15 NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maître de Conférences En poste 

16 TSOATA Esaïe Maître de Conférences En poste 

17 TONFACK Libert Brice Maître de Conférences En poste 
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18 DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste 

19 GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste 

20 MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste 

21 MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Chargé de Cours En poste 

22 NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste 

23 NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste 

24 NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste 

25 NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste 

26 ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste 

 

27 GODSWILL NTSOMBAH NTSEFONG Assistant En poste 

28 KABELONG BANAHO Louis-Paul-

Roger 

Assistant 
En poste 

29 KONO Léon Dieudonné Assistant En poste 

30 LIBALAH Moses BAKONCK Assistant En poste 

31 LIKENG-LI-NGUE Benoit C Assistant En poste 

32 TAEDOUNG Evariste Hermann Assistant En poste 

33 TEMEGNE NONO Carine Assistant En poste 

 
 

 

4- DÉPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (35) 

 

 

1 AGWARA ONDOH Moïse Professeur 
Vice RecteurUniv 

,Bamenda 

2 ELIMBI Antoine Professeur En poste 

3 Florence UFI CHINJE épouse MELO  Professeur 
Recteur 

Univ.Ngaoundere 

4 GHOGOMU Paul MINGO Professeur 
Ministre Chargé 

deMiss.PR 

5 NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste 

6 NDIFON Peter TEKE Professeur 
CT MINRESI/Chef de 

Departement 

7 NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB 

7 NDIKONTAR Maurice KOR Professeur 
Vice-Doyen Univ. 

Bamenda 

8 NENWA Justin Professeur En poste 

9 NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs 

 

10 BABALE née DJAM DOUDOU Maître de Conférences Chargée Mission P.R. 

11 DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maître de Conférences En poste 

23 EMADACK Alphonse Maître de Conférences  En poste 

12 KAMGANG YOUBI Georges Maître de Conférences En poste 

13 KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maître de Conférences En poste 

14 KONG SAKEO Maître de Conférences En poste 

15 NDI NSAMI Julius Maître de Conférences En poste 

17 NJIOMOU C. épse DJANGANG Maître de Conférences En poste 

18 NJOYA Dayirou Maître de Conférences En poste 

19 YOUNANG Elie Maître de Conférences En poste 
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20 ACAYANKA Elie Chargé de Cours En poste 

21 BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua 

22 CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste 

24 KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste 

25 KOUOTOU DAOUDA  Chargé de Cours En poste 

26 MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste 

27 MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste 

28 NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste 

29 NEBA nee  NDOSIRI Bridget NDOYE Chargée de Cours CT/ MINFEM 

30 NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste 

31 PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste 

32 TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En poste 

 

33 NJANKWA NJABONG N. Eric Assistant En poste 

34 PATOUOSSA ISSOFA Assistant En poste 

35 SIEWE Jean Mermoz Assistant En Poste 
 

 

 

 

5- DÉPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (35) 

1 DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen / PSAA 

2 GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDA 

3 
NGOUELA Silvère Augustin Professeur 

Chef de Departement 

UDS 

4 NKENGFACK Augustin Ephrem Professeur Chef de Département 

5 NYASSE Barthélemy Professeur En poste 

6 PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur/ MINESUP 

7 WANDJI Jean Professeur En poste 

 

8 Alex de Théodore ATCHADE Maître de Conférences DEPE/ Rectorat/UYI 

9 EYONG Kenneth OBEN Maître de Conférences 

Chef Service 

Programme & 

Diplomes 

10 FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maître de Conférences En poste 

11 FOTSO WABO Ghislain Maître de Conférences En poste 

12 KEUMEDJIO Félix Maître de Conférences En poste 

13 KEUMOGNE Marguerite Maître de Conférences En poste 

14 KOUAM Jacques Maître de Conférences En poste 

15 MBAZOA née DJAMA Céline Maître de Conférences En poste 

16 MKOUNGA Pierre Maître de Conférences En poste 

17 NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maître de Conférences 
Chef 

Service/MINESUP 

18 NGO MBING Joséphine Maître de Conférences 
Sous/Direct. 

MINERESI 

19 NGONO BIKOBO Dominique Serge Maître de Conférences En poste 

20 NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maître de Conférences En poste 

21 TABOPDA KUATE Turibio Maître de Conférences En poste 

22 TCHOUANKEU Jean-Claude Maître de Conférences Doyen /FS/ UYI 

23 TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maître de Conférences En poste 
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24 YANKEP Emmanuel Maître de Conférences En poste 

 
25 AMBASSA Pantaléon Chargé de Cours En poste 

26 KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste 

27 MVOT AKAK CARINE Chargé de Cours En poste 

28 NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste 

29 NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste 

30 OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste 

31 SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste 

32 TAGATSING FOTSING Maurice Chargé de Cours En poste 

33 ZONDENDEGOUMBA Ernestine Chargée de Cours En poste 
 

 

 

34 MESSI Angélique Nicolas Assistant En poste 

35 TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste 
 

 

6- DÉPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (27) 

 

 

1 ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP 

2 
FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur 

 Chef Dpt ENS/Chef 

IGA.MINESUP 

 

3 NDOUNDAM Réné Maître de Conférences En poste 

 

4 AMINOU Halidou Chargé de Cours En poste 

5 DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargé de Cours En Poste 

6 EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste 

7 KOUOKAM KOUOKAM E. A. Chargé de Cours En poste 

8 MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste 

9 MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste 

10 TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste 

11 ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste 

12 MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste 

13 OLLE OLLE Daniel  Claude Delort Chargé de Cours C/D Enset. Ebolowa 

14 TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste 

15 TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste 

16 WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste 

 

17 BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste 

18 DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste 

19 EKODECK Stéphane Gaël Raymond Assistant En poste 

20 HAMZA Adamou Assistant En poste 

21 JIOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste 

22 MAKEMBE. S . Oswald Assistant En poste 

23 MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste 

24 MEYEMDOU Nadège Sylvianne Assistante En poste 

 25 NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste 
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7- DÉPARTEMENT DE MATHÉMATIQUES (MA) (31) 

 

1 EMVUDU WONO Yves S. Professeur 
CD Info/ Inspecteur 

MINESUP 

 

2 AYISSI Raoult Domingo Maître de Conférences Chef de Département 

3 NKUIMI JUGNIA Célestin Maître de Conférences En poste 

4 NOUNDJEU Pierre Maître de Conférences En poste 

5 MBEHOU Mohamed Maître de Conférences En poste 

6 
TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maître de Conférences 

Directeur/AIMS 

Rwanda 

 

7 
AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard Chargé de Cours 

Chef Cellule 

MINPLAMAT 

8 CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste 

9 DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste 

10 DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste 

11 FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste 

12 KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste 

13 KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste 

14 MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste 

15 MBANG Joseph Chargé de Cours En poste 

16 MBELE BIDIMA Martin Ledoux Chargé de Cours En poste 

17 MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste 

18 NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste 

19 NIMPA PEFOUNKEU Romain Chargée de Cours En poste 

20 POLA  DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste 

21 TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste 

22 TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste 

23 TCHOUNDJA Edgar Landry Chargé de Cours En poste 

24 TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargée de Cours En poste 

25 TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste 

 

26 BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste 

27 MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste 

28 BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste 

29 MBATAKOU Salomon Joseph Assistant En poste 

30 MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste 

31 TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste 

 

8- DÉPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (18) 

 

1 ESSIA NGANG Jean Justin  Professeur DRV/IMPM 

2 BOYOMO ONANA Maître de Conférences En poste 

3 NWAGA Dieudonné M. Maître de Conférences En poste 

4 NYEGUE Maximilienne Ascension Maître de Conférences En poste 

5 RIWOM Sara Honorine Maître de Conférences En poste 

6 SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maître de Conférences En poste 

7 ASSAM ASSAM Jean Paul Chargé de Cours En poste 

8 BODA Maurice Chargé de Cours En poste 
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9 BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste 

10 ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste 

11 NJIKI BIKOÏ Jacky Chargée de Cours En poste 

12 TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste 

 

13 ESSONO Damien Marie Assistant En poste 

14 LAMYE Glory MOH Assistant En poste 

15 MEYIN A EBONG Solange Assistante En poste 

16 NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste 

17 SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste 

18 TOBOLBAÏ Richard Assistant En poste 

 
 

9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (40) 

 

1 BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste 

2 EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Chef Division. UN 

3 ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste 

4 KOFANE Timoléon Crépin Professeur  En poste 

5 NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste 

6 NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département 

7 NOUAYOU Robert Professeur En poste 

8 NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur 
Sous Directeur/ 

MINRESI 

9 PEMHA Elkana Professeur En poste 

10 TABOD Charles TABOD Professeur  Doyen Univ/Bda 

11 TCHAWOUA Clément Professeur En poste 

12 WOAFO Paul Professeur En poste 

 

 

13 BIYA MOTTO Frédéric Maître de Conférences  DG/HYDRO Mekin 

14 BODO Bertrand Maître de Conférences En poste 

15 DJUIDJE KENMOE épouse ALOYEM  Maître de Conférences En poste 

16 EYEBE FOUDA Jean sire Maître de Conférences En poste 

17 FEWO Serge Ibraïd Maître de Conférences En poste 

18 HONA Jacques Maître de Conférences En poste 

19 MBANE BIOUELE César Maître de Conférences En poste 

20 NANA NBENDJO Blaise Maître de Conférences En poste 

21 NDOP Joseph Maître de Conférences En poste 

22 SAIDOU Maître de Conférences MINERESI 

23 SIEWE SIEWE Martin Maître de Conférences En poste 

24 SIMO Elie Maître de Conférences En poste 

25 VONDOU Derbetini Appolinaire Maître de Conférences En poste 

26 
WAKATA née BEYA Annie Maître de Conférences 

Sous Directeur/ 

MINESUP 

27 ZEKENG Serge Sylvain Maître de Conférences En poste 
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28 ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste 

29 EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste 

30 ENYEGUE A NYAM épse BELINGA Chargée de Cours En poste 

31 FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cell. MINADER 

32 MBINACK Clément Chargé de Cours En poste 

33 MBONO SAMBA Yves Christian U. Chargé de Cours En poste 

34 MELI’I  Joelle   Larissa Chargée de Cours En poste 

35 MVOGO ALAIN Chargé de Cours  En poste 

36 
OBOUNOU Marcel Chargé de Cours 

 DA/Univ Inter 

Etat/Sangmalima 

37 WOULACHE Rosalie Laure  Chargée de Cours En poste 

 
38 AYISSI EYEBE Guy François Valérie Assistant En poste 

39 CHAMANI Roméo Assistant En poste 

40 TEYOU NGOUPOU Ariel Assistant En poste 
 

 

10- DÉPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43) 

 

 

1 BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs 

2 FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste 

3 KAMGANG Pierre Professeur En poste 

4 NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département 

5 NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Professeur En poste 

6 NGOS III Simon Professeur DAAC/Uma 

7 NKOUMBOU Charles Professeur En poste 

8 NZENTI Jean-Paul Professeur En poste 

 

9 ABOSSOLO née ANGUE Monique  Maître de Conférences Vice-Doyen / DRC  

10 GHOGOMU Richard TANWI  Maître de Conférences  CD/Uma 

11 MOUNDI Amidou  Maître de Conférences CT/ MINIMDT 

12 NGUEUTCHOUA Gabriel Maître de Conférences CEA/MINRESI 

13 NJILAH Isaac KONFOR Maître de Conférences En poste 

14 ONANA Vincent Laurent Maître de Conférences En poste 

15 BISSO Dieudonné  Maître de Conférences 
Directeur/Projet Barrage 

Memve’ele 

16 EKOMANE Emile  Maître de Conférences En poste 

17 GANNO Sylvestre  Maître de Conférences En poste 
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RÉSUMÉ 

Les maladies respiratoires sont une cause majeure de morbidité et de mortalité dans le 

monde entier, l’Afrique étant l’un des continents le plus affecté. Les bactéries parmi lesquelles 

les Haemophilus constituent l’une des principales causes et peu d’informations sont disponibles 

en ce qui les concerne au Cameroun. L’objectif de cette étude consistait à détecter les bactéries 

chez les patients souffrant d’infections des voies respiratoires à Yaoundé, et de caractériser les 

isolats d’Haemophilus. Il s’agissait d’une étude prospective descriptive dans la ville de 

Yaoundé qui s’est déroulée de 2017 à 2018. Les échantillons cliniques prelevés chez les patients 

souffrant d’infection des voies respiratoires étaient soumis à la culture et une RT-PCR pour la 

recherche des bactéries respiratoires. Les isolats d’ Haemophilus ont été identifiés suivant une 

approche phénotypique, protéomique et génotypique, puis la détermination du type capsulaire, 

de l’antibiotype et de la diversité génétique.  Les données ont été analysées à l'aide du logiciel 

SPSS avec un seuil de significativité fixé à < 5%. Au total, 440 participants ont été enrôlés dans 

cette étude. Les bactéries ont été détectées chez 68% (299/440) des patients et pouvaient être 

groupées en Gram négatif avec 47% (207/440), Gram positif avec 35,7% (157/440), atypiques 

avec 4,3% (19/440) et mycobactéries avec 8,6% (38/440). Les Haemophilus étaient les 

bactéries les plus détectées indépendamment des méthodes utilisées, suivies des 

pneumocoques, soit 21,6% et 10,9% respectivement par culture. La fréquence de détection 

bactérienne par culture était de  32% (141/440) contre 58,6% (258/440) par RT-PCR (p < 

0,001). Les facteurs associés à la détection bactérienne étaient socio-démographiques et 

cliniques. L'identification des 95 isolats d'Haemophilus a révélé 76,8% d'Haemophilus 

influenzae, 14,7% d'Haemophilus haemolitycus et 6,3% d'Haemophilus parainfluenzae. Ces 

isolats étaient très divers sur le plan génétique. Des 73 isolats d'Haemophilus influenzae, 3 

isolats capsulés (4,1%) ont été identifiés chez des patientes (de type b, e et f). La résistance des 

Haemophilus aux antibiotiques était dominée par celle aux sulfamides (99%) suivie de celle 

aux β-lactamines (55,3%). Les modifications moléculaires associées aux antibiotypes incluaient 

la modification de la cible (mutation) et la production d’enzymes. Les Haemophilus et les 

pneumocoques étaient les bactéries les plus détectées dans cette étude. L'outil moléculaire 

utilisé au cours de l'investigation a augmenté le rendement de la détection bactérienne. Les 

espèces d’Haemophilus circulant à Yaoundé sont variables et présentent une haute diversité 

génétique. La circulation d'Haemophilus influenzae de type b de nos jours demeure une menace 

pour la santé publique tout comme la résistance aux antibiotiques. 

Mots-clés: Bactéries respiratoires, Haemophilus, sérotype, antibiotypes, diversité génétique 
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ABSTRACT 

Respiratory diseases are the major cause of morbidity and mortality worldwide, with 

Africa being one of the most affected continents. Bacteria among which Haemophilus is one of 

the main causes and little information is available with regard to Cameroon. The objective of 

this study was to detect bacteria in patients suffering from respiratory tract infections in 

Yaoundé, and to characterize the Haemophilus isolates. This was a prospective descriptive 

study in the city of Yaoundé which took place from 2017 to 2018. The clinical samples collected 

from patients with respiratory tract infections were subjected to culture and an RT-PCR for the 

search for respiratory bacteria. Haemophilus isolates were identified using a phenotypic, 

proteomic and genotypic approach followed by determination of capsular type, antibiotic 

resistance profile and genetic diversity. The data were analyzed using SPSS software with a 

significance level set at <5%. A total of 440 participants were enrolled in this study. Bacteria 

were detected in 68% (299/440) of patients and could be grouped as Gram negative with 47% 

(207/440), Gram positive with 35.7% (157/440), atypical with 4.3% (19/440) and mycobacteria 

with 8.6% (38/440). Haemophilus sp. were the most detected bacteria regardless of the methods 

used, followed by pneumococci : 21.6% and 10.9% respectively per culture. The frequency of 

bacterial detection by culture was 32% (141/440) versus 58.6% (258/440) by RT-PCR (p 

<0.001). Factors associated with bacterial detection were socio-demographic and clinical. 

Identification of the 95 Haemophilus isolates revealed 76.8% Haemophilus influenzae, 14.7% 

Haemophilus haemolitycus and 6.3% Haemophilus parainfluenzae. These isolates were very 

genetically diverse. Of the 73 isolates of Haemophilus influenzae, 3 encapsulated isolates 

(4.1%) were identified (types b, e and f). The antibiotic resistance profile of Haemophilus sp. 

was dominated by that to sulfonamides (99%) followed by that to β-lactams (55.3%). Molecular 

changes associated with antibiotic resistance include target modification (mutation) and 

production of enzymes. Haemophilus sp. and pneumococci were the bacteria most detected in 

this study. The molecular tool used during the investigation increased the yield of bacterial 

detection. The Haemophilus species circulating in Yaoundé are variable and present a high 

genetic diversity. The circulation of Haemophilus influenzae type b today remains a threat to 

public health, as does resistance to antibiotics. 

Keywords: Respiratory bacteria, Haemophilus, serotype, antibiotypes, genetic diversity 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 

Les infections des voies respiratoires causées par les virus, les bactéries ou les 

champignons constituent un lourd fardeau pour l’humanité. Elles sont une cause majeure de 

morbidité et de mortalité au sein de toutes les tranches d'âge dans le monde entier (Xirogianni 

et al., 2013). Ces infections représentent un groupe hétérogène parmi les problèmes infectieux 

aigus communs et se caractérisent par des éléments de diagnostic et des symptômes qui sont 

parfois difficiles à distinguer les uns des autres. Selon leur localisation, on distingue les 

infections respiratoires supérieures ou hautes et les infections des voies respiratoires inférieures 

ou basses (Khan et al., 2015; Ndip et al., 2008; Neumark, 2010; Thompson et al., 2013). Avec 

un total de 3.941.000 de décès dans le monde (Khan et al., 2015), la plupart de ces décès 

surviennent en Afrique subsaharienne et en Asie du Sud.   

Les études sur les bactéries respiratoires autres que les mycobactéries déjà menées au 

Kenya (Feikin et al., 2012), Nigeria (Taura D.W., 2013), Ghana (Donkor et al., 2012), en 

Afrique du Sud (Nzenze et al., 2014; Shiri et al., 2013), Maroc (Jroundi et al., 2014), Gambie 

(Forgie et al., 1991; Mulholland et al., 1999) ont porté pour la plupart sur la caractérisation 

phénotypique avec peu d’investigations sur le plan moléculaire. Parmi les études effectuées à 

ce jour au Cameroun sur les bactéries respiratoires (Koulla-Shiro et al., 1996, 1997; Ndip et al., 

2008; Pefura Yone, Kuaban, Afane Ze, et al., 2012; Pefura Yone, Kuaban, Leonie, et al., 2012), 

celles de Koulla-Shiro en 1997 et Ndip en 2008 (Koulla-Shiro et al., 1997; Ndip et al., 2008) 

essentiellement dans la ville de Yaoundé et de Buea respectivement ne portent que sur les 

caractérisations phénotypiques (détection bactérienne et/ou profil de résistance) et aucune 

information sur le typage moléculaire. La caractérisation de l’agent causal d’infections 

respiratoires est cruciale pour la réduction de la morbidité et la prévention de l’utilisation 

excessive et inappropriée d’antibiotique à l’origine de résistance antimicrobienne (Xirogianni 

et al., 2013). La saisonnalité (Chen et al., 2015; Numminen et al., 2015), l’immuno-dépression 

(von Gottberg et al., 2012; Yone et al., 2012), les maladies cardiaques chroniques et 

pulmonaires, le tabagisme, l’asplénie (Ortqvist et al., 2005), l'âge et le sexe sont des facteurs 

pouvant influencer la prévalence des infections des voies respiratoires (Erling et al., 1999).  

Parmi les bactéries impliquées dans les infections des voies respiratoires, celles 

appartenant au genre Haemophilus constituent une étiologie majeure (Tchatchouang et al., 

2018), pouvant être responsables d’infections plus sévères comme les septicémies et des 

méningites (Yu-Ching Su, 2014). Avant l'introduction des vaccins conjugués dans la plupart 
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des pays dans le monde, ces micro-organismes  colonisant le nasopharynx chez l'homme 

(Tikhomirova & Kidd, 2013), étaient des causes de morbidité et de mortalité les plus courantes 

chez les jeunes enfants. Ces bactéries sont meurtrières et entraînent également des pertes 

économiques importantes dans les pays sous-développés et en particulier en Afrique 

subsaharienne.  

L'incidence annuelle des infections  à Haemophilus influenzae varie entre 22 et 24 

cas/100 000 enfants âgés de moins de 5 ans. Haemophilus influenzae de type b (hib) causerait 

environ 8,13 millions  de maladies graves dans le monde et environ 400 000 décès chez les 

enfants de moins de cinq ans chaque  année (Odile B. Harrison, 2011; Watt JP, 2009). Dans les 

pays en développement où se produit la grande majorité des décès due  à hib, les infections des 

voies respiratoires comme la pneumonie est à l’origine d'un plus grand nombre de décès bien 

plus que la méningite (Stephen Tristram et al., 2007).  

La présence de la capsule polysaccharidique est un facteur de virulence pour Haemophilus 

influenzae et 6 types capsulaires existent (a, b, c, d, e et f) (Agrawal & Murphy, 2011) dont le 

type b responsable d’infection grave. Pour contrôler ces infections, les mesures préventives 

(vaccination) et curatives à partir des traitements antimicrobiens sont pratiquées. Un vaccin a 

été recommandé depuis plus d'une décennie dans de nombreux pays à travers le monde. En 

2009, le Programme Elargi de Vaccination (PEV) au Cameroun a introduit  le vaccin conjugué 

contre Haemophilus influenzae de sérotype b (hib) dans une formulation pentavalente 

(diphtérie, tétanos, coqueluche, hépatite B et hib)  chez les enfants âgés de 0 à 11 mois pour la 

prévention (Gaingne, 2009; Massenet et al., 2013). 

Depuis l’introduction du vaccin contre hib dans de nombreux pays, le poids des 

infections liées à Haemophilus est de plus en plus dominé par les non hib. Au Cameroun, après 

la mise en place du vaccin, aucun cas de méningite à hib n'a été enregistrée dans le grand Nord 

(Massenet & Tapindjin-Gake, 2010), ce qui montre l'impact positif du vaccin. Par ailleurs, 

l'échec du vaccin a été observé dans d’autres pays (Royaume-Uni, Koweit) (Lee et al., 2008; 

Purohit et al., 2014) et les espèces Haemophilus impliquées dans les infections respiratoires ont 

fait l'objet de très peu d'études au Cameroun car la plupart des données porte uniquement sur la 

caractérisation phénotypique. L'identification des souches non capsulées de H. influenzae est 

parfois difficile, comme l'identification erronée de H. haemolyticus en tant que souches non 

capsulées de H. influenzae (R. Anderson et al., 2012; Zhang et al., 2014) en raison de leur 

grande similarité sur le plan morphologique, de biochimique et génétique (Raydel Anderson et 

al., 2012). L’identification des véritables espèces d’Haemophilus au cours d’infection est 
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actuellement un domaine d’étude en expansion, ainsi que la compréhension de leur pathogénie. 

En effet, leur colonisation commence par les voies respiratoires supérieures suivie d’une 

propagation dans l’arbre respiratoire, entraînant potentiellement des infections invasives (van 

Belkum et al., 2007). L’identification erronée de H. haemolyticus a un impact potentiel sur 

l’évaluation de la prévalence des souches de H. influenzae résistant aux antibiotiques 

(Witherden et al., 2013). Les souches non capsulées de H. influenzae sont associées aux 

infections des voies respiratoires entraînant souvent la prescription d'antibiotiques, tandis que 

H. haemolyticus est rarement associé à une maladie (Pickering et al., 2014) et qu'un traitement 

antibiotique probabiliste peut sélectionner des souches résistantes.  

La résistance aux antibiotiques s’est développée dans le monde entier et est plus 

accentuée dans les pays sous-développés ou en voie de développement due à l’utilisation 

inappropriée d’antibiotiques ou de l’automédication (Ajibola et al., 2018; Moise et al., 2017; 

Ngu et al., 2018). En plus du type capsulaire, le profil génotypique est plus étroitement associé 

à la résistance aux antibiotiques (Desai et al., 2015; Hasçelik & Kittana, 2018; Moustaoui et 

al., 2000). Avec le poids des infections respiratoires supporté par les pays d'Afrique 

subsaharienne, la surveillance épidémiologique des Haemophilus est essentielle dans cette 

région du monde. Ainsi, se pose le problème de la caractérisation des Haemophilus impliqués 

dans les infections des voies respiratoires au Cameroun, des sérotypes qui ne sont pas inclus 

dans le vaccin et qui seraient très variés. 

Les caractérisations moléculaires et les techniques sérotypiques avec leurs grandes 

sensibilités ont été développées ces dernières années permettant d’améliorer les études sur les 

Haemophilus. Lors de la planification des interventions visant à contrôler une maladie, il est 

essentiel de comprendre son fardeau (Simon Brooker, 2000). En l'absence de données fiables 

sur ces agents bactériens dans un pays comme le Cameroun, une étude devrait être envisagée 

dans le but de planifier les efforts contre ces menaces. Réduire la morbidité et la mortalité dues 

à Haemophilus exige une meilleure compréhension de la fréquence de détection, des sérotypes 

circulants, du profil de résistance aux antibiotiques et de la diversité génétique.  

Le profil des souches circulantes d’Haemophilus à l'ère post-vaccinale fournirait donc 

des données pour l'évaluation des programmes de contrôle visant à améliorer la santé au 

Cameroun. C’est dans ce sillage que nous nous sommes proposés de décrire les bactéries 

détectées chez les patients souffrant d’infections des voies respiratoires à Yaoundé au 

Cameroun et de typer les différentes espèces d’Haemophilus. 
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Question de recherche 

Quels sont les bactéries et les profils phénotypiques et génotypiques des Haemophilus chez les 

patients souffrant d’infections des voies respiratoires à Yaoundé au Cameroun presque une 

décennie après introduction du vaccin conjugué contre  Haemophilus influenzae de sérotype b 

au Cameroun ? 

Questions de recherche spécifiques 

 Quelle est la fréquence de détection des bactéries respiratoires chez les patients souffrant 

d’infections des voies respiratoires à Yaoundé et les facteurs associés ?  

 Quelles sont les espèces Haemophilus circulant et leur diversité génétique ? 

 Quelle est la distribution des sérotypes circulants de Haemophilus influenzae à l’ère post 

vaccinale ? 

 Quel est le profil de résistance de ces bactéries aux antibiotiques et les modifications 

moléculaires associées ? 

Hypothèse de recherche 

La distribution des bactéries, le profil phénotypique et génotypique des isolats d’Haemophilus 

chez les patients souffrant d’infections des voies respiratoires au Cameroun après introduction 

du vaccin conjugué contre Haemophilus influenzae de sérotype b sont différents.  

Hypothèses de recherche spécifiques 

 La fréquence de détection des bactéries chez les patients souffrant d’infections des voies 

respiratoires à Yaoundé est variable et influencée par plusieurs facteurs ; 

 Plusieurs espèces d’Haemophilus circulent avec une grande diversité génétique ; 

 La vaccination a un impact sur la distribution des sérotypes circulants de Haemophilus 

influenzae ; 

 Le profil de résistance des Haemophilus aux antibiotiques est variable et implique des 

modifications moléculaires. 
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Objectif général de l’étude 

Ce projet de recherche consistait à détecter les bactéries et caractériser phénotypiquement et 

génotypiquement les isolats d’Haemophilus chez les patients souffrant d’infections des voies 

respiratoires à Yaoundé au Cameroun. 

Objectifs spécifiques  

Plus spécifiquement, il s’agissait de : 

 déterminer la fréquence de détection des différentes bactéries respiratoires et les facteurs 

associés ; 

 décrire les différentes espèces Haemophilus et leur diversité génétique; 

 déterminer la distribution des sérotypes circulants de Haemophilus influenzae à l’ère 

post-vaccinale ; 

 déterminer le profil de résistance des bactéries Haemophilus aux antibiotiques et les 

modifications moléculaires associées. 
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CHAPITRE I : REVUE DE LA LITTÉRATURE 

I.1 INFECTION DES VOIES RESPIRATOIRES 

Les infections des voies respiratoires ont été identifiées comme l'une des principales 

causes de mortalité de l'enfant qui peuvent être faciles à prévenir. Elles sont responsables de 40 

à 50% des consultations externes par les enfants, 20 à 40% des hospitalisations pédiatriques et 

18 à 20% de décès chez les enfants (Science, 2009). Les infections des voies respiratoires sont 

des affections courantes chez l’Homme et  qui représentent un fardeau  pour la santé publique 

(Khan et al., 2015). Selon leur localisation, les maladies peuvent être divisées en infections des 

voies respiratoires supérieures (ou hautes) et inférieures (ou basses) (Neumark, 2010).  

I.1.1 Infections des voies respiratoires supérieures 

Les infections des voies respiratoires supérieures se localisent au niveau de la bouche, 

le nez, la gorge, le larynx et la trachée. Les infections des voies respiratoires supérieures peuvent 

être l’une des affections suivantes: rhinopharyngite (rhume), sinusite, pharyngite, laryngite et 

laryngotrachéite (Grief, 2013). 

Les infections des voies respiratoires supérieures sont courantes et importantes. Bien que 

rarement mortelles, elles sont une cause de morbidité importante et représentent un fardeau 

économique considérable (West, 2002). 

I.1.2 Infections des voies respiratoires basses 

Les infections des voies respiratoires basses, notamment la bronchite, la bronchiolite et 

la pneumonie sont les maladies à gros impacts et entraînent des pertes économiques importantes 

dans les pays à revenu faible,  intermédiaire et en particulier ceux d’Afrique subsaharienne 

(Bates et al., 2013; WHO, 2008) . En Afrique subsaharienne, les infections des voies 

respiratoires basses se classent au troisième rang des causes de mortalité après le VIH/SIDA et 

le paludisme. Les infections des voies respiratoires basses sont la principale cause de décès dans 

neuf pays africains ("Global, regional, and national age-sex specific all-cause and cause-

specific mortality for 240 causes of death, 1990-2013: a systematic analysis for the Global 

Burden of Disease Study 2013," 2015). Une analyse systématique réalisée en 2015 a révélé que 

ces infections avaient causé 2,74 millions de décès et 103 millions d’années de vie ajustée en 

fonction de l'incapacité dans le monde, ce qui en faisait la cinquième cause de décès dans le 

monde et deuxième cause principale d’années de vie ajustée en fonction de l'incapacité (GBD, 

2017). Par rapport à d’autres régions, le fardeau de ces infections est plus lourd en Afrique 

subsaharienne et en Asie, où la mortalité est la plus élevée chez les enfants de moins de 5 ans. 
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Par exemple, 546,8 et 511,3 décès sur 100 000 ont été signalés en Somalie et au Tchad, 

respectivement. Entre temps, le taux de mortalité le plus bas a été enregistré en Finlande (0,65 

décès pour 100 000 habitants) en Europe occidentale (GBD, 2017).  

I.1.3 Étiologie des infections des voies respiratoires 

Une grande variété d'agents pathogènes peut causer des infections des voies 

respiratoires. La plupart des infections respiratoires sont causées par des virus et des bactéries. 

Les virus les plus fréquemment signalés sont les virus respiratoires syncytiaux, virus 

grippaux A et B, virus Para influenza, rhinovirus humain et adénovirus, responsables de la 

plupart des épisodes d’infections chez l’enfant. Au cours de la dernière décennie , plusieurs 

nouveaux virus associés aux infections des voies respiratoires ont été découverts dans des 

échantillons de voies respiratoires humaines (Satish & NM, 2016). 

Plusieurs bactéries ont été identifiées comme étant l’étiologie de ces infections, 

notamment Streptococcus pneumoniae (pneumocoque), Haemophilus, Klebsiella pneumoniae, 

Staphylococcus aureus, Acinetobacter, Streptococcus Viridans, Mycoplasma penumoniae, 

Chlamydophila pneumoniae, Bordetella pertussis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli 

et les espèces de Proteus (GBD, 2017; Tang et al., 2019; M.  Uzoamaka et al., 2017). 

Les mycobactéries responsables de la tuberculose jouent un rôle prépondérant sur le 

poids des infections respiratoires. En effet, 10,4 millions de personnes ont développé la 

tuberculose et 1,4 million de personnes en sont morts en 2015 (WHO, 2016).  
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I.2 GÉNÉRALITES SUR LES Haemophilus 

I.2.1 Définition du genre 

Petits bacilles polymorphes à Gram négatif (parfois en coccobacilles), les bactéries du 

genre Haemophilus sont des aéro-anaérobies facultatifs, immobiles, parasites obligatoires, 

exigeant pour leur croissance un ou deux facteurs à savoir la nicotinamide adénine dinucléotide 

(NAD) ou coenzyme I et/ou l’hémine présents dans le sang, dénommés respectivement facteurs 

V et X. Le genre est composé d’espèces diverses primitivement commensales des muqueuses 

de l’homme et des animaux. Le pourcentage des bases azotés G et C est compris entre 37 et 

44%. Ces coccobacilles possèdent généralement une nitrate réductase et leur température 

optimale de croissance est de 35 à 37°C (Quentin et al., 2000). 

I.2.2 Taxonomie 

Les Haemophilus font partie de la classe des Gamma Proteobacteria et appartiennent à 

la famille des Pasteurellaceae comportant le genre Haemophilus (Cooley et al., 2009; Naushad 

et al., 2015; Winslow et al., 1917). 

Domaine : Bacteria 

Règne : Eubacteria 

Phylum : Proteobacteria 

Classe : Gammaproteobacteria 

Ordre : Pasteurellales 

Famille : Pasteurellaceae 

Genre : Haemophilus 

 

I.2.3 Morphologie cellulaire 

Les bactéries de l’espèce Haemophilus se présentent sous forme de petits bâtonnets 

immobiles ou coccobacilles. La formation de filaments est influencée par l'environnement et se 

développe à mesure que les cultures vieillissent et se trouvent dans des conditions de croissance 

moins optimales (Figure 1). Les capsules sont présentes chez certaines espèces, notamment H. 

influenzae, H. paragallinarum et H. parasuis, et présentent un intérêt particulier pour H. 

influenzae et H. paragallinarum, où elles jouent un rôle dans la pathogenèse, la détermination 

de la spécificité de type et l'induction de immunité anti-infectieuse. Des souches de H. 

parainfluenzae capsulées occasionnelles ont été décrites (Winslow et al., 1917). 
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Figure 1: Morphologie cellulaire d'une souche de H. influenzae (à gauche) et d'une souche 

de H. parainfluenzae (à droite), illustrant l'ampleur du pléomorphisme pouvant être 

observé chez les bactéries appartenant à ce genre (Winslow et al., 1917). 

I.2.4 Composition de la membrane cytoplasmique 

Les phospholipides membranaires d'Haemophilus spp. sont similaires à celles d'autres 

bactéries à Gram négatif, phosphatidyléthanolamine étant le type principal. De plus petites 

quantités de phosphatidylglycérine ont également été détectées. Il a été suggéré que des traces 

de lysophosphatidyléthanolamine pourraient être un marqueur caractéristique de 

Pasteurellaceae en général (Winslow et al., 1917). 

I.2.5 Composition de la paroi cellulaire 

Les parois cellulaires ressemblent à celles d'autres bactéries à Gram négatif en termes 

de structure, de composition et d'activité endotoxique. Le lipopolysaccharide de H. influenzae 

est tronqué et marqué par une absence ou un taux réduit de longues chaînes O de polysaccharide 

et peut donc être décrit plus précisément en tant que lipooligosaccharide. Il se compose d'un 

lipide A d'ancrage à la membrane, d'un noyau interne d'acide 2-céto-3-désoxyoctulosonique à 

phosphorylation unique, lié à trois molécules d'heptose, et d'un oligosaccharide de noyau 

externe consistant en un hétéropolymère de glucose et de galactose et d'un sialylé lactosamine 

terminale. La composition et la liaison de ces unités saccharidiques dans le noyau externe du 

lipooligosaccharide de H. influenzae et, partant, dans les épitopes exprimés, présentent une 

hétérogénéité intra et inter-souches marquée. Le squelette du lipide A est un glucosamine 

disaccharide substitué par deux groupes phosphate (Winslow et al., 1917). 
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Comme chez les autres membres de la famille des Pasteurellaceae, le nombre d’acides 

gras contenus dans la paroi des cellules d’Haemophilus est comparativement faible (Winslow 

et al., 1917).  

Les analyses des motifs de polyamine de cellules entières de souches représentatives 

d'espèces de la famille des Pasteurellaceae révèlent une diversité inattendue par rapport à celle 

observée pour d'autres bâtonnets à Gram négatif. Au moins sept types différents de polyamines 

sont présents parmi les membres de la famille. Toutes les espèces actuelles d'Haemophilus, à 

l'exception de H. felis, présentent une prédominance du 1,3-diaminopropane. Cependant, 

l'étendue de la diversité intra-spécifique n'est pas encore totalement connue (Winslow et al., 

1917). 

De 25 à 35 protéines de la membrane externe ont été détectées dans les souches de H. 

influenzae, quelques-unes seulement représentant 80% du total des protéines de la membrane. 

Les principales protéines de la membrane externe sont P1 (PM 43–50 kDa), P2 (un doublet de 

PM 43–50 kDa avec activité porine), P4 (une lipoprotéine de PM 30 kDa), P5 (2 conformères 

de la même protéine) et P6 (une lipoprotéine de PM 16,6 kDa). La protéine initialement appelée 

P3 comprend à la fois la forme non modifiée de P1 et la forme modifiée de P5. Le 

polymorphisme de taille des protéines P1, P2 et P5 constitue la base du typage protéique de la 

membrane externe de H. influenzae. Bien que la P2 soit conservée dans les souches de H. 

influenzae sérovar b, elle est extrêmement diverse et montre une dérive antigénique dans les 

souches non capsulées (Winslow et al., 1917). 

I.2.6 Caractères coloniaux et culturaux 

Les surfaces des colonies des espèces Haemophilus sur un milieu suffisamment riche 

sont généralement non pigmentées ou légèrement jaunâtres, plates et convexes, et atteignent un 

diamètre de 0,5 à 2,0 mm en l'espace de 48 heures à 37 °C. H. influenzae subit une variation 

spontanée de phase dans l'opacité des colonies. Il a été identifié un locus de gène qui contribue 

à la variation d'opacité et est associé à la capacité de coloniser le nasopharynx des ratons. La 

plupart des espèces produisent des colonies lisses, mais certaines variations sont observées, en 

particulier chez H. parainfluenzae et H. aphrophilus. Certaines espèces présentent une 

hémolyse β sur gélose au sang (voir tableau I). La croissance dans les bouillons montre 

généralement une turbidité uniforme, mais les souches de H. aphrophilus, H. paraphrophilus 

et H. parainfluenzae présentent une croissance granulaire avec des dépôts importants, en raison 

de l’agrégation des cellules (Weiser et al., 1995). 
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           Tableau I: Caractéristiques différentielles des espèces du genre Haemophilus (Winslow et al., 1917) 

 
aPour variations chez H. influenzae et H. parainfluenzae en fonction du biotype ; + : positif; - : négatif; d : variable ;bQuelques souches de H. 

parainfluenzae biovar II montrent une faible (w) hémolyse. 

 

Caractéristiques 
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I.2.7 Espèces du genre Haemophilus 

Neuf espèces du genre Haemophilus décrites démontrent la spécificité de l'hôte pour 

l'homme. Ils peuvent être divisés en trois groupes partageant certains traits phénotypiques: le 

groupe H. influenzae, constitué des trois espèces dépendantes du facteur X, à savoir, H. 

influenzae, Haemophilus aegyptius et H. haemolyticus; le groupe H. parainfluenzae, constitué 

des cinq espèces indépendantes du facteur X, à savoir H. parainfluenzae, Haemophilus 

parahaemolyticus, Haemophilus paraphrohaemolyticus, Haemophilus pittmaniae et 

Haemophilus sputorum et un groupe comprenant uniquement Haemophilus ducreyi. Les 

caractéristiques phénotypiques différenciant les neuf espèces décrites d'Haemophilus des autres 

espèces de Pasteurellaceae sont présentées dans le tableau I (Nørskov-Lauritsen, 2014). 

Le génome des espèces Haemophilus varie entre 1,8 et 2,8 Mb, H. influenzae étant la 

plus petite et H. ducreyi la plus grande parmi les espèces ayant pour habitat naturel l'homme 

(Winslow et al., 1917). H. influenzae est le premier organisme vivant dont le génome a été 

entièrement séquencé. La séquence de 1,83 Mb de la souche Rd (variante d'une souche 

capsulaire de Serovar d) contient un total de 1743 gènes, dont plus de 40% n'ont pas 

d’homologue apparent de la fonction connue chez d'autres procaryotes analysés (Fleischmann 

et al., 1995). La diversité génétique globale du genre Haemophilus, telle que révélée par les 

études d'hybridation ADN-ADN, est considérable. Les rapports de liaison à l'ADN de l'espèce 

type H. influenzae suivants ont été observés: H. aegyptius, 70%; H. haemolyticus 48–52%; H. 

parainfluenzae, 15–33% et H. parasuis 26% (Winslow et al., 1917). 

I.2.7.1 Haemophilus influenzae 

Coccobacilles ou petites tiges régulières 0,3-0,5 × 0,5-3,0 μm. Le pourcentage en mole 

de bases azotées G+C  de l'ADN est de 39. Les colonies sur gélose au chocolat sont lisses, 

basses, convexes, grisâtres et translucides et atteignent un diamètre de 0,5 à 1,0 mm en 24 

heures. Les souches capsulées produisent généralement des colonies plus grosses et plus 

mucoïdes (1–3 mm), qui ont tendance à fusionner sans ligne de démarcation visible. Sur des 

milieux d'agar transparents, les colonies de souches capsulées présentent une irisation 

lorsqu'elles sont examinées sous une lumière transmise obliquement (Winslow et al., 1917). 

Parmi les isolats capsulés, six sérovars (a-f) ont été identifiés et la figure 2 montre la 

structure des polysaccharides capsulaires de ces sérovars. Au total, 41 déterminants 

antigéniques capsulaires et somatiques ont été détectés dans une souche de H. influenzae 

sérovar b par immunoélectrophorèse croisée. Un nombre considérable de ces déterminants sont 
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communs aux déterminants antigéniques de souches de H. haemolyticus, de H. parainfluenzae 

et de diverses entérobactéries (Schiotz et al., 1979). 

 

Figure 2: Structure des polysaccharides capsulaires de H. influenzae. 

Le ribose (Rib) et le fructose sont présentés sous forme d'anneau furane. Le glucose (Glc), 

galactose (Gal), N-Acétylglucosamine (GlcNAc) et N-acetylmannosamine (ManANAc) sont 

sous forme d'anneau pyrane (Winslow et al., 1917). 

Les souches de H. influenzae peuvent être affectées à l'un des huit biovars (I à VIII) en 

fonction de trois caractéristiques biochimiques, production d'indole et activités d'uréase et 

d'ornithine décarboxylase (Kilian, 1976; Nørskov-Lauritsen, 2014). La majorité des souches 

avec une capsule de sérovar b sont de biovar I, une observation qui a d'abord suggéré que les 

souches de sérovar b étaient distinctes des souches non capsulées, la plupart d'entre elles 

appartenant aux biovars II et III. Tous les isolats examinés jusqu'ici avec une capsule de sérovar 

d et e sont du biovar IV (Kilian, 1976). 

H. influenzae possède une activité neuraminidase et pratiquement toutes les souches 

produisent une endopeptidase extracellulaire (IgAl protéase) capable d'induire le clivage 

spécifique d'une liaison peptidique proline-sérine ou proline-thréonine dans la région charnière 

de l'immunoglobuline A1 humaine (Winslow et al., 1917). 

H. influenzae est présent dans les nasopharynx de la majorité des enfants en bonne santé. 

Le taux de portage chez les adultes est un peu moins élevé. On le rencontre rarement dans la 
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cavité buccale humaine et n'a été détecté chez aucune espèce animale, à l'exception des 

chimpanzés. Les souches capsulées sont hébergées de manière intermittente dans le 

nasopharynx d'une minorité d'individus en bonne santé (3 à 7%). Les sérovars b et f sont les 

sérovars les plus fréquemment rencontrés, alors que les souches de sérovar c sont rares 

(Winslow et al., 1917). 

H. influenzae a été isolé à l'origine de cas de grippe endémique et était alors considéré 

comme son agent causal. Il est fréquemment isolé lors des infections chroniques des voies 

respiratoires humaines supérieures et inférieures, des sinus paranasaux, des oreilles moyennes 

et de la conjonctive, conditions dans lesquelles H. influenzae joue un rôle important, bien que 

souvent probablement secondaire. Les souches impliquées dans de telles conditions sont 

généralement non capsulées et appartiennent aux biovars II ou III, comme la majorité des isolats 

provenant des voies respiratoires supérieures des sujets en bonne santé. Les souches capsulées 

du sérovar b sont l’une des trois causes les plus fréquentes de méningite bactérienne chez 

l’enfant et occasionnellement, provoquent une épiglottite aiguë (laryngite obstructive), une 

cellulite, une ostéomyélite et des infections articulaires (Winslow et al., 1917). 

I.2.7.2 Haemophilus aegyptius 

Le nom commun de la bactérie est le bacille de Koch-Weeks, longues tiges minces de 

0,2–0,3 × 2,0–3,0 µm. La croissance des souches fraîchement isolées sur la gélose au chocolat 

est lente. Après 48 heures, les colonies atteignent un diamètre d'environ 0,5 mm et sont lisses, 

basses, convexes, grisâtres et translucides. L'espèce ne pousse pas sur la gélose tryptique de 

soja (Difco) avec les facteurs X et V ajoutés, contrairement à H. influenzae, elle forme des 

colonies ressemblant à des comètes dans une gélose semi-solide. La présence de la capsule n’a 

pas été démontrée ici. Les bactéries de cette espèce produisent une endopeptidase 

extracellulaire séparant l'IgAl et ont une activité neuraminidase. Les caractéristiques qui 

peuvent être utiles pour distinguer H. aegyptius de H. influenzae incluent une croissance plus 

médiocre sur la plupart des milieux, un manque de production d'indole et une fermentation de 

D-xylose, une morphologie bacillaire distincte, une activité hémagglutinante, une croissance 

ressemblant à une comète en semi-solide, les milieux, et la sensibilité à la troléandomycine. 

Cependant, aucune de ces caractéristiques ne différencie sans équivoque les deux espèces. 

Certaines souches n'ont pas l'enzyme ferrochélatase, qui insère le fer dans la protoporphyrine 

IX, et nécessite donc un protohème en tant que facteur X. La bactérie provoque une 

conjonctivite infectieuse aiguë ou subaiguë sous les climats chauds. Elle n'a pas été trouvée 

chez des individus en bonne santé. Des clones particuliers étroitement apparentés à H. aegyptius 
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ont été associés à la fièvre purpurique brésilienne. Les clones ont été désignés par H. influenzae 

biogroupe aegyptius (Winslow et al., 1917).  

I.2.7.3 Haemophilus ducreyi 

Cette bactérie se présente sous forme de bâtonnets minces en paires ou en chaînes, 

mesurant 0,5 × 1,5-2 μm, avec un pourcentage G+C de 38% et n’est pas capsulée. La croissance 

est faible sur la plupart des milieux. Les colonies sur gélose au chocolat après 72 heures sont 

de petite taille (0,5 mm de diamètre), plates, lisses, grisâtres et translucides, mais souvent avec 

quelques colonies plus grosses séparées ayant une apparence par ailleurs identique 

(dimorphisme). La croissance sur gélose au sang est très rare et il n'y a pas de croissance satellite 

autour des colonies de Staphylococcus. Elle produit une hémolysine associée aux cellules ayant 

une activité cytotoxique (Alfa et al., 1996) et une cytotoxine soluble (Cope et al., 1997). L'une 

des deux toxines ou les deux entraînent une faible hémolyse sur les plaques de gélose au sang. 

Les isolats cliniques semblent généralement être asaccharolytiques. Cependant, dans des 

conditions de croissance favorables, certaines souches présentent une réaction positive tardive 

pour la fermentation du glucose. L'espèce est inerte dans la plupart des tests biochimiques 

traditionnels, mais produit un large éventail de peptidases. Elle provoque la maladie humaine 

d’origine vénérienne appelée chancre mou et ulcères cutanés. Le portage chez des individus en 

bonne santé n'a pas été encore détecté (Winslow et al., 1917). 

I.2.7.4 Haemophilus haemolyticus 

Les Haemophilus haemolyticus sont des coccobacilles non capsulés, avec des formes 

filamenteuses occasionnelles et causent des infections (Raydel Anderson et al., 2012). Les 

colonies sur la gélose au chocolat sont lisses, convexes, grisâtres et translucides et atteignent 

un diamètre de 0,5 à 1,5 mm en 24 heures. Ces bactéries produisent des zones hémolytiques 

claires sur gélose au sang de bovin ou de mouton. Cependant, l'activité hémolytique peut être 

perdue lors de la sub-culture. Elles colonisent le nasopharynx d'une minorité de la population 

humaine en bonne santé et souvent dans les dépôts bactériens sur les dents sous le bord gingival 

(plaque dentaire sous-gingivale) (Winslow et al., 1917).  

I.2.7.5 Haemophilus parainfluenzae  

C’est une bactérie pléomorphe généralement de longues formes filamenteuses avec un 

pourcentage en mole G+C de 40 à 41. Des souches occasionnelles possédant une capsule ont 

été décrites (Sims, 1970). Les colonies sur la gélose au chocolat sont blanches grisâtres ou 



16 

 

jaunâtres opaque et atteignent un diamètre de 1 à 2 mm après 24 heures. Certaines souches 

produisent des colonies plates et lisses avec un bord entier, d'autres ont un bord en dents de 

scie, d'autres encore se développent en colonies très rugueuses et ridées. Les formes irrégulières 

des colonies ont généralement une texture cohérente. Les souches se développant sous forme 

de colonies de type rugueux se transforment souvent en type lisse après certains transferts in 

vitro. Certains isolats présentent une β-hémolyse hebdomadaire sur une gélose au sang, mais la 

propriété est souvent perdue après plusieurs sub-cultures. La croissance dans les milieux en 

bouillon peut être granulée ou non. 

Huit biovars ont été identifiés sur la base de trois réactions biochimiques: la formation d'indole 

et les activités uréase et ornithine décarboxylase (tableau I) (Bruun et al., 1984; Doern & 

Chapin, 1987; Kilian, 1976; Oberhofer & Back, 1979). Il n'est pas clair si les souches présentant 

les caractéristiques du biovar V appartiennent bien à l'espèce H. parainfluenzae. Ils sont 

phénotypiquement similaires à H. segnis et H. paraphrophilus. La majorité des isolats humains 

peuvent être attribués aux biovars I à III. H. parainfluenzae est omniprésent dans la cavité 

buccale et le pharynx et peut être présent dans la flore vaginale normale (KILIAN & 

THEILADE, 1975; Liljemark et al., 1984; Sims, 1970; Tuyau & Sims, 1975). Des bactéries 

ressemblant à H. parainfluenzae ont été isolées chez des singes, des porcs, des lapins et des 

rats. Bien que l’espèce fût rapportée avoir une activité neuraminidase (Tuyau & Sims, 1974), 

ceci ne peut pas être confirmé avec des substrats chromogéniques bien définis. Cette bactérie 

est peu pathogène, mais est parfois impliqué dans l’endocardite et les infections des voies 

respiratoires inférieures chez l’homme (Winslow et al., 1917). 

I.2.7.6 Haemophilus segnis 

C’est une bactérie pléomorphe, avec une prédominance de formes irrégulières et 

filamenteuses. Les colonies sur la gélose au chocolat sont lisses ou granuleuses, convexes, 

blanc-grisâtres et opaques, et atteignent un diamètre d'environ 0,5 mm après incubation pendant 

48 heures. La croissance dans le milieu de fermentation est lente et les réactions sont négatives 

ou faiblement positives. La fermentation du saccharose est généralement plus forte que la 

fermentation du glucose. Cette bactérie est un commensal de la flore buccale humaine, en 

particulier de la plaque dentaire, et peut être isolée dans le pharynx. Elle a été isolée en culture 

pure d'un abcès du pancréas (Kilian, 1976). 
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I.3 BESOINS DES Haemophilus AUX FACTEURS DE CROISSANCE  

Deux voies métaboliques défectueuses entraînent une dépendance à des facteurs de 

croissance spécifiques, traditionnellement appelés X (hème) et V (nicotinamide adénine 

dinucléotide, NAD).  

I.3.1 Facteur X et biosynthèse de l'hème 

La voie de biosynthèse de l'hème est commune aux animaux, aux plantes et les bactéries. 

La formation de protoporphyrine commence par la condensation de deux molécules d'acide 

aminolévulinique linéaire dans le cycle pyrrole à cinq chaînons, le porphobilinogène. Quatre 

molécules de porphobilinogène se condensent et se circularisent en uroporphyrinogène III, qui 

est modifié par substitutions dans les étapes enzymatiques successives. Enfin, le proto-hème se 

forme à partir de la protoporphyrine par chélation du fer ferreux. Le génome de H. influenzae 

code pour la ferrochélatase (hemH), et la protoporphyrine est l'équivalent biochimique minimal 

du facteur X. Les souches occasionnelles ne parviennent pas à synthétiser le proto-hème à partir 

de la protoporphyrine, et le proto-hème est l'équivalent minimal du facteur X. Pendant de 

nombreuses années, les principaux obstacles à la mise au point d'un schéma de classification et 

d'identification satisfaisant pour Haemophilus avaient des problèmes méthodologiques 

d'identification d’exigence du facteur X (Nørskov-Lauritsen, 2014). 

I.3.2 Facteur V et biosynthèse du NAD 

Le NAD est synthétisé par une voie de novo et par la voie de récupération de la pyridine, 

qui recycle les produits de dégradation de NAD vers NAD. En revanche, le nombre réduit de 

ces processus chez les Pasteurellaceae est limité à l'absorption du NAD (Gerlach & Reidl, 

2006), et toutes les Pasteurellaceae acquièrent cet élément nutritif essentiel de 

l’environnement, soit sous forme de NAD, soit sous la forme d’un nombre limité de précurseurs 

de NAD. Cependant, certaines espèces de Pasteurellaceae sont capables d’utiliser du 

nicotinamide dans une réaction catalysée par l'enzyme nicotinamide phosphoribosyltransférase 

(NadV) (figure 3). La définition actuelle de la dépendance au facteur V est donc synonyme 

d’absence de l’enzyme NadV. La dépendance au facteur V est un test extrêmement précieux 

pour la caractérisation initiale des membres présumés de Pasteurellaceae (Nørskov-Lauritsen, 

2014). 
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Figure 3: Utilisation du nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) chez les Pasteurellaceae. 

Le nicotinamide mononucléotide (NMN) et le NAD pénètrent dans le périplasme par la porine 

générale OMP P2 et sont dégradés en nicotinamide riboside NR); le NR exogène pénètre 

probablement dans le périplasme par une porine différente. Le NR est internalisé par une 

perméase cytosolique située sur la membrane (PnuC) et sert de substrat à une enzyme de 

resynthèse qui utilise l'ATP pour générer du NAD. La nicotinamide (Nam) diffuse librement à 

travers les membranes cellulaires et peut servir de substrat aux membres de la famille qui 

expriment une nicotinamide phosphoribosyltransférase (NadV) fonctionnelle (Nørskov-

Lauritsen, 2014).  

I.4 LES FACTEURS DE VIRULENCE 

Les Haemophilus et en particulier H. influenzae produisent plusieurs facteurs de 

virulence qui permettent à la bactérie de coloniser l'épithélium respiratoire humain et sont 

responsables de la pathogenèse (Nørskov-Lauritsen, 2014). 

I.4.1 La capsule polysaccharidique  

La capsule est un facteur de virulence bien caractérisé qui rend les souches H. influenzae 

plus résistantes à la phagocytose et augmente leur capacité à provoquer une maladie invasive 

(Noel et al., 1992; Weller et al., 1977). Sur la base de modèles animaux pour l'infection utilisant 

des mutants isogéniques transformés avec un ADN capsulaire spécifique du sérotype, il a été 

démontré que le sérotype le plus virulent était le b, suivi du a. Les quatre sérotypes restants (c 

à f) ont une capacité de virulence réduite (Zwahlen et al., 1989; Zwahlen et al., 1983). Les 
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gènes codant pour la capsule polysaccharidique sont situés dans le locus cap qui est formé de 

trois régions fonctionnelles (figure 4). 

 

Figure 4: Loci des capsules pour les sérotypes a, b, c, d, e et f de H. influenzae (CDC, 2011). 

Le locus de la capsule des six sérotypes de H. influenzae (Hia-f) comprend trois régions codant 

des fonctions pour la synthèse, la modification et la translocation des polysaccharides de la 

capsule. bexDCBA dans la région d'exportation portée par l'ATP (flèches blanches) code pour 

les composants protéiques d'un appareil d'exportation de polysaccharide. hcsA et hcsB se situent 

dans la région de modification post-polymérisation (flèches grises) et peuvent participer à la 

modification et à l'exportation du polysaccharide en capsule. La région spécifique du sérotype 

(flèches colorées) contient des gènes pour la synthèse de capsules et est unique pour chaque 

sérotype. Les gènes spécifiques aux sérotype a, b, c, d, e et f  sont nommés acs, bcs, etc. À 

l'exception de l'analyse spécifique du sérotype Hif, les gènes cibles des analyses spécifiques du 

sérotype se trouvent dans cette région et sont mis en évidence par les zones rouges. 

La région I comprend les composants d’un appareil d’exportation de polysaccharides 

portés par l’ATP (bexDCBA). La région III, formée des gènes hcsA et hcsB, participe à la 

modification et à l’exportation des polysaccharides capsulaires. Ces régions sont communes 

aux six sérotypes. La région spécifique au sérotype (région II) contient des gènes pour la 

synthèse capsulaire et est unique pour chaque sérotype. Cette région est nommée acs à fcs, en 
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fonction du type capsulaire. Les souches capsulées présentent deux divisions phylogénétiques 

décrites et présentent une localisation chromosomique différente de leur locus capsulaire et des 

différences génétiques dans les régions flanquantes de ce locus. Les souches de la division I 

présentent un locus cap flanqué de répétitions de l'élément d'insertion IS1016, qui 

n'apparaissent pas dans les souches de division (Kroll et al., 1991; Kroll et al., 1989; S. W. 

Satola et al., 2003; Sarah W. Satola et al., 2003). 

I.4.2 La protéase d’immunoglobuline A1  

Certains agents pathogènes de la muqueuse humaine expriment des protéases 

d'immunoglobuline (Ig) A fortement associées à la virulence chez les Haemophilus. Les IgA 

protéases sont un exemple frappant d’évolution convergente car 3 lignées indépendantes de ces 

endopeptidases post-prolines hautement spécifiques (types sérine, métallo- et cystéine) sont 

présentes dans les bactéries pathogènes humaines, ce qui indique un rôle clé des IgA protéases 

dans l’interaction hôte-pathogène  (Kilian et al., 1996; Mistry & Stockley, 2006; Murphy et al., 

2015). Découvertes il y a 30 ans, les protéases IgA clivent la région charnière de l'IgA1 humaine 

en dissociant ses domaines Fab de liaison à l'antigène du domaine Fc, inhibant ainsi les 

fonctions de l'IgA, telles que l'agglutination, l'inhibition de l'adhésion bactérienne aux cellules 

épithéliales et l'opsonisation (Kilian et al., 1988; Kilian et al., 1996; Murphy et al., 2015). Les 

IgA protéases ont été nommées en raison de leur spécificité pour les IgA1 humaines. Depuis 

lors, il a été démontré que les IgA protéases contribuaient à l'infection bactérienne par plusieurs 

mécanismes supplémentaires, notamment la stimulation de la production de cytokines pro-

inflammatoires, la modification de la signalisation du facteur de nécrose tumorale α et la 

médiation de la persistance intracellulaire (Beck & Meyer, 2000; Clementi et al., 2014; 

Lorenzen et al., 1999). L’augmentation du niveau d’activité de l’IgA protéase est corrélée à 

l’élévation du caractère envahissant des souches des Haemophilus influenzae  non typables  

chez l’homme.  

I.4.3 Les lipooligosaccharides 

Le lipooligosaccharide de H. influenzae est analogue au lipopolysaccharide de 

nombreuses bactéries à Gram négatif. Cette molécule consiste en un glycolipide associé à la 

membrane externe formé par le lipide A, lié par l'acide 2-céto-3- désoxyoctulosonique à un 

noyau d'oligosaccharide composé principalement d'heptose neutre et d'hexose. H. influenzae 

incorpore dans le lipooligosaccharide des molécules telles que le digalactoside, la 

phosphorylcholine et l’acide sialique qui ont été identifiées comme des structures mimant 

l’hôte, aidant ainsi au camouflage bactérien vis-à-vis du système immunitaire et leur conférant 
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un avantage lors de l’adhésion et de l’invasion (Mandrell & Apicella, 1993; Schweda et al., 

2007). La présence de digalactoside confère une résistance au sérum humain en éliminant le 

dépôt de C4b sur la surface bactérienne, dépendant des anticorps et à médiation par le 

complément, en raison du mimétisme moléculaire avec l'antigène pk présent dans les cellules 

hôtes (Erwin et al., 2006; Ho et al., 2007; Weiser & Pan, 1998). L'incorporation de la 

phosphorylcholine dans le lipooligosaccharide joue un rôle important dans la persistance de ces 

bactéries dans les voies respiratoires. 

I.4.4 Les adhésines 

La fixation des bactéries à l'épithélium des cellules l'hôte constituent une étape 

importante dans le développement de l'infection et constituent un processus médié par des 

adhésines bactériennes et par des récepteurs spécifiques situés à la surface des cellules du 

macroorganisme. Chez les H. influenzae non typables, deux principaux groupes de protéines 

d'adhésion sont obtenus: les protéines de haut poids moléculaire HMW1/HMW2 et les 

adhésines Hia. Les protéines de haut poids moléculaire sont présentes dans 75 à 80% des 

souches non typables. Les gènes les codant sont disposés en grappes dans le chromosome avec 

les gènes responsables de l’expression des protéines de la membrane externe (Grass et al., 

2003). HMW1 et HMW2 sont codés par deux loci distincts dénommés hmw1 et hmw2. Chaque 

locus est constitué de trois gènes codant pour l’adhésine (hmwA), une protéine de la membrane 

externe intégrante nécessaire au transport de HMW1 et HMW2 à travers la membrane externe 

(hmwB) et la protéine cytoplasmique stabilisant l'adhésine avant son exportation du cytoplasme 

(hmwC). Le niveau d'expression des protéines de haut poids moléculaire est associé au 

développement de l'otite moyenne chez les enfants et de la bronchite chez les patients atteints 

de maladie pulmonaire obstructive chronique. L’adhésine Hia est présente dans environ 20% 

des souches non capsulées (Kostyanev & Sechanova, 2012).  

I.4.5 Les pili 

Les pili sont un autre facteur de virulence de H. influenzae. On les trouve dans les 

souches capsulées de sérotype b et dans près de la moitié des souches non capsulées. Ils sont 

constitués d’une grosse protéine (HifA) et deux petites (HifD et HifE). Le pili assure la liaison 

de la cellule bactérienne à la cellule eucaryote en se liant à des glycoprotéines et des 

glycolipides à sa surface. H. influenzae possède une copie de chacun des gènes codant pour les 

protéines immunitaires (hifA, hifD et hifE). Dans la grappe contenant ces gènes, il y a deux 

autres gènes (hifV et hifS) qui contiennent des informations sur la synthèse des protéines 

impliquées dans l’assemblage des protéines fimbriales et les empêchant de destruction lors de 
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l’exportation cellulaire. Les H. influenzae non typable ont une autre protéine fimbriale appelée 

P5-fimbrine, semblable à l’une des protéines de la membrane externe (P5) (Kostyanev & 

Sechanova, 2012). 

I.4.6 Les protéines de la membrane externe 

Les protéines de la membrane externe de H. influenzae sont au nombre de six à huit. 

Certains d'entre elles, telles que P2 et P6, font actuellement l'objet d'études intensives en tant 

qu'antigènes pouvant être inclus dans les préparations vaccinales contre les souches non 

typables. Les anticorps anti-P2 ont un effet bactéricide et protecteur. P2 sont les protéines de la 

membrane externe les plus courantes. Ce sont des porines dont la partie externe est très variable 

et diffère d’une souche à l’autre. Leur partie interne, située dans la membrane externe, a une 

séquence conservative d'acides aminés. La partie externe de ces protéines peut varier dans le 

temps en raison de modifications uniques des gènes structurels de P2. Cela conduit à une forme 

chronique de certaines infections causées par H. influenzae (Kostyanev & Sechanova, 2012). 

P6 est une protéine de membrane externe exprimée à la surface des souches capsulées et non 

typables. Le gène qui le code est hautement conservé, ce qui détermine le degré élevé de 

similarité de sa séquence nucléotidique chez différentes souches (Chang et al., 2011). 

I.5 MARQUEURS EPIDEMIOLOGIQUES ET TYPAGE DES Haemophilus  

Au sein d’une espèce bactérienne, les souches d’origine distincte peuvent être 

distinguées à partir des marqueurs épidémiologiques qui sont des caractères discriminants 

phénotypiques ou génotypiques (moléculaires). L’approche expérimentale mettant en évidence 

ces caractères et les éléments de classification des bactéries, constituent ensemble un système 

de typage épidémiologique sur la base de ces marqueurs (van Belkum et al., 2007). 

Face aux situations épidémiques, comme par exemple lors de l’épidémie de fièvre 

purpurique brésilienne (Harrison et al., 1989), ou pour documenter les infections nosocomiales, 

il peut être utile de typer les isolats afin d’identifier l’origine d’une infection ou d’une épidémie 

et suivre sa diffusion ou son évolution. Ces techniques ont été essentiellement appliquées au 

typage de H. influenzae biogroupes Influenzae et Aegyptius. Plusieurs systèmes de typage ont 

été développés pour différencier les souches : la biotypie, la détermination des profils des 

protéines majeures de la membrane externe par électrophorèse en gel de polyacrylamide, la 

sérotypie basée sur la détermination du type capsulaire pour les souches sérotypables, la 

lipooligosaccharide sérotypie qui détermine le type de lipo-polysaccharide pour les souches non 

capsulées, Outer Membrane Protein sérotypie basée sur la mise en évidence de l’antigène 
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hétérogène de surface que constituent les protéines de la membrane externe, la ribotypie basée 

sur le polymorphisme des gènes qui codent pour les ARN ribosomaux 16 + 23S, l’amplification 

de l’ADN bactérien au hasard, la restriction enzymatique du génome bactérien avec 

électrophorèse en champ pulsé (Quentin et al., 2000). Les marqueurs phénotypiques sont des 

indicateurs dans les réactions biochimiques, physiologiques et immunologiques, 

morphologiques. Les investigations sur l’ADN à partir des marqueurs génotypiques ont 

progressivement remplacées celles à partir des marqueurs phénotypiques au cours de ces 

dernières années via l’épidémiologie moléculaire par séquençage. 

Plusieurs méthodes moléculaires ont été utilisées pour caractériser les souches de Haemophilus. 

Mais les résultats les plus intéressants ont été de loin obtenus par Multilocus enzyme 

electrophoresis, Multilocus Sequence Typing et Ribosomal Multilocus Sequence Typing. Ces 

différentes approches méthodologiques sont basées sur le séquençage. 

I.5.1 Séquençage du génome entier 

Les technologies de séquençage ont subi une réelle révolution depuis plus d’une 

décennie  avec l’apparition des séquenceurs de nouvelle génération (NGS). Quelques années 

avant cette avancée, le séquençage du premier génome humain s’achevait et avait duré plus 

d’une dizaine d’années et couté environ 3 milliards de dollars (Venter et al., 2001). De nos 

jours, la technologie NGS Illumina produit le séquençage d’un génome humain en une journée 

et pour moins d’un millier de dollars. Cette révolution consiste donc en une augmentation 

conséquente du débit de séquençage, conjointement à une diminution drastique de son coût 

(Reis-Filho, 2009).  

La particularité des technologies NGS est qu’elles ne sont pas en mesure de fournir la 

séquence complète d’un génome mais seulement de courts extraits, appelés lectures, de 

quelques centaines de nucléotides selon la technologie de séquençage utilisée. Les lectures 

couvrent le génome original à une certaine profondeur et pour espérer que l’intégralité du 

génome soit séquencée, un grand nombre de lectures doit donc être généré car la position d’une 

lecture est sélectionnée aléatoirement au sein du génome visé (G, 2017).  Dix lectures en 

moyenne contiennent chaque position du génome équivalent à une couverture de 10 fois. Un 

certain nombre d’erreurs de séquençage est généré par les séquenceurs NGS dû à une 

substitution (mauvais choix de nucléotides) ou à une délétion et insertion dans la lecture des 

nucléotides. Les données sont de courtes lectures de 100 à 250 nucléotides possédant 
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majoritairement un taux d’erreur de type substitution de l’ordre de 0.1 à 1% ce qui fait que la 

technologie Illumina domine actuellement largement le marché (G, 2017).  

La séquence complète d’ADN du génome d’un organisme peut être déterminée en une 

seule fois par le processus de séquençage du génome entier. Ce processus est une méthode 

complète pour analyser des génomes entiers. L'information génomique a joué un rôle 

déterminant dans l'identification des troubles héréditaires, la caractérisation des mutations qui 

entraînent la progression du cancer et le suivi des épidémies. La diminution rapide des coûts de 

séquençage et la possibilité de produire de grands volumes de données avec les séquenceurs 

actuels font du séquençage du génome entier un outil puissant pour la recherche en génomique. 

Il fournit une vue de haute résolution, base par base du génome. Il capture les grandes et les 

petites variantes qui pourraient autrement être omises et identifie les variants potentiellement 

responsables en vue d'études ultérieures sur l'expression des gènes et les mécanismes de 

régulation. Il fournit de grands volumes de données dans un court laps de temps pour permettre 

l'assemblage de nouveaux génomes. Le séquençage du génome entier microbien est un outil 

important pour la cartographie des génomes de nouveaux organismes ou la comparaison de 

génomes sur plusieurs échantillons par exemple, pour générer des génomes de référence précis, 

pour l'identification microbienne et pour d'autres études génomiques comparatives. L'analyse 

du génome de l'agent pathogène dans son ensemble pourrait fournir une résolution sans 

précédent en distinguant même des lignées de bactéries très liées et révolutionner l'analyse des 

épidémies dans les hôpitaux (Quainoo et al., 2017). Suite aux améliorations récentes des 

technologies de séquençage, le séquençage du génome entier est en passe de devenir un outil 

essentiel dans le contrôle de la résistance aux antibiotiques (Koser et al., 2014; Quail et al., 

2009). 

I.5.2 L’approche Multilocus enzyme electrophoresis  

Les études basées sur l’approche Multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) ont 

montré que les populations de H. influenzae capsulées sont hautement clonales, avec des 

preuves limitées de l’impact majeur de la recombinaison au sein des loci conservés et que les 

isolats d’un seul sérotype ont généralement une diversité génétique restreinte (Musser et al., 

1990). Ainsi, les isolats des sérotypes c, d, e et f forment des grappes monophylétiques et les 

isolats des sérotypes a et b ne font partie que de deux groupes phylogénétiques très divergents 

(isolats des groupes I et II). Les isolats non capsulés sont plus diversifiés que les isolats capsulés 

et leur structure de population peut être davantage influencée par la recombinaison (Musser et 

al., 1986; Porras et al., 1986). 
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Bien que la technique MLEE soit une technique puissante et valide, elle n’est pas idéale, 

car la comparaison des résultats obtenus dans différents laboratoires est problématique et la 

relation entre la variation de la séquence des nucléotides et la variation de l’isoenzyme est 

généralement inconnue (E. Meats et al., 2003). 

I.5.3 L’approche Multilocus Sequence Typing 

L’approche Multilocus Sequence Typing (MLST) est une méthode de typage qui a été 

largement utilisée dans la recherche bactérienne et est considéré comme la référence en matière 

de typage bactérien. Cette méthode repose sur la détection de variants dans un ensemble de 

gènes internes, typiquement entre 2 et 13 gènes choisis pour leur stabilité dans le génome. 

Variants de gènes appelés allèles, ils sont partagés sur une base de données en ligne, ce qui 

permet aux scientifiques de comparer leurs données d'une manière standardisée. L’approche 

MLST a été développée pour la caractérisation sans ambiguïté des isolats d'Haemophilus 

influenzae capsulés et non capsulés en séquençant des fragments internes de sept gènes 

conservés (de ménage) : adénylate kinase (adK), ATP synthase F1 sous-unité gamma (atpG), 

fumarate réductase (frB), fuculokinase (fucK), malate déshydrogénase (mdh), glucose-6-

phosphate isomérase (pgi) et protéine RecA  (Enright & Spratt, 1999; Maiden et al., 1998). 

Des numéros d'allèles différents sont attribués aux différentes séquences d'un locus, et 

les numéros d'allèles de chacun des sept locus définissent le profil allélique, qui caractérise avec 

précision chaque isolat. Des profils MLST ont été décrits pour un certain nombre de pathogènes 

bactériens importants (Maiden et al., 1998). 

Le MLST a un grand avantage sur les autres méthodes de typage. Les isolats caractérisés 

dans différents laboratoires peuvent être facilement comparés et les profils alléliques des isolats 

et les informations épidémiologiques associées peuvent être conservés dans une seule base de 

données pouvant être analysée via Internet (Enright & Spratt, 1999; Maiden et al., 1998). 

La délimitation la plus fiable de H. influenzae repose actuellement sur des séquences 

concaténées de fragments des 7 gènes conservés en utilisant l’approche H. influenzae MLST 

(Emma Meats et al., 2003) ou un schéma alternatif à cinq gènes qui comprend un fragment du 

gène de l’ARNr 16S (McCrea et al., 2008). Le schéma alternatif est basé sur une MLST 

générale développée pour la famille des Pasteurellaceae (Nørskov-Lauritsen et al., 2005), mais 

les amorces ont été améliorées pour cibler spécifiquement le groupe H. influenzae. Si le schéma 

MLST H. influenzae est utilisé, le gène fuculokinase fucK est omis car ce gène n’est 

généralement pas présent chez H. haemolyticus (Brauer et al., 2007; Nørskov-Lauritsen et al., 
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2009; Ridderberg et al., 2010) (36, 86, 197). La figure 5 illustre une comparaison de 900 types 

de séquences de H. influenzae tirées du site Web MLST avec des souches typiques de H. 

influenzae, H. aegyptius et H. haemolyticus en plus de 35 isolats de H. haemolyticus et des 

souches d'organismes apparentés qui ont été exclus de H. influenzae. Les souches de référence 

de H. haemolyticus et Haemophilus non influenzae sont situées dans un groupe commun (en 

rouge, figure 5) qui est clairement séparé des groupes phylogénétiques I (bleu) et II (jaune) de 

H. influenzae.  

 

Figure 5: Dendrogramme Neighbor-joining illustrant les liens phylogénétiques entre les 

souches types de H. influenzae, H. aegyptius et H. haemolyticus à partir des fragments de 

gènes concaténés adk¸ atpG, frdB, mdh, pgi et recA (Nørskov-Lauritsen, 2014). 

 Les souches de H. haemolyticus et des bactéries apparentés sont négatives pour fucK. Le 

groupe phylogénétique I est indiqué en bleu, le groupe phylogénétique II en jaune et H. 

haemolyticus et les organismes apparentés en rouge. Les souches dont l'attribution est 

équivoque aux groupes phylogénétiques sont indiquées en gris.  

Le programme eBURST v3  est utilisé pour déterminer les relations entre les séquences 

MLST à partir du jeu de données final. Les données MLST de l'ensemble de données final de 
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170 isolats de H. influenzae non typable (non capsulé) ont été analysées avec eBURST v3 

(Figure 6A). La plupart des ST ne sont pas suffisamment apparentées à un autre ST de 

l’échantillon pour former un complexe et ne sont donc pas liées, et il n’ya que peu de 

regroupement par maladie (otite moyenne/commensal). Ce niveau élevé de diversité reste 

cohérent lorsque tous les 537 ST de H. influenzae non typable (836 isolats) de la base de 

données MLST, ainsi que les 12 ST négatives pour fucK (15 isolats), ont été analysées (Figure 

6B). Encore une fois, peu de regroupement est évident, et les quelques complexes sont 

relativement petites (la plus grande étant composée de 19 ST). La grande diversité des souches 

H. influenzae non typable peut être comparée à celle des souches typables (voir le graphique 

eBURST de toutes les ST typables de la base de données MLST, Figure 6C). Près de la moitié 

(126 ou 45%) des 281 ST parmi les souches typables ont un seul complexe clonal, et le reste 

formant des groupes plus petits. Les ST de type b prédominent, constituant les 2/3 de toutes les 

ST des souches capsulées de la base de données (187 sur 281). Ceci inclut le complexe clonal 

central observé sur la figure 6C, dans lequel toutes les 126 ST sont du type b. 
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Figure 6: Analyses eBURST des isolats de H. influenzae (LaCross et al., 2013).  

Légende : La définition la plus conservatrice du complexe clonal a été utilisée, selon laquelle 

les ST ne sont incluses dans le groupe que si elles partagent des allèles dans au moins six des 
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sept loci avec au moins une autre ST dans ce groupe. La taille des cercles est proportionnelle à 

l'abondance des ST correspondantes dans l'ensemble de données et l'emplacement relatif des 

ST non connectées est aléatoire. La légende en bas illustre les aspects des ST identifiées. Les 

flèches noires épaisses indiquent ST57. A : Analyse des 109 ST trouvées dans les 170 isolats 

non capsulés du jeu de données final. B : Analyse des 537 isolats non capsulés ST trouvées 

dans la base de données MLST et des 12 ST négatives de fucK de la partie A. Le plus grand 

complexe clonal comprend 19 ST. C : Analyse eBURST de la totalité des 281 ST typables de 

la base de données MLST. Le complexe clonal central est composé de 126 ST de type b. 

I.5.4 Ribosomal MultiLocus Sequence Typing 

La Ribosomal Multilocus Sequence Typing (rMLST) est une approche qui montre la 

variation des 53 gènes codant pour les sous-unités protéiques du ribosome bactérien (gènes rps) 

comme moyen d’intégrer la taxonomie et le typage microbiens (Jolley et al., 2012). La méthode 

fonctionne à tous les niveaux taxonomiques, depuis l'identification des espèces au typage au 

niveau des sous-espèces. 

Comme pour le typage par MLST, la rMLST utilise des séquences de référence curée 

pour identifier les variants de gène de manière efficace et rapide. Les loci rps sont des cibles 

idéales pour un schéma de caractérisation universel car ils sont: présents dans toutes les 

bactéries, répartis autour du chromosome et codent pour des protéines qui sont sous sélection 

stabilisante pour une conservation fonctionnelle. Ensemble, les loci rps présentent une variation 

qui classe les bactéries en groupes à tous les niveaux taxonomiques et à la plupart des typages, 

offrant une résolution significativement supérieure à celle des phylogénies des gènes d'ARNr 

16S de petite sous-unité. Une base de données extensible accessible sur le Web, comprenant 

des données sur le génome entier de plus de 1900 isolats bactériens, y compris 28 génomes 

bruts assemblés de novo à partir des archives de lecture de séquences de l'Institut européen de 

bioinformatique, a été assemblée (Jolley et al., 2012).  

La variation du gène rps répertoriée dans la base de données https://pubmlst.org/rmlst/ 

permet une identification rapide et informatisée de la position phylogénétique de toute séquence 

bactérienne au niveau du domaine, phylum, classe, ordre, famille, genre, espèce et souche 

(Figure 7). Les regroupements générés avec les données rMLST sont cohérents avec les schémas 

de nomenclature actuels et sont indépendants de l’algorithme de classification utilisé. Cette 

approche est applicable aux autres domaines de la vie, offrant potentiellement une approche 

https://pubmlst.org/rmlst/
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rationnelle et universelle de la classification de la vie basée sur l’une de ses caractéristiques 

fondamentales, le mécanisme de traduction (Jolley et al., 2012). 

 

Figure 7: Arbre phylogénétique (Neighbour-joining) du domaine bactérien entier reconstruit à 

partir des séquences de gène de protéines ribosomales concaténées. 
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Cette analyse a porté sur 1565 séquences de génomes comportant au moins 52 gènes de 

protéines ribosomales (Jolley et al., 2012). Les couleurs varient selon les catégories de 

bactéries. 

I.6 DIAGNOSTIC DES INFECTIONS À Haemophilus 

La détection des Haemophilus au laboratoire se fait par la culture, les tests 

immunologiques et les tests d'amplification d'acide nucléique. L’identification des 

Haemophilus peut se faire par des tests biochimiques, la détection de gène spécifique par 

amplification et selon aussi une approche protéomique. Mais en routine, les méthodes 

conventionnelles sont les plus utilisées dans les pays sous-développés ou en voie de 

développement. 

I.6.1 Méthodes conventionnelles  

Pour déterminer l'étiologie des infections, les échantillons biologiques (écouvillons, 

tissus et  liquides biologiques) sont prélevés sur le patient avant l'administration d'antibiotiques. 

Le diagnostic présomptif précoce peut être établi en identifiant les bâtonnets à Gram négatif 

pléomorphes par la coloration de Gram de l’échantillon. Pour les cas de liquides 

céphalorachidiens, les kits de détection d'antigènes, tels que l'agglutination au latex, sont 

également utiles pour confirmer les résultats de la microscopie, en particulier dans les situations 

où des antibiotiques ont été administrés avant la collecte de l’échantillon, et dans des situations 

de terrain éloignées où la microbiologie peut être difficile à réaliser. Avec des techniciens 

qualifiés et des kits bien conservés, l'agglutination au latex présente d'excellentes performances 

pour la détection de H. influenzae, même dans des conditions difficiles. L'identification des 

bactéries est obtenue par culture directe sur gélose cœur-cervelle ou dans un bouillon cœur-

cervelle. La culture est généralement faite à partir de l’ensemencement des prélèvements 

biologiques  sur gélose au chocolat au sang supplémenté de polyvitex et incubés 18 à 24 heures  

à 35-37 °C sous atmosphère enrichie de CO2 (Intra et al., 2016). La caractérisation des 

Haemophilus est réalisée par l'analyse de la morphologie des colonies, des tests biochimiques 

standard et des exigences des facteurs X et V. Pour le sérotypage capsulaire, les isolats de H. 

influenzae sont analysés par agglutination sur lame en utilisant des sérums polyvalents de 

sérotypage capsulaire H. influenzae de sources commerciales. Les isolats positifs pour la 

présence d'une capsule de polysaccharide sont confirmés par agglutination à l'aide d'antisérums 

spécifiques des types a, b, c, d, e et f (Gessner et al., 2017). 
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I.6.2 Méthodes moléculaires 

Les méthodes moléculaires, notamment la PCR conventionnelle multiplex, la PCR en 

temps réel et d'autres, se sont révélées être un complément pratique et utile pour l'identification 

étiologique des infections, en particulier dans les zones où l'utilisation d'antibiotiques au sein 

de la communauté est courante. La plupart des tests d'amplification sont conçus pour cibler les 

gènes fucK, licA et ompP2 afin de détecter toutes les souches de H. influenzae (Gessner et al., 

2017; Kenneth L. Meyler et al., 2012; K. L. Meyler et al., 2012; Varela et al., 2014). Les PCR 

ont été conçues pour amplifier respectivement les gènes tonB, hypD et siaT pour identifier 

respectivement H. parainfluenzae, H. haemolyticus et H. influenzae (Matar et al., 2001; Price 

et al., 2017). 

I.6.3 Sérotypage des Haemopilus influenzae 

Le sérotypage est une méthode d'identification des souches bactériennes basée sur leurs 

antigènes de surface. 

En routine, le sérotypage de H. influenzae est effectué par agglutination sur lame en 

utilisant des antiséra anti-capsulaires de lapin spécifiques pour l’ensemble des 6 sérotypes 

(Shively et al., 1981). Cependant, il a été démontré que le sérotypage par agglutination sur lame 

produisait des résultats incohérents par le fait que certaines souches de hib ne produisent pas de 

capsule si le gène bexA a été perturbé. Dans ce cas, sérotypage par agglutination sur lame ne 

peut pas distinguer les mutants déficients en capsule de sérotype b des non typables (LaClaire 

et al., 2003; Satola et al., 2007). 

Le sérotypage par PCR ciblant les gènes spécifiques au sérotype est préférable (Falla et 

al., 1994). Il a été démontré que la méthode de sérotypage par PCR avait une sensibilité et une 

spécificité supérieures à celles du sérotypage par agglutination sur lame qui est considérée 

comme un standard de référence pour le sérotypage de H. influenzae (S. W. Satola et al., 2003). 

Bien que la PCR puisse détecter des souches sérotypables déficientes en capsules, cette méthode 

ne permet pas de différencier les souches qui ont conservé une copie perturbée de l'opéron cps 

de celles qui l’ont complètement perdu et le séquençage est une alternative avantageuse à toutes 

les autres approches d’identification. 

I.6.4 Identification par protéomique 

Récemment, le profilage protéomique par spectrométrie de masse Matrix-Assisted 

Laser-Desorption-Ionization Time-Of-Flight (MALDI-TOF) a été utilisé avec succès pour 

l'identification de plusieurs microorganismes.  Cette méthodologie consiste à l'ionisation des 
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protéines et permet la génération d'un spectre de masse basé sur l'analyse du temps de vol des 

particules ionisées. La comparaison entre le spectre généré et les spectres dans la base de 

données de référence permet l’identification (Randell, 2014). 

I.7 TRAITEMENT DES INFECTIONS À Haemophilus 

Le traitement des infections à Haemophilus depend de leurs profils de sensibilité aux 

antibiotiques. Ces profils étant obtenus par la réalisation des antibiogrammes. L’antibiogramme 

des Haemophilus¸ en particulier de H. influenzae, est délicat et fait l’objet de recommandations 

du Comité français de l’antibiogramme (CASFM/EUCAST) ((CASFM), 2015). 

H. influenzae est sensible aux principales familles d’antibiotiques : pénicillines (ampicilline), 

céphalosporines de troisième génération principalement, aminoglycosides, phénicolés 

(chloramphénicol), cyclines (tétracycline), sulfamides et association, rifamicines (rifampicine) 

et quinolones. Dans les années 1970, l’émergence de souches résistantes, en particulier à 

l’ampicilline par production d’une bêta(β)-lactamase plasmidique de type TEM a été observée 

et est devenue un problème croissant. Cette résistance n’est pas toujours décelée par 

antibiogramme par diffusion sur gélose. Il est donc indispensable de rechercher ce type de 

résistance par une technique ciblant la production de β-lactamase (sur disque de nitrocéfine) 

(Quentin et al., 2000). 

Les souches de type sauvage d’Haemophilus sont sensibles à des concentrations 

thérapeutiquement réalisables d'un large éventail d’antibiotiques. Les concentrations minimales 

inhibitrices représentatives (CMI) des antibiotiques courants (en μg/mL) de H. influenzae sont 

variées. Pour les β-lactamines, les CMI sont: 1-2 pour benzyl pénicilline; 0,5 pour ampicilline, 

amoxycilline et céfuroxime ; 0,06 pour céfotaxime; 0,03 pour ceftriaxone; 1 pour imipénème 

et 4 pour cefaclor. En ce qui concerne les phénicolés, 0,5 est indiqué pour le chloramphénicol. 

Les CMI pour les sulfamides sont de 0,5 pour triméthoprime et 4 pour sulfaméthoxazole. Par 

ailleurs, on note une CMI de 1 pour  tétracycline (cycline), rifampicine (rifamicine) et 

gentamicine (aminoglycoside); 0,5-8 pour érythromycine (macrolide) et 0,015 pour 

ciprofloxacine (quinolone) (Butt et al., 1997; Winslow et al., 1917). 

Les différentes espèces d’Haemophilus sont habituellement résistantes aux 

lincosamines (lincomycine, clindamycine) et peu sensibles in vitro aux macrolides 

(érythromycine, oléandomycine) (Quentin et al., 2000).  La bacitracine a si peu d'effet sur H. 
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influenzae et d’autres espèces d’Haemophilus qu’elle est utilisée en concentration de 5 à 19 

U/mL (Winslow et al., 1917).  

I.8 MÉCANISMES DE RÉSISTANCE DES Haemophilus AUX ANTIBIOTIQUES 

La sensibilité ou la résistance des Haemophilus aux antibiotiques exprimée de manière 

phénotypique dans un organisme est provoquée par un ensemble de mécanismes complexes. 

Les principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques sont: l’imperméabilité, la 

modification de la cible, la production enzymatique et l'efflux (Reygaert, 2018). Ces 

mécanismes peuvent être naturels ou acquis à partir d'autres bactéries. Certains gènes et produits 

de l’expression génétique sont associés aux mécanismes de résistance de ces bactéries aux 

antibiotiques. 

I.8.1 Mécanisme de résistance aux bêta-lactamines 

Les bêta(β)-lactamines inhibent la synthèse du peptidoglycane des bactéries en se fixant 

aux protéines de liaison des pénicillines (PLP3). En général, la résistance aux β-lactamines est 

médiée par la production de β-lactamases (plasmidiques ou chromosomiques) qui inactivent les 

bêta-lactamines en hydrolysant le noyau β-lactame; une diminution de la perméabilité de la 

membrane externe aux antibiotiques hydrophiles par modification des porines (modification de 

la perméabilité de la paroi bactérienne); l’altération des PLP3 entrainant une faible affinité pour 

l’antibiotique; et l’expression des pompes à efflux qui éjectent activement les antibiotiques de 

la cellule (James & Reeves, 1996; Quentin et al., 2000; Wilke et al., 2005). 

Chez les Haemophilus, la résistance à l’ampicilline et à d’autres antibiotiques à base de 

β-lactamines se limite généralement à la production d'une β-lactamase ou à une β-lactamase 

négative résistantes à l’ampicilline. Cette dernière est due à l’altération de la PLP3 marquée par 

des mutations. Sur la base de ces mutations, 4 groupes ftsI représentant les différents profils de 

résistance aux β-lactamines sont observés (Figure 8) (Deghmane et al., 2019). Une très faible 

proportion des souches possèdent les deux mécanismes et sont appelées souches à amoxicilline-

clavulanate-résistant β-lactamase positives (S. Tristram et al., 2007). Les β-lactamases 

détectées incluent les types TEM-1, TEM-15, TEM-34, TEM-182 et ROB-1 généralement 

associés à des plasmides (Sondergaard & Norskov-Lauritsen, 2016). 
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Figure 8: Arbre phylogénétique représentant les 4 groupes ftsI à partir de la séquence 

d’alignements multiples d'acides aminés CLUSTALW déduit des séquences d'ADN de 

tous les allèles ftsI définis (Deghmane et al., 2019).  

Légende : Les quatre groupes definissent chacun des niveaux de résistance faible ( groupe 1) à 

élévé (groupe 2 à 4). 

I.8.2 Mécanisme de résistance aux aminoglycosides 

Les aminoglycosides (gentamicine, amikacine, streptomycine, kanamycine, …)  

agissent sur les bactéries en se liant à des protéines spécifiques de la sous-unité 30S du ribosome 

bactérien. Les aminoglycosides provoquent également un mauvais décodage des codons de 

l’ARN messager et, par conséquent, des acides aminés incorrects sont incorporés dans des 

chaînes peptidiques en croissance produisant des protéines bactériennes défectueuses dont 

l'accumulation est létale pour la bactérie (Cavallo & Martinetto, 1981; Leggett, 2017). 

Les mécanismes moléculaires sous-jacents à la résistance à cette classe d’antibiotiques 

incluent l'efflux actif, la réduction de la perméabilité de la membrane externe, les mutations 

dans la molécule cible et l’inactivation par des enzymes qui sont les plus courantes. Ce dernier 

mécanisme est médié par trois groupes d'enzymes: phosphotransférases, acétyltransférases et 

nucléotidyltransférases (Doi & Arakawa, 2007). 

I.8.3 Mécanisme de résistance aux rifamicines 

La rifampicine inhibe l'initiation de la chaîne de l'ARN polymérase ADN dépendante 

de la bactérie en se liant à la sous-unité β de l'ARN polymérase (RPOB). Les mutations 
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ponctuelles localisées dans le gène rpoB rendent l'enzyme moins sensible. La majorité des sites 

de mutation sont regroupés en trois zones distinctes, numérotées selon les coordonnées 

protéiques d’Escherichia coli. Le groupe I (acides aminés 507 à 533) et II (acides aminés 563 

à 572) arborent la plupart des mutations, tandis que la position 687 définit le groupe III. Dans 

le groupe I, les substitutions aux positions aspartate516 et asparagine518 sont généralement 

rencontrées (Cruchaga et al., 2003). La résistance à la rifampicine peut être due aux 

modifications des mécanismes d'absorption et d'efflux de médicaments, et aux modifications 

de sa perméabilité à la membrane externe (Abadi et al., 1996; Cruchaga et al., 2003; Goldstein, 

2014). 

I.8.4 Mécanisme de résistance aux phénicolés 

Le chloramphénicol est un bactériostatique qui inhibe la synthèse des protéines. Il 

empêche l'élongation de la chaîne protéique en inhibant l'activité de la peptidyl transférase du 

ribosome bactérien. Il se lie spécifiquement à certains résidus de l’ARNr 23S de la sous-unité 

ribosomale 50S, empêchant ainsi la formation de liaisons peptidiques (Dinos et al., 2016). 

Le mécanisme le plus courant de résistance au chloramphénicol chez les bactéries est son 

inactivation enzymatique par acétylation principalement par l'intermédiaire d'acétyltransférases 

ou, dans certains cas, par les chloramphénicolphosphotransférases. La résistance au 

chloramphénicol peut également être due à une mutation/modification du site cible, à une 

diminution de la perméabilité de la membrane externe et à la présence de pompes à efflux qui 

agissent souvent en tant que transporteurs extrudés de médicaments multiples, réduisant ainsi 

la concentration intracellulaire efficace du médicament (Fernández et al., 2012; van Hoek et 

al., 2011). 

La résistance des Haemophilus au chloramphénicol est marquée généralement par la 

production de chloramphenicol acétyltransférase (CAT) à médiation plasmidique codée par le 

gène cat. Le gène cat est retrouvé sur des plasmides conjugatifs. Ces plasmides sont souvent 

porteurs de gènes codant pour la résistance à la tétracycline et à l'ampicilline. Ces plasmides 

conjugatifs peuvent également être incorporés au chromosome. Ce gène cat se situe sur le 

chromosome de H. parainfluenzae et n’est pas transmis par un plasmide, contrairement à H. 

ducreyi et à H. influenzae. Certaines souches résistantes sont caractérisées par une barrière à la 

pénétration de l’antibiotique et une barrière de perméabilité associée à la perte d’une protéine 

de la membrane externe (Burns et al., 1985; Roberts et al., 1985; Roberts et al., 1980; Tinguely 

et al., 2013). 
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I.8.5 Mécanisme de résistance aux sulfamides : inhibiteurs du métabolisme de 

l'acide folique  

La résistance aux  inhibiteurs du métabolisme de l'acide folique comprend: les voies 

métaboliques alternatives; l'imperméabilité de la paroi cellulaire; production d'une enzyme 

chromosomique résistante; surproduction d'une enzyme chromosomique susceptible; et la 

production d'une enzyme résistante aux inhibiteurs à médiation plasmidique (Abotsi et al., 

2017).  

Triméthoprime et sulfaméthoxazole (utilisés seuls ou en association) exercent un effet 

antimicrobien en interférant avec le métabolisme cellulaire et la réplication en bloquant 

séquentiellement la production de tétrahydrofolate. Au cours du métabolisme cellulaire normal, 

le dihydrofolate est réduit en tétrahydrofolate par l'enzyme dihydrofolate réductase. Le 

tétrahydrofolate étant un cofacteur important dans de nombreuses réactions cellulaires, fournit 

des fragments simples de carbone pour la production de thymidylate, purine nucléotides, 

méthionine, sérine, glycine et autres composés. L'inhibition de la production de tétrahydrofolate 

empêche la synthèse de thymine et, par conséquent, empêche la réplication de l'ADN. Le 

triméthoprime est un analogue de substrat du dihydrofolate et bloque la réduction du 

dihydrofolate en tétrahydrofolate par l'enzyme dihydrofolate réductase, alors que le 

sulfaméthoxazole est un analogue de substrat de l'acide para-aminobenzoïque, qui participe à 

la production du dihydroptéroate, un composé précurseur du dihydrofolate,  entraînant ainsi le 

blocage de l'enzyme dihydroptéroate synthétase. Ainsi, l'utilisation combinée de ces composés 

limite la production de dihydrofolate et empêche la conversion de dihydrofolate en 

tétrahydrofolate. Les deux antibiotiques (triméthoprime et sulfaméthoxazole) inhibent 

sélectivement le métabolisme bactérien avec peu de toxicité pour les humains parce que les 

humains ne synthétisent pas l’acide folique (car les niveaux nécessaires d'acide folique sont 

obtenus à partir des apports alimentaires) (Bermingham & Derrick, 2002; de Groot et al., 1991; 

Illarionova et al., 2002; S. Tristram et al., 2007). 

La résistance au triméthoprime se produit par une altération de l'affinité entre le 

triméthoprime et la dihydrofolate réductase. L'affinité diminuée est le résultat de l’altération 

des gènes qui codent pour le dihydrofolate réductase, qui sont souvent portés par des plasmides 

ou des transposons et probablement provenant de bactéries étroitement apparentées. Des études 

ont montré que les substitutions dans la séquence d'acides aminés de la dihydrofolate réductase 

conduit à la résistance au triméthoprime sans affecter l'affinité des substrats naturels. La 

résistance au triméthoprime-sulfaméthoxazole chez les souches de H. influenzae est commune 
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et est causée par une augmentation de la production de la dihydrofolate réductase avec 

modification de l'affinité pour le triméthoprime (S. Tristram et al., 2007). 

I.8.6 Mécanisme de résistance aux cyclines 

Les tétracyclines inhibent de diverses manières l'initiation de la traduction en se liant à 

la sous-unité ribosomale 30S, composée de l'ARNr 16S et de 21 protéines. Cette famille 

d’antibiotiques inhibent la synthèse des protéines en empêchant la fixation de l'aminoacyl-

ARNt sur le site de l'accepteur ribosomal (Chopra & Roberts, 2001b). 

La résistance aux tétracyclines est médiée par les mécanismes tels que la dégradation 

enzymatique des tétracyclines, des mutations dans l'ARNr, les mécanismes médiés par l'efflux 

et la production de protéines de protection ribosomales. Le mécanisme le plus important est la 

production de protéines de protection ribosomales, qui comprennent Tet (T), Tet (S), Tet (Q), 

Tet (B), Tet (W), Tet (O), Tet (M) et OtrA (Taylor & Chau, 1996). 

Les tétracyclines exercent un effet antimicrobien en se liant à la sous-unité 30S des 

ribosomes bactériens, empêchant la liaison de l’ARNt aux sites A ou P. La résistance à la 

tétracycline chez H. influenzae (et H. parainfluenzae) est associée à un mécanisme d’efflux 

codé par le gène tet (B) qui est habituellement situé sur des plasmides conjugatifs (Chopra & 

Roberts, 2001a). 

Les gènes tet (M) et tet (K) sont responsables de la résistance à la tetracycline par la production 

de protéines de protections ribosomales plutôt que par l'efflux, ont été retrouvés chez H. ducreyi 

et H. aphrophilus, respectivement. Le gène tet (M) chez H. ducreyi était induit par un plasmide 

et pouvait être transféré in vitro à H. influenzae par conjugaison, ce qui laisse penser que tet 

(M) et d’autres déterminants de la résistance à la tétracycline pourraient être introduits dans H. 

influenzae (Chopra & Roberts, 2001a; Roberts, 1989). 

I.8.7 Mécanisme de résistance aux quinolones 

Les quinolones ont un large spectre d'activité et exercent un effet antimicrobien en 

interférant avec la réplication de l'ADN et, par conséquent, avec la reproduction bactérienne. 

L'ADN gyrase et la topoisomérase IV sont deux enzymes importantes dans le processus de 

réplication. La résistance aux quinolones chez les Haemophilus résulte d’une altération des 

gènes de la région déterminant la résistance aux quinolones (QRDR) codant pour l’ADN gyrase 

ou la topoisomérase IV (Perez-Vazquez et al., 2004; Pérez-Vázquez et al., 2007; Carmen Puig 

et al., 2015) et aussi des gènes de résistance à médiation plasmidique (Abotsi et al., 2017). 
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Le mécanisme moléculaire de résistance des souches d’Haemophilus aux 

fluoroquinolones  a révélé des mutations (substitutions d'acides aminés) dans QRDR de gyrA, 

gyrB, parC et parE. Ces substitutions sont détectées en position Sérine 84 et Aspartate 88 dans 

gyrA, Sérine 84, Sérine138 et Méthionine198 dans parC, Aspartate 420 ; et Alanine 451 dans 

parE (Abotsi et al., 2017; C. Puig et al., 2015; Rodriguez-Martinez et al., 2011).    

I.8.8 Mécanisme de résistance aux macrolides 

Les macrolides sont des inhibiteurs de la synthèse des protéines. Ces antibiotiques se 

lient à la sous-unité ribosomale 50S avec une cible spécifique dans la molécule d’ARN 

ribosomal 23S et diverses protéines ribosomales, ce qui conduit à l'inhibition de la synthèse des 

protéines (Gaynor & Mankin, 2003; Mazzei et al., 1993). 

La résistance aux macrolides est principalement due à une modification de la cible ou à 

un efflux actif et rarement à une inactivation d'antibiotiques. La modification du site cible est 

obtenue par méthylation de résidus spécifiques (A2058, G2160, C2164G, … du domaine V) 

dans l'ARNr 23S, par des méthylases spécifiques codées par la classe de gènes erm ou par 

différentes mutations dans les protéines ribosomales L4 et L22 chez certaines espèces 

bactériennes (Peric et al., 2003; Sutcliffe et al., 1996).  

Les macrolides sont des inhibiteurs de la synthèse des protéines, mais ils ne sont pas 

actifs contre de nombreuses espèces de bactéries à Gram négatif. Les ribosomes de ces souches 

sont sensibles aux macrolides, mais une diminution de la perméabilité de la membrane cellulaire 

et /ou des pompes d'efflux de plusieurs médicaments rendent les macrolides inactifs vis-à-vis 

de ces bactéries à Gram négatif car ils ne peuvent atteindre leur cible (Zgurskaya & Nikaido, 

2000). H. influenzae est plus sensible aux macrolides que les autres bactéries à Gram négatif. 

Cependant, le niveau de sensibilité est inférieur à celui des bactéries à Gram positif. La 

résistance élevée aux macrolides chez H. influenzae est rare (Jacobs et al., 1999). Les 

prévalences de résistance à l’azithromycine et à la clarithromycine parmi les isolats cliniques 

ont été rapportées inférieures à 3% (Peric et al., 2003). 

I.8.9 Formation de biofilm 

La formation d’agrégats bactériens et la formation de biofilm sont impliquées dans la 

survie des bactéries. Cette structure confère aux bactéries une protection contre l’élimination 

par les défenses de l’hôte ou une thérapie antimicrobienne, facilitant ainsi la persistance des 

bactéries chez l'hôte (Costerton et al., 1999). Les biofilms sont principalement formés par des 

cellules microbiennes et des polymères extracellulaires comme les polysaccharides 
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principalement. De plus, ces structures peuvent également incorporer d'autres substances telles 

que des ions métalliques, des cations divalents, des macromolécules (protéines, ADN et lipides) 

et des particules de l'hôte ou de l'environnement  (Donlan, 2002). 

Les mécanismes et facteurs impliqués dans la formation de biofilm chez H. influenzae 

comprennent les adhésines, l’incorporation de phosphorylcholine et d’acide sialique dans la 

structure des lipooligosaccharides et la détection du quorum (quorum sensing) (Hong et al., 

2007; Murphy & Kirkham, 2002; Swords, 2012; Swords et al., 2004). 

I.9 PATHOGÉNÈSE 

H. influenzae de type b colonise le nasopharynx et peut pénétrer dans l'épithélium et 

l'endothélium capillaire pour causer une bactériémie. Les infections invasives comme la 

méningite peuvent résulter d'une propagation directe par drainage lymphatique ou d'une 

propagation hématogène. Les H. influenzae non typables colonisent le nasopharynx et, dans 

une moindre mesure, la trachée et les bronches et peuvent infecter les muqueuses endommagées 

par une maladie virale ou le tabagisme. Le lipo-oligosaccharide est en grande partie responsable 

de l'inflammation; les exotoxines ne jouent aucun rôle (Musher., 1996). La propagation 

contiguë est la voie prédominante par laquelle H. influenzae non typable provoque une maladie 

localisée, telle que la pneumonie, l'otite moyenne et la sinusite, et par laquelle H. influenzae de 

type b provoque l'épiglottite (Gessner et al., 2017). 

H. influenzae non typable est présent dans le nasopharynx de la plupart des adultes en bonne 

santé, mais ne cause une maladie clinique que chez une minorité de sujets infectés. Par 

conséquent, la nature de la réponse immunitaire/inflammatoire des voies respiratoires peut être 

très importante dans la pathogenèse de cette bactérie. H. influenzae non typable provoque une 

forte stimulation de l'immunité innée et adaptative (King, 2012). 

L'immunité innée sert de première ligne de défense contre l'infection et comprend des 

défenses structurelles et cellulaires. Les défenses structurelles comportent un certain nombre de 

composants, dont la toux, la fonction de barrière et l'appareil mucociliaire. L’affaiblissement 

de la fonction mucociliaire, comme ce qui se produit dans la fibrose kystique et le syndrome 

des cils immobiles, est associé à une infection pulmonaire à H. influenzae (King, 2012). 

La réponse immunitaire adaptative se développe après la réponse innée et est 

particulièrement importante dans les maladies infectieuses chroniques. Elle est médiée à la fois 

par les lymphocytes B (immunité humorale) et les lymphocytes T (immunité cellulaire). Des 
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études ont montré que la grande majorité des sujets en bonne santé et des patients atteints de 

maladie chronique des voies respiratoires présentaient une forte réaction anticorps à H. 

influenzae non typable. Il a également été démontré que le complément est bactéricide pour H. 

influenzae non typable. L'anticorps provoque l'activation du complexe d'attaque terminal du 

complément, ce qui est très efficace pour tuer H. influenzae non typable. Ce mécanisme peut 

expliquer pourquoi H. influenzae non typable est principalement un agent pathogène de la 

muqueuse qui se propage rarement au-delà des voies respiratoires, contrairement aux formes 

typables telles que hib, protégées par sa capsule polysaccharidique et fréquemment 

responsables de maladies systémiques. L'hypogammaglobulinémie s'est avérée un facteur de 

risque important d'infection systémique par H. influenzae non typable (King, 2012). 

I.10 MANIFESTATIONS CLINIQUES 

H. influenzae de type b peut provoquer une méningite, une épiglottite, une bactériémie 

et une cellulite. Les H influenzae non typables peuvent provoquer des otites, sinusites, 

trachéobronchites et pneumonies. Parmi les autres espèces d’Haemophilus et les syndromes 

qu’elles provoquent, on trouve H parainfluenzae (pneumonie et endocardite), H ducreyi 

(chancre mou) et H. aegyptius (conjonctivite ou fièvre purpurique brésilienne) (Musher., 1996). 

I.11 PREVENTION DES INFECTIONS À Haemophilus 

Les mesures d'hygiène générale peuvent réduire la propagation des infections à 

Haemophilus. Des mesures préventives spécifiques sont disponibles pour certains types 

d’infection. Elles concernent les portages à H. influenzae  de type b avec pour objectif de 

l’éliminer chez l’individu isolé ou dans une collectivité (chimioprophylaxie) et l’augmentation 

des défenses de l’organisme des sujets réceptifs (vaccination). 

L'utilisation de la prophylaxie à la rifampicine pour prévenir ou éliminer la colonisation 

nasopharyngée a été recommandée chez les sujets contacts de cas de méningite. La 

chimioprophylaxie fait appel à la rifampicine par voie orale (20 mg/kg/jour en une prise pendant 

4 jours) chez les enfants de moins de 5 ans  (Quentin et al., 2000). Cette mesure est toutefois 

controversée, car si elle est appliquée à grande échelle, elle pourrait favoriser l’apparition de 

souches résistants à la rifampicine et également parce que le coût pour prévenir chaque cas 

potentiel d’infection comme la méningite est élevé (Musher., 1996). 

La vaccination repose sur l’utilisation du polysaccharide de type b ou polyribosyl-

ribitol-phosphate. La réponse après vaccination est étroitement dépendante de l’âge et la 
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synthèse d’anticorps antipolysaccharidiques est faible avant 18 mois. Compte tenu de l’âge des 

enfants touchés par la méningite à H. influenzae, il a fallu améliorer ce vaccin pour qu’il soit 

utilisable et efficace avant 18 mois. Ceci a été fait par couplage du polyribosyl-ribitol-phosphate 

à une protéine  (Quentin et al., 2000). Ce vaccin est administré dans une composition 

pentavalente chez les enfants âgés de 0 à 11 mois (première dose à 6 semaines, deuxième dose 

à 10 semaines, troisième dose à 14 semaines et une dose à 9 mois) dans le programme élargi de 

vaccination au Cameroun. Ce vaccin pentavalent protège contre la diphtérie, le tétanos, la 

coqueluche, l’hépatite B et les infections à H. influenzae  de type b (DTC-Hép B-Hib) (Gaingne, 

2009; Massenet & Tapindjin-Gake, 2010). 

La meilleure façon de prévenir la propagation du chancre mou dû à H. ducreyi consiste 

à utiliser le préservatif lors des rapports sexuels. Les deux tiers des isolats de H. ducreyi 

produisent de la β-lactamase. Tous les isolats sont sensibles in vitro à l'érythromycine et 

d'excellents résultats cliniques ont été obtenus (Musher., 1996). 

I.12 ÉPIDÉMIOLOGIE 

I.12.1 Portage 

Les espèces d’Haemophilus représentent environ 10% de la flore bactérienne dans les 

voies respiratoires chez l’homme. Au moins 8 espèces différentes d’Haemophilus colonisent la 

cavité pharyngée de l'homme avec H. influenzae et H. haemolyticus étant les plus répandues. 

H. influenzae provoque un large éventail de maladies infectieuses tandis que H. haemolyticus 

provoque rarement des maladies invasives (Theodore et al., 2012). 

I.12.2 Transmission 

Les Haemophilus se propagent directement parmi les individus sans contribution 

connue de sources environnementales ou de réservoirs animaux. Des souches de H. influenzae 

non typables sont présentes dans le nasopharynx de nombreux sujets en bonne santé, en fonction 

de la fréquence et de l'intensité avec lesquelles elles sont recherchées. En revanche, H. 

influenzae de type b ne se rencontre que chez 1 à 2% des enfants en bonne santé, et sa 

propagation aux enfants jusque-là non colonisés dans les premières années est associée à un 

risque substantiellement accru d’infection. Les familles et les garderies sont des milieux 

favorables à la dissémination de ces organismes (prosmicuité) (Musher., 1996). 
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I.12.3 Haemophilus influenzae non typables 

Les souches de H. influenzae non typables sont considérées comme des organismes 

commensaux les plus courants dans le nasopharynx humain. Environ 20% des nourrissons au 

cours de la première année de leur vie sont colonisés par des souches non typables de H. 

influenzae, suivis d'une colonisation à haut niveau à l'âge adulte. Contrairement aux adultes qui 

portent généralement un seul type, les enfants sont souvent colonisés avec plusieurs souches 

simultanément (Giufre et al., 2015). 

Selon les statistiques, les souches non typables de H. influenzae  sont responsables de 

20 à 30% de tous les épisodes d'otite aiguë moyenne et probablement d'un pourcentage plus 

élevé d'épisodes récurrents. En outre, les souches non typables de H. influenzae représentent 

plus de 40% des otites moyennes avec épanchement (otite moyenne chronique) et environ un 

tiers des sinusites aiguës ou chroniques sont également causées par ces souches. H. influenzae 

non typable peut être considéré comme la cause de la bronchite chronique, des exacerbations 

pulmonaires et de la pneumonie d'origine communautaire, en particulier chez les enfants vivant 

dans les pays en développement, les patients atteints d'une maladie pulmonaire chronique sous-

jacente, ainsi que chez les personnes âgées. H. influenzae a parfois été introduit comme agent 

responsable de maladies systémiques telles que la méningite, la septicémie et l'arthrite septique 

(Murphy et al., 1999; Sethi et al., 2002). 

La colonisation nasopharyngée par H. influenzae non typable entraîne un risque de 

maladies des voies respiratoires. Le tabagisme entraîne une hyperplasie des cellules 

caliciformes, une hypersécrétion de mucus et une diminution de la fonction ciliaire des cellules 

épithéliales respiratoires, augmentant vraisemblablement la localisation et la survenue des 

maladies des voies respiratoires à médiation des H. influenzae non typables. Les anomalies 

anatomiques sous-jacentes ou les immunités compromises rendent les patients plus vulnérables 

aux maladies systémiques causées par les H. influenzae non typable. Bien que les maladies 

associées à H. influenzae non typable puissent être traitées avec succès avec les antibiotiques 

β-lactamines couramment utilisés tels que l'ampicilline ou l'amoxicilline, la résistance de la 

bactérie à ces antibiotiques augmente de plus en plus. Les problèmes économiques, notamment 

le coût des consultations chez le médecin et des médicaments, sont estimés à environ 1 milliard 

de dollars par an aux États-Unis (Behrouzi et al., 2017). 
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I.12.4 Haemophilus influenzae sérotype b 

Avant l’introduction du vaccin conjugué contre H. influenzae sérotype b (hib), 

l’incidence annuelle de la méningite à hib chez les enfants de moins de 5 ans en Amérique du 

Nord et du Sud, en Europe du Nord, en Australie-Îles du Pacifique et au Moyen-Orient était 

d’environ 15 à 60 pour 100 000. En Afrique, l'incidence de la méningite pédiatrique documentée 

était plus élevée, allant de 30 à 60 cas sur 100 000 par an, malgré la probabilité que de nombreux 

cas n’étaient pas documentés. En revanche, les incidences annuelles documentées étaient de 3 

à 25 pour 100 000 en Europe du Sud et de 1 à 10 en Asie. Les différences d'incidence peuvent 

concerner diverses questions, notamment l'accès des patients aux soins, l'utilisation de la 

ponction lombaire (par rapport au diagnostic et au traitement présomptifs) et la disponibilité 

d’un laboratoire de bactériologie pour le diagnostic. Toutefois, il est peu probable que ces 

facteurs expliquent les importantes différences d’incidence qui ont été documentées, en 

particulier du fait que plusieurs études en Asie et en Europe du Sud ont été bien mises en œuvre 

et ne risquent donc pas d’être affectées par ces problèmes. Une autre hypothèse serait que les 

traitements à base d'antimicrobiens dans la population (Asie du Sud-Est et Europe du Sud) 

pourraient être moins touchés par la maladie, car l'utilisation d'antibiotiques précoce et 

fréquente ralentit la progression de la maladie, réduit le portage ou rend plus difficile le 

diagnostic de la maladie existante (Gessner et al., 2017; Gessner, 2002). 

Outre la méningite, hib peut provoquer d'autres syndromes invasifs, notamment une  

bactériémie ou une septicémie avec ou sans pneumonie et l'épiglottite, ainsi que de l'arthrite 

septique. Pour des raisons mal comprises, en Europe du Nord, en Amérique du Nord et en 

Australie, l'épiglottite était une manifestation courante de la maladie invasive à hib, parfois 

aussi commune ou presque que la méningite. Par conséquent, dans ces régions, l'incidence des 

maladies invasives totales était 1,5 à 2,7 fois plus élevée que celle de la méningite, tandis qu'en 

Afrique, en Asie et en Europe du Sud, ce ratio était de 1,2 à 1,5 (Gessner et al., 2017; Gilbert 

et al., 1990). 

I.13 STRATÉGIES DE VACCINATION POUR LES INFECTIONS À Haemophilus 

influenzae NON TYPABLES 

Malgré la disponibilité généralisée des antibiotiques, les infections à H. influenzae non 

typables sont considérées comme les principales causes de morbidité et de mortalité, d’où 

l’importance de la mise au point de candidats vaccinaux contre ces infections. Cependant, il est 
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difficile de développer un vaccin approprié car les souches H. influenzae non typables, en tant 

que bactéries commensales, sont principalement présentes sur les surfaces des muqueuses, en 

particulier dans les voies respiratoires et dans la flore naturelle. Ces organismes sont 

génétiquement très divers; par conséquent, il n’existe aucun marqueur génétique permettant de 

différencier les souches H. influenzae non typables par les systèmes de typage existants. 

Il existe des anticorps contre les protéines de la membrane externe et les 

lipopolysaccharides dans le sérum humain. Par conséquent, la plupart des études sur l'immunité 

humaine contre les infections à H. influenzae non typables a été axée sur l'identification des 

protéines de la membrane plasmique ayant des propriétés immunogènes et antigéniques 

essentielles à la colonisation, à l'invasion et à la survie chez l'hôte humain. Parmi les vaccins 

candidats les plus prometteurs, on compte les protéines de la membrane externe telles que P2, 

P4, P5, P6, protéines D et E, ces antigènes étant hautement immunogènes et représentant des 

protéines de surface abondantes dans de nombreux isolats. Ces protéines de bas poids 

moléculaire de H. influenzae sont classées en protéines majeures, notamment P1, P2 et P4-P6, 

et en protéines mineures, y compris la protéine de liaison à la transferrine 1, 2 (Tbp1 / Tbp2) et 

la protéine D. La protéine P2 en tant que candidat vaccinal, a été limitée en raison de sa grande 

hétérogénéité et de la dérive antigénique subséquente au cours d’infections persistantes chez 

des patients atteints de bronchite chronique [121] (Roier et al., 2012). 

Les vésicules de la membrane externe pourraient aussi être considérées comme un 

nouveau candidat vaccin prometteur. Les vésicules de la membrane externe sont des produits 

naturels de sécrétion de bactéries à Gram négatif. Ces vésicules ont un diamètre compris entre 

10 et 300 nm et sont principalement constituées de composants de la membrane externe, tels 

que les phospholipides, les protéines de la membrane externe et le lipopolysaccharide ou 

lipooligosaccharides. De plus, les vésicules de la membrane externe contiennent des 

composants périplasmiques, qui sont piégés dans la lumière des vésicules de la membrane 

externe lors du processus de vésiculation. Par conséquent, les vésicules de la membrane externe 

portent plusieurs antigènes bactériens natifs, qui, combinés à leurs propriétés multi-

immunogènes et auto-adjuvantes, les rendent particulièrement intéressants pour le 

développement d'un vaccin. Une autre caractéristique importante est que les antigènes 

membranaires des vésicules de la membrane externe exposés à la surface conservent leur 

stabilité physico-chimique. Pour ces raisons, les propriétés immunogènes et protectrices des 
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vésicules de la membrane externe ont été testées et prouvées pour plusieurs bactéries à Gram 

négatif (Roier et al., 2012). 
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CHAPITRE II: MATÉRIEL ET MÉTHODES 

II.1 CARACTÉRISTIQUES DE L’ETUDE 

II.1.1 Type et durée de l’étude  

Il s’agissait d’une étude prospective descriptive transversale sur un an dans chaque site 

d’étude. 

II.1.2 Lieux d’étude 

L’étude a été réalisée à Yaoundé (Capitale politique du Cameroun)  au Centre 

Hospitalier d’Essos et à l’Hôpital Jamot. Les échantillons étaient collectés dans ces deux sites, 

puis transférés au Centre Pasteur du Cameroun pour des investigations microbiologiques.   

L'Hôpital Jamot de Yaoundé situé au quartier Mballa 2, est le centre de référence pour 

maladies respiratoires dans la ville de Yaoundé et ses environs. Le service de pneumologie 

impliqué dans ces maladies compte 257 lits. Cette strusture hospitalière enregistre en moyenne 

1200 hospitalisations par an. 

Le Centre Hospitalier d'Essos, connu par la quasi totalité des usagers sous le nom 

"Hôpital de la Caisse" est situé au quartier Essos à Yaoundé. C’est une extension de la Caisse 

Nationale de Prévoyance Sociale. Cet hôpital, a une capacité de 230 lits repartis entre plusieurs 

unités parmi lesquelles une unité de pédiatrie et de prévention infantile. Cet hôpital enregistre 

environ 1600 hospitalisations chaque année avec 126 hospitalisations liées aux infections 

respiratoires sévères. 

 Ces deux hôpitaux sont des sites de surveillance d’infections des voies respiratoires 

sévères (patients hospitalisés) de la ville de Yaoundé. 

II.1.3 Période de l’étude 

Ce projet de recherche s’est déroulé  du 13 Janvier 2017 au 12 Janvier 2018 à l’Hôpital 

Jamot de Yaoundé et du 03 Avril 2017 au 02 Avril 2018 au Centre Hospitalier d’Essos.    

II.1.4 Population d’étude  

La population cible était constituée de patients hospitalisés et/ou nécessitant une 

hospitalisation  souffrant d’infection des voies respiratoires. 
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II.1.5 Critères d’inclusion, de non inclusion et d’exclusion 

II.1.5.1 Critères d’inclusion 

Etaient inclus les patients présentant les signes cliniques d’infection des voies 

respiratoires hospitalisés et/ou nécessitant une hospitalisation  et qui avaient consenti de 

participer à l’étude. Les signes cliniques étaient principalement la toux, les douleurs 

thoraciques, le mal de gorge, l’asthénie, l’essoufflement, la respiration sifflante, la rhinorrhée 

ou tout autre signe clinique associé aux infections des voies respiratoires. Tout patient 

présentant au moins deux de ces signes cliniques était éligible. 

II.1.5.2 Critères de non inclusion et d’exclusion 

N’était pas inclus dans cette étude, tout patient souffrant de maladies non respiratoires. 

Tout  patient qui après avoir donné son consentement souhaitait se retirer de l’étude était exclu.  

II.1.6 Taille de l’échantillon et justification 

Dans le  cas de cette étude, la taille minimale d'échantillon requise a été calculée à partir 

de la formule suivante de Lorentz: 

N = T² * P * (1-P) / M², avec 

N: Taille d'échantillon minimale pour l'obtention de résultats significatifs pour un événement 

et un niveau de risque fixé, 

T: Niveau de confiance (la valeur type du niveau de confiance de 95 % est 1,96), 

P: proportion estimée de la population qui présente la caractéristique 

M: Marge d'erreur (généralement fixée à 5 %); 

Au regard du taux de détection des Haemophilus dans les précédents travaux publiés au 

Cameroun (Koulla-Shiro et al., 1997; Ndip et al., 2008; Pefura Yone, Kuaban, Leonie, et al., 

2012), un taux de détection de 20,64% en moyenne a été rapporté. En prenant un niveau de 

confiance de 95 % et une marge d'erreur de 5%, la taille minimale d'échantillon était de : 

N = 1,96² * 0,2064 * 0,7936/ 0,05² = 251,7 soit 252 participants. 

Le recrutement des participants était consécutif dans les deux sites d’étude. 

11.1.7 Procédure de collecte des échantillons 

Le nasopharynx est la principale porte d'entrée et la source de transmission 

d’Haemophilus et bien d’autres pathogènes. La colonisation par Haemophilus étant souvent 

asymptomatique comme les streptococcoques, le portage naso-pharyngé est considéré comme 

une condition préalable à la maladie (Bogaert et al., 2004). Les prélèvements naso-pharyngés 

étaient utilisés dans cette étude. Les prélèvements naso-pharyngés étaient obtenus par voie 
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transnasale à l’aide d’un écouvillon stérile selon les procédures standard de l'Organisation 

Mondiale de la Santé (O'Brien et al., 2003). 

Les échantillons étaient collectés auprès des patients de la manière suivante : pour 

chaque patient, une fiche d’identification était remplie, deux écouvillons nasopharyngés étaient 

collectés et bien étiquetés par participant. Un seul type d’échantillon était prélevé par 

participant. Selon la clinique, les lavages broncho-alvéolaires, liquides pleuraux, et autres 

liquides des voies respiratoires étaient prélevés. Les échantillons étaient expédiés avec les 

fiches d’identification des patients  dans un bref délai au Centre Pasteur du Cameroun (CPC) 

de Yaoundé pour les analyses microbiologiques. Dès réception au CPC, les échantillons ont été 

divisés en deux aliquots. Une partie a été immédiatement utilisée pour la culture bactérienne, 

l'autre a été stockée dans un milieu de transport universel et maintenue à -80 °C jusqu'à 

l'amplification moléculaire. 

11.1.8 Considération éthique 

Afin de réaliser ce projet dans le respect strict des considérations standards éthiques, 

l’autorisation administrative des différents sites d’études (hôpitaux) a été obtenue et une 

clairance éthique auprès  du Comité National d'Éthique de la Recherche pour la Santé Humaine 

N°2017/03/876/CE/CNERSH/SP.  

Tel que décrit dans le protocole soumis à ces institutions de régulation éthique, tous les 

participants inclus dans ce projet étaient au préalable informés, par une équipe constituées de 

cliniciens, infirmières et investigateur principal, sur  la nature, les objectifs et les différentes 

méthodes à appliquer à chacune des étapes dudit projet, de même que les risques encourus et la 

gestion de la confidentialité des données issues des différentes investigations.  

Chaque patient majeur impliqué dans l’étude avait donné volontairement son accord et 

un consentement éclairé signé. Par contre, chaque patient mineur impliqué dans l’étude avait 

donné volontairement son assentiment verbal si possible, et un consentement éclairé avait été 

obtenu et signé par son représentant légal (Annexes 1 à 8). 

11.1.9 Risques potentiels  

Les risques dans cette étude pour les participants étaient liés aux prélèvements 

d’écouvillons de gorge ou nasopharyngés notamment une sensation de douleur passagère lors 

de l’introduction de l’écouvillon dans le nasopharynx. Selon les cas cliniques, l’introduction de 

l’écouvillon dans le nasopharynx, les lavages broncho-alvéolaires et liquides pleuraux étaient 
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prélevés. Selon la réglementation, ces prélèvements étaient effectués par le personnel médical 

de la structure hospitalière, personnel qualifié et habilité à le faire, le plus souvent par le 

médecin traitant.  

11.1.10 Bénéfices  

Les bénéfices potentiels de cette étude étaient à deux niveaux : l’un pour la santé 

publique et l’autre d’ordre scientifique. 

Sur le plan santé publique, cette étude avait pour but d’évaluer l’impact de la vaccination 

contre Haemophilus influenzae b (Vaccin Hib introduit en 2009) à travers la détermination des 

sérotypes circulants. Elle avait aussi pour but d’évaluer la résistance aux antibiotiques guidant 

ainsi le personnel médical pour une meilleure prise en charge des patients et d’apporter des 

éléments à la surveillance de ces infections des voies respiratoires et notamment pour la révision 

des algorithmes de prise en charge. 

Sur le plan scientifique, cette étude avait pour but de décrire les souches bactériennes 

d’Haemophilus notamment les caractéristiques phénotypiques et génotypiques circulant au 

Cameroun. 

11.1.11 Mesures prises pour la confidentialité des données, archivage et le respect 

de la vie privée des participants  

Les informations personnelles des participants auxquelles nous avons eu accès ont été 

utilisées uniquement  dans le cadre de l’étude. Toutes les précautions ont été mises en œuvre 

de manière à préserver la confidentialité des données recueillies auprès des sujets de l’enquête. 

Ces précautions concernaient en particulier le domaine de l’archivage des formulaires de 

l’enquête, le domaine de la saisie des données informatiques (anonymisation des données avant 

saisie). La diffusion ou la publication de résultats de cette étude s’est faite dans un strict respect 

des mesures interdisant l’accès à des informations directement ou indirectement nominatives. 

Toutes les données seront archivées dans un endroit sécurisé pendant une période selon la 

procédure interne du Centre Pasteur du Cameroun, après la publication des résultats de l'étude. 
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II.2 DÉTECTION DES BACTÉRIES RESPIRATOIRES 

II.2.1 PCR en temps réel  

Pour la détection des pathogènes dans les échantillons cliniques, le kit commercial de 

Reverse Transcriptase PCR en temps réel (RT-PCR) : Fast-track Diagnostics Respiratory 

pathogens (Fast-track Diagnostics, Junglinster, Luxembourg) a été utilisé. Il permet de cibler 

10 bactéries: Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, Streptococcus 

pneumoniae, Haemophilus influenzae/type b, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Legionella pneumophila/longbeachae, Salmonella spp., Moraxella catarrhalis et Bordetella 

pertussis. 

II.2.1.1 Extraction de l’ARN 

Une extraction de l’ARN suivant QIAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Allemagne) 

a été effectuée.  

II.2.1.1.1 Principe  

L’extraction consiste à lyser l’échantillon (tampon AVL) sous des conditions hautement 

dénaturantes qui inactivent les RNAses et assurent la conservation de l’ARN. Les conditions 

de tampon de lyse sont ajustées de façon à assurer une fixation optimale des ARN sur la 

membrane à base de gel de silice. Le lysat est ensuite chargé sur une colonne de centrifugation. 

Durant des centrifugations successives, l’ARN se fixe sur la membrane et les contaminants sont 

éliminés avec deux séries de lavage par l’utilisation de 2 tampons AW1 et AW2. L’ARN purifié 

est ensuite élué par addition d’eau RNase-free (ou du tampon AVE) et centrifugation. 

  II.2.1.1.2 Mode opératoire  

 Lyse 

Sous le poste de sécurité microbiologique (type 2), 140 µL d’échantillon décongelé ont 

été distribués dans les microtubes de 1,5 mL (Eppendorf) précédemment identifiés. Dans 

chacun des microtubes, 560 µL de tampon de lyse (AVL) ont été ajoutés et l’ensemble a été 

bien vortexé pendant 15 secondes. L’incubation  a été faite à température ambiante pendant 10 

minutes afin d’obtenir la lyse complète sur la paillasse. Une centrifugation brève à 6000 g 

pendant 30 secondes pour récupérer les éventuelles gouttelettes présentes sur les bords du 

microtube a été faite. 
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 Précipitation de l’ARN  

Aux échantillons précédents, 560 µL d'éthanol absolu ont été ajoutés puis l’ensemble a 

été bien vortexé pendant 15 secondes et centrifugé brièvement à 6000g pendant 30 secondes 

pour récupérer les éventuelles gouttelettes présentes sur les bords du microtube. 

 Adsorption  

Sur la colonne chromatographique correspondant à chaque échantillon, 630 µL de chaque 

mélange précédent ont été déposés. Une centrifugation à 4°C à 6000 g pendant une minute a 

été faite et la colonne a été transférée sur un autre tube collecteur propre de 2 mL. Le filtrat 

précédent a été jété dans une poubelle de déchets contaminés. Une deuxième adsorption dans 

la même colonne a été effectuée avec le reste d’échantillon dans le tube Eppendorf de 1,5 mL. 

 Lavage  

Dans chaque colonne, 500 µL de tampon AW1 ont été ajoutés et l’ensemble a été centrifugé 

à 4°C  pendant une minute à 6000 g. Chaque colonne a été transférée sur un autre tube collecteur 

propre de 2 mL et 500 µL de tampon AW2 ont été ajoutés dans chaque colonne. Une autre 

centrifugation à 4°C  pendant 3 minutes à 20000 g a été effectuée. Le tube collecteur a été vidé 

et une centrifugation optionnelle a été faite à 20000 g pendant une minute. 

 Elution  

Après lavage, chaque colonne a été transférée sur un microtube de 1,5 mL étiqueté et 60 µL 

d’eau distillée DNase/RNase free ont été ajoutés dans les colonnes en prenant soins de la 

déposer sur la résine. L’ensemble a été laissé reposer une à 2 minutes sur la paillasse et 

centrifugé à 4°C  pendant une minute à 6000 g. La colonne a été jétée et le microtube contenant 

l’ARN était conservé à +4°C si l’amplification était immédiate ou à -20/-80°C si différée. 

Un contrôle interne a été ajouté aux échantillons pour vérifier l’étape d’extraction. 

II.2.1.2 Amplification par RT-PCR 

II.2.1.2.1 Principe 

Le kit Fast Track Diagnotic Respiratory Pathogens 33 est un test in vitro pour la 

détection quantitative de l'acide nucléique à partir des prélèvements biologiques (écouvillons 

de gorge, nasaux, de lavage broncho-alvéolaire, de crachat et de culture) d'origine humaine. 

Après transcription inverse, l’ADN (tableau II) des différents pathogènes respiratoires est 

amplifié simultanément dans un même tube par PCR. La présence d’une séquence spécifique 
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d’un pathogène dans la réaction est détectée par une augmentation de la fluorescence 

correspondant à la sonde spécifique du pathogène (Gowin et al., 2017). 

Tableau II: Liste des gènes cibles pour le kit FTD 

Bactérie Gène cible 

Bordetella pertussis Insertion sequence IS481 assay Bord1 

Chlamydophila pneumoniae RNA polymerase beta chain 

Haemophilus influenzae spp.  

-Sérotype b 

Outer membrane protein 2 (ompP2) 

-bsc3 

Klebsiella pneumoniae khe hemolysin 

Legionella spp. Outer membrane MIP protein (mip) 

Moraxella catarrhalis Outer membrane protein B2 (copB) 

Mycoplasma pneumoniae Adhesin P1 

Salmonella spp. Tetrathionate subunit B (ttrB) 

Staphylococcus aureus Sensor histidin kinase vick 

Streptococcus pneumoniae LytA 

 

II.2.1.2.2 Mode opératoire 

 Préparation du mix 

Sur un portoir réfrigéré et en portant des gants sans talc, le mix a été préparé dans 4 tubes 

de 1,5 mL en fonction des différentes cibles. Le mix pour une réaction a été préparé à partir de 

12,5 µl de tampon Fast Track, 1,5 µL de mélange d'amorces et sondes, et 1 µL d’enzyme pour 

les différents mix. Le mélange a été vortexé et centrifugé brièvement pour les 4 tubes de mix et 

15 µL de chaque mix a été distribué selon le plan de plaque de la feuille de paillasse FTD 

Respiratory Pathogens 33 (Annexe 9).  
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 Dépôt des extraits d’ARN sur la microplaque  

La plaque a été transportée jusqu’en pièce d’extraction où la plaque était mise sur un 

portoir réfrigéré et 10 µL de chaque extrait d’ARN ajoutés par puit suivant le plan de la plaque. 

Des contrôles positifs et négatifs ont été inclus dans chaque expérience d’amplification. La 

plaque a été couverte avec un film adhésif à l’aide de l’applicateur afin d’obtenir une bonne 

étanchéité et centrifugée brièvement afin de faire descendre l’ensemble du liquide au fond des 

puits.  

 Amplification 

La microplaque a été transférée en pièce d’amplification et les extraits d’ARN restant 

ont été conservés à +4°C en attendant leur transfert à -80°C. Une fois la plaque introduite dans 

le thermocycleur ABI PRISM 7500 qui avait été mis en marche 30 minutes avant, le programme 

d’amplification comprenait plusieurs cycles : un cycle de transcription inverse à 42 °C pendant 

15 minutes, un cycle d'activation de la Taq polymérase et pré-dénaturation de l’ADN à 94 °C 

pendant 3 minutes et 40 cycles d'amplification. Les cycles d’amplification comprenaient une 

dénaturation à 94 °C pendant 8 secondes et une hybridation à 60 °C pendant 34 secondes.  

 Lecture des résultats d’amplification 

L’interface de l’ABI sur ordinateur a été utilisée pour analyser les résultats de 

l’amplification. L’ensemble de l’expérience était validé en cas d’amplification des contrôles 

positifs de chaque pathogène avec un seuil (Ct) inférieur à 33 tandis que les échantillons qui 

étaient extraits avec le contrôle interne devaient avoir un seuil inférieur à 33 et une non 

amplification du témoin négatif (Annexe 10). 

II.2.2 Culture bactériologique  

Les échantillons provenant des patients étaient ensemencés sur des milieux de gélose au 

sang cuit additionnés de Polyvitex (gélose chocolat P) et sur gélose au sang frais de mouton, 

puis incubées à 35-37°C en présence de 5% de CO2 pendant 18 à 24 heures. Les lavages 

broncho-alvéolaires et les liquides pleuraux ont été aussi ensemencés sur milieux Cysteine-

Lactose-Electrolyte-Deficient et incubées à 37 °C en  atmosphère normale pendant 18 à 24 

heures. Pour ce qui concerne les liquides pleuraux purulents, une boite de gélose au sang 

additionnelle a été ensemencée en anaérobiose dans le Genbag jusqu’à 72 heures. Les 

écouvillonnages nasopharyngés ont été ensemencés et incubée au niveau des sites d’étude et 

incubés dans une jarre avec bougie, acheminés au Centre Pasteur pour transfert dans l’étuve à 

CO2. Tous les essais étaient effectués sur une subculture d’une seule colonie de bactérie isolée. 
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L’identification de tous les isolats était confirmée par des tests standards biochimiques 

(Washington C. Winn et al., 2006) (Annexes 11 à 12). 

II.2.3 Caractérisation phénotypique des isolats 

Les colonies bactériennes issues de la culture étaient soumises à la coloration de Gram et aux 

tests biochimiques pour leurs identifications. 

II.2.3.1 Coloration de Gram 

La coloration de Gram, également appelée méthode de Gram, est une méthode de coloration 

utilisée pour distinguer et classifier les espèces bactériennes en deux grands groupes. 

II.2.3.1.1 Principe 

La coloration Gram consiste à déterminer si une bactérie est Gram positif ou Gram 

négatif à partir de la  structure de la paroi cellulaire. Après une coloration primaire des bactéries 

et fixation du colorant par un mordant (un oxyde inorganique), certaines bactéries sont capables 

de retenir le colorant primaire en résistant à la décoloration, tandis que d'autres sont décolorées 

par le décolorant. Les bactéries qui conservent le colorant primaire sont appelées Gram positif 

et les bactéries décolorées puis contre-colorées sont appelées Gram négatif (Coico, 2005). 

II.2.3.1.2 Mode opératoire 

Après avoir réalisé et fixé les frottis à la chaleur, la procédure de coloration de Gram 

était la suivante : 

Les lames à colorer étaient disposées sur un support au-dessus d’un évier. Les frottis ont 

été couvertes avec quelques gouttes de solution de violet de gentiane (ou cristal violet pour 

colorer le cytoplasme des bactéries). L’action du colorant était de 30 secondes. L’élimination 

de la solution de violet de gentiane du frottis s’était faite avec la solution de lugol (ou iode, 

permet de fixer le violet dans les bactéries). Le lugol a agi pendant une minute et la lame a été 

rincée soigneusement avec l'eau du robinet. La solution d’alcool-acétone a été utilisé pour 

décolorer le frottis en la faisant couler sur la lame jusqu’à ce que le violet ne s'écoule plus du 

frottis (10 secondes environ). Le rinçage a été fait avec l'eau du robinet et le surplus d'eau était 

enlevé. Les lames ont été couvertes avec la solution de fuchsine pour agir pendant 30 secondes. 

Le rinçage a été fait avec l'eau du robinet, le surplus d'eau était enlevé et les lames séchées à 

l’air libre.  La lecture des lames était faite au microscope à l’objectif à immersion. Les bactéries 

Gram négatif étaient colorées en rose et les bactéries  Gram positif en violet (Annexe 13). 
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II.2.3.2 Test à l’optochine 

Le test de sensibilité à l’optochine (éthyl hydrocupréine chlorhydrate) est utilisé pour 

l’identification présomptive de streptocoques alpha-hémolytiques en tant que Streptococcus 

pneumoniae. 

II.2.3.2.1 Principe 

Sur un milieu gélose au sang selon la diffusion sur disque, le pneumocoque est sensible 

à l’optochine tandis que tous les autres streptocoques et en particulier les streptocoques alpha-

hémolytiques en sont résistants. Cette sensibilité résulte des modifications de la tension 

superficielle, créant une zone d’inhibition claire. 

II.2.3.2.2 Mode opératoire 

Les colonies typiques de Streptococcus pneumoniae (pneumocoques) étaient petites et 

grisâtres et entourées d'une zone verdâtre d'alpha-hémolyse. Une suspension de culture pure 

colonies présumées de pneumocoques a été ensemencée sur une gélose au sang de mouton. Un 

disque d’optochine a été déposé sur la surface de gélose ensemencée et la boîte a été incubée à 

35-37 °C en présence de 5% de CO2 pendant 18 à 24 heures. 

II.2.3.2.3 Lecture et interprétation 

La lecture consistait à mesurer la zone d'inhibition autour du disque d'optochine après 

incubation. Une zone d'inhibition des colonies alpha-hémolytiques supérieure à 14 mm 

permettait une identification présomptive de pneumocoque. 

II.2.3.3 Test à la catalase 

La recherche de la catalase est un test fondamental pour l'identification des bactéries à Gram 

positif (principalement utilisé pour différencier les cocci à Gram positif). Les membres du genre 

Staphylococcus sont positifs pour la catalase et les membres des genres Streptococcus et 

Enterococcus sont négatifs pour la catalase. 

II.2.3.3.1 Principe  

Ce test consiste à la décomposition du peroxyde d’hydrogène (H2O2) qui est un produit 

toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries en H2O et en O2 sous l’action de 

l’enzyme catalase (EC 1.11.1.6) selon réaction ci-dessous. L'oxygène se dégage sous forme de 

bulles gazeuses dans le liquide.  
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II.2.3.3.2 Mode opératoire 

Sur une lame de verre, 1 mL de H2O2 a été déposé et mis en contact avec une colonie 

d’une culture pure de streptocoque (18 à 24 heures) à l’aide d’une oese. Il fallait éviter de 

transférer de la gélose au sang sur la lame car les érythrocytes dans cette gélose pouvaient 

provoquer une réaction faussement positive. Une souche de contrôle de qualité positif 

(Staphylococcus spp) et négatif (S. pneumoniae) était utilisée.  

II.2.3.3.3 Lecture et interprétation  

L'absence de bulles dans une colonie transférée indiquait un test négatif tandis que toute 

production de bulles d'une colonie transférée indiquait un test positif 

II.2.3.4 Vitek 2 pour l’identification des bactéries 

Vitek 2 a été utilisé pour l’identification des bacilles Gram négatifs (sauf les 

Haemophilus) et des streptocoques (sauf les pneumocoques). 

II.2.3.4.1 Principe  

L’identification des bactéries sur Vitek 2 repose sur des tests biochimiques automatisés 

à l’aide de cartes contenant des cupules avec différents réactifs à partir d’une suspension 

bactérienne. Une suspension bactérienne de 0,5 à 0,6 Mac Farland est effectuée dans un tube 

en plastique qui est placé sur un portoir spécial. Une paille accolée à la carte est introduite dans 

le tube. L’appareil prend ensuite en charge toutes les dilutions nécessaires, l’aspiration de la 

suspension dans chaque cupule et l’incubation de la carte. Le module analytique procède à des 

lectures toutes les 15 minutes en mesurant le trouble ou le changement de couleur présent dans 

chaque cupule. Il donne ensuite une identification du germe en fonction des profils 

biochimiques trouvés (Pincus & Miller, 2005).  

II.2.3.4.2 Mode opératoire  

À partir d’une culture pure de 18 à 24 heures, il a été prélevé à l’aide d’un écouvillon 

stérile quelques colonies bien isolées et dissoutes dans 3 mL d’eau déminéralisée stérile dans 

un tube en effectuant un Mac Farland de 0,5 à 0,6. Le tube étant placé sur le portoir, la paille 

de la carte correspondante était placée dans le tube  et l’ensemble était dans le module 

analytique du Vitek (ViteK 2 compact). 

II.2.3.4.3 Lecture et interprétation  

L’analyse durait entre 4 et 10 heures et le programme imprimait les résultats obtenus 

lorsque l’analyse était terminée. Sur la feuille de résultat, apparaissaient le nom du germe 
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identifié ainsi que le pourcentage de l’identification. Si le message « Low Discrimination » 

apparaissait, cela signifiait que l’automate hésitait entre plusieurs identifications et des tests 

complémentaires (Galeries de tests biochimiques) étaient effectués afin de choisir le germe 

adéquat.  

II.2.3.5 Galeries de tests biochimiques API 20E  

Le système API 20E est un système de microtube miniaturisé et normalisé comprenant 

21 tests biochimiques «de base» classiques et 6 tests supplémentaires utilisés pour 

l'identification des Enterobacteriaceae et d'autres bactéries Gram négatif non fastidieuses. 

II.2.3.5.1 Principe  

La bandelette API 20 E est composée de 20 microtubes (ou cupules) qui contiennent des 

substrats déshydratés et inoculés par une suspension bactérienne puis incubés, le métabolisme 

produit des changements de couleur qui sont spontanées ou révélées par l’ajout de réactifs 

(Shayegani et al., 1978).  

II.2.3.5.2 Mode opératoire 

À partir d’une suspension bactérienne d’opacité 0,5 sur l’échelle de Mac Farland, 

chaque microtube a été rempli à l’aide d’une pipette Pasteur stérile, pointe appuyée à l’intérieur 

et sur le côté pour éviter la formation de bulles d’air. Le tube et la cupule ont été remplis pour 

citrate de trisodium, pyruvate de sodium et  gélatine. Pour les caractères biochimiques L-

arginine, L-lysine, L-ornithine, thiosulfate de sodium et urée, le tube a été rempli de suspension 

et la cupule a été recouverte avec de l'huile minérale (huile  de paraffine) pour créer une 

anaérobiose. La boite d’inoculation a été fermée et incubée à 36°C ± 2°C pendant 18 à 24 heures 

(étuve Memmert UNE600). 

Après la période d'incubation, une goutte des réactifs L-tryptophane, JAMES, pyruvate 

de sodium 1 et 2 a été ajoutée aux microtubes correspondant et les réactions étaient interprétées 

suivant le changement de coloration ou non et l'identification était obtenue en se référant au 

décodeur Analytical Profile Index. 
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II.2.3.6. Test d’agglutination au latex  

Un isolat clinique était probablement identifié comme étant S. aureus au moyen de 

l'agglutination au latex (réactif PASTOREX™ STAPH-PLUS). 

II.2.3.6.1 Principe  

Le test consiste à rechercher simultanément le facteur d’affinité pour le fibrinogène, 

également appelé coagulase liée, la protéine A qui possède une affinité pour le «fragment 

cristallisable» (Fc) des immunoglobulines gamma (IgG) et les polysaccharides capsulaires de 

S. aureus. Après avoir bien mélangé les isolats de Staphylococcus avec le réactif au latex sur 

une carte d’agglutination, la formation d’agglutinats indique la présence de S. aueus (Bio-Rad, 

2015). 

II.2.3.6.2 Mode opératoire 

Une goutte de réactif latex test (Pastorex; Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) était 

déposée après homogénéisation dans un des cercles de la carte d’agglutination. Une autre goutte 

de réactif latex témoin négatif était déposée sur un autre cercle. Avec un bâtonnet en plastique 

sous le poste de sécurité microbiologique, 1 à 3 colonies de cocci Gram-positifs catalase + 

étaient prélevées, puis émulsionnées avec la goutte de latex pendant 10 secondes. La même 

chose était faite pour le réactif latex témoin négatif. Le mélange de la carte était homogénéisé 

en effectuant un mouvement rotatif. La lecture s’était faite en moins de 30 secondes qui 

suivaient le début des mouvements rotatifs de la carte. 

II.2.3.6.3 Lecture et interprétation  

Une réaction était positive lorsqu’il y avait formation d’agrégats uniquement avec le 

latex test, visibles à l’oeil nu sous un éclairage normal, en moins de 30 secondes. Les agrégats 

de particules de latex pouvaient être de taille plus ou moins importante, avec un fond rose plus 

ou moins laiteux. L’apparition d’une réaction lente et faible pouvait traduire une réaction non 

spécifique. 

Dans le cas d’une réaction négative, la suspension ne présentait pas d’agrégats et gardait 

son aspect laiteux.  

L’indication d’un résultat non interprétable était donnée dans le cas d’une agglutination 

du réactif contrôle négatif. Dans ce cas, la présence de la coagulase libre était recherchée 
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II.2.3.7  Test de la coagulase 

Le test à la coagulase était utilisé pour différencier Staphylococcus aureus (positif) du 

staphylocoque à coagulase négatif. 

II.2.3.7.1  Principe 

La coagulase (EC 3.4.23) est une enzyme produite par S. aureus qui convertit le 

fibrinogène (soluble) dans le plasma (réaction ci-dessous) en fibrine (insoluble). S. aureus 

produit deux formes de coagulase, liée et libre. Le test de la coagulase sur lame ou sur carte est 

effectué pour détecter la coagulase liée ou le facteur d'agglutination. Le test de la coagulase en 

tube est effectué pour détecter la coagulase libre (Tankeshwar, 2012). 

  Coagulase   

Fibrinogène + H2O 
 

  Fibrine +      peptides 

    

II.2.3.7.2 Mode opératoire 

Il a été préparé à partir du plasma de lapin une dilution au sixième (1/6) avec une solution 

saline (NaCl à 0,85%).   Quelques colonies émulsionnées de staphylocoques à tester ont été 

introduites dans 1 mL de plasma de lapin dilué pour obtenir une suspension laiteuse dans de 

petits tubes. Après incubation des tubes à 35-37 °C dans l’étuve à atmosphère normal, ils étaient 

examinés à 1, 2 et 4 heures pour la formation de caillots en inclinant le tube de 90° (Les caillots 

pouvaient se liquéfier après leur formation). Les tubes négatifs étaient laissés à la température 

ambiante pendant 24 heures et réexaminés car certains isolats de S. aureus pouvaient produire 

un caillot retardé qui était rapidement lysé à 37 °C par la staphylokinase. 

II.2.3.7.3 Lecture et interprétation 

Un test était considéré comme positif s’il y’avait formation de caillot et négatif si le 

plasma restait entièrement liquide. 

II.2.3.8 Identification des colonies des espèces Haemophilus  

Les Haemophilus était identifiés par la morphologie des colonies, la coloration Gram et 

l’incapacité de croissance sur la gélose au sang de mouton. À proximité d’une flamme du bec 

de bunsen, une colonie pure présomptive d’Haemophilus était mise en solution et ensemencée 

sur les milieux gélose au sang de mouton et chocolat polyvitex. Les deux milieux ensemencés 

ont été incubés dans l’étuve à CO2 (5-10%) à 35-37°C pendant 18 à 24 heures. Après incubation, 
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Les croissances bactériennes observées uniquement sur milieu de chocolat polyvitex étaient 

celles des Haemophilus. 

II.2.4 Diagnostic de la tuberculose 

La microscopie, la culture sur des milieux solides et liquides et/ou GeneXpert ont été 

réalisés chez des patients présentant des symptômes compatibles ou suggérant une tuberculose. 

Les échantillons pulmonaires comprenaient: les expectorations, les aspirations bronchiques et 

les liquides pleuraux. L’examen direct a été fait à l’auramine O. Après décontamination, les 

échantillons ont été inoculés dans un milieu solide Lowenstein-Jensen et un milieu liquide 

MB/BacT (bioMérieux) pour la détection de la croissance mycobactérienne (diagnosis, 2014). 

Le GeneXpert a été réalisé conformément aux instructions du fabricant (Cepheid, 2009). Le 

réactif échantillon a été ajouté aux échantillons cliniques dans un rapport de 2: 1 dans un tube. 

Le tube avec l’échantillon a été fermé et agité manuellement deux fois pendant une période de 

15 minutes à la température ambiante, et laissé reposer pendant 10 minutes à la température 

ambiante. Ensuite, 2 ml de l’échantillon inactivé ont été transférés sur la cartouche de test et 

insérés dans la plate-forme de test pour le processus automatique. 

II.2.5 Analyses statistiques 

L’ensemble des données a été enregistré dans le tableur Excel de Word Microsoft 2013 

à partir duquel les diagrammes et histogrammes ont été conçus. Les données ont été analysées 

à l'aide du logiciel Statistical Package for Social Sciences (version 22.0, SPSS Inc., Chicago, 

IL, États-Unis). En plus de l’analyse de l’ensemble des données, des analyses sous-groupe ont 

été effectuées. 

La distribution des variables catégorielles a été comparée en utilisant le test du khi-deux 

ou les tests exacts de Fisher, selon le cas. Le test du chi carré ou le test exact de Fisher a été 

utilisé pour évaluer l’association entre la détection bactérienne et des paramètres 

sociodémographiques et cliniques. Le test t indépendant a été effectué pour la comparaison 

moyenne entre les groupes. Les résultats de la détection bactérienne par culture et RT-PCR ont 

été comparés à l'aide du test McNemar. Une valeur de p <0,05 était considérée comme 

significative. 
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II.3 IDENTIFICATION DES ESPÈCES Haemophilus ET DIVERSITE GENETIQUE 

II.3.1 Approche experimentale 

Les échantillons à culture positive pour Haemophilus  étaient utilisés pour la suite de 

l’étude. Les espèces d’Haemophilus ont été identifiées sur la base de plusieurs approches 

(phénotypiques et génotypiques). Elles ont été initialement identifiées par la morphologie des 

colonies, la coloration de Gram et par les facteurs de croissance (facteurs V, X et XV). 

L’approche moléculaire consistait à l’amplification du gène de la protéine de la membrane 

externe (ompP2), le gène fuculose kinase (fucK), le gène de la protéine D (hpd) et le gène de la 

protéase immunoglobuline A (IgA) par PCR.  L’approche protéomique via la spectrométrie de 

masse a été aussi appliquée pour l’identification. Le séquençage du génome entier a été effectué 

avec le BLAST de ce dernier et des gènes gyrA, rpoB ont été faits pour identifier les différentes 

espèces d’Haemophilus. 

II.3.2 Biotypage des Haemophilus 

Trois tests sont utilisés en routine pour la détermination des biotypes des Haemophilus  

à partir des cultures de 18 à 24 heures à savoir la production de l’indole, l’activité de l’uréase 

et de l’ornithine décarboxylase (ODC) (Kilian, 1976). 

II.3.2.1 Test à l’indole 

Le test à l’indole est un test biochimique couramment utilisé pour déterminer la capacité 

d'un organisme à transformer le tryptophane. 

II.3.2.1.1 Principe 

Le tryptophane est hydrolysé par la tryptophanase ( EC 4.1.99.1) pour produire trois 

produits finaux possibles ; dont l'un est l'indole selon la réaction ci-dessous. La production 

d'indole est détectée par le réactif de James reconstitué qui réagit avec celui-ci pour obtenir une 

coloration rouge (MacFaddin, 2000). 
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II.3.2.1.2 Mode opératoire 

À l’aide d’un écouvillon, il a été prélevé quelques colonies d’Haemophilus et y a été 

déposé une goutte du réactif de James reconstitué. Une autre approche était de prélever à l’aide 

d’une oese stérile quelques colonies de culture pure d’Haemophilus et de former un spot sur un 

papier kleenex/buvard blanc puis y ajouter une goutte du réactif de James reconstitué. 

II.3.2.1.3 Lecture et interprétation 

Un virage se développait plus ou moins rapidement. Un virage de couleur rouge était 

caractéristique d’une réaction positive (Figure 9). 

 

Figure 9: Résultats du test à l’indole 

II.3.2.2  Test à l’uréase 

L'uréase est une enzyme produite par les bactéries qui hydrolysent l'urée. Elle est 

produite par plusieurs espèces de bactéries. La détection de l'activité de l'uréase est devenue un 

outil important pour le biotypage des espèces d'Haemophilus. 

II.3.2.2.1 Principe 

De nombreux microorganismes comme Haemophilus influenzae ont une enzyme : 

l’uréase (urée amidohydrolase; EC 3.5.1.5) qui est capable de rompre l'urée qui est un diamide 

d'acide carbonique en présence d'eau pour libérer l'ammoniac et du dioxyde de carbone suivant 

la réaction ci-dessous. L'ammoniac se combine avec le dioxyde de carbone et de l'eau pour 

former du carbonate d'ammonium qui rend le milieu alcalin, changeant l'indicateur rouge 

phénol (couleur jaune orangé à l’origine) au rose vif (Mobley et al., 1995). 

(NH2)2CO  +  H2O   →  CO2   +   2NH3 

         Urée         Eau   Dioxyde de carbone    Ammoniac 
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II.3.2.2.2 Mode opératoire  

Quelques colonies d’Haemophilus ont été prélévées à l’aide d’une oese et mises au 

contact d’environ 2 mL d’urée dans un tube stérile. Après avoir bien mélangé, l’incubation a 

été faite à 35±2°C en aérobiose (en fermant hermétiquement le tube) pendant 16 à 24 heures.  

II.3.2.2.3 Lecture et interprétation 

Un virage  de couleur rose était caractéristique d’une réaction positive (Figure 10). 

 

Figure 10: Résultats du test à l'uréase 

II.3.2.3 Test à l’ornithine décarboxylase 

Le test à l'ornithine décarboxylase est un test biochimique couramment utilisé pour 

déterminer la capacité des espèces Haemophilus à être biotypées.  

II.3.2.3.1 Principe  

L'acide aminé L-ornithine est décarboxylé par l'enzyme ornithine décarboxylase (ODC, 

EC 4.1.1. 17) des bactéries pour donner la putrescine diamine et le dioxyde de carbone suivant 

la réaction ci-dessous. Le glucose est l’hydrate de carbone fermentable qui, au cours des 

premières étapes de l’incubation, est fermenté par les organismes qui produisent de l’acide, ce 

qui entraîne un changement de couleur de l’indicateur de pH au jaune. La production de la 

putrescine élève le pH du milieu vers l'alcalinité et l'indicateur change de couleur du jaune au 

violet caractérisant une réaction positive. Si l'organisme ne produit pas l'enzyme appropriée 

(ODC), le milieu reste acide ou de couleur jaune (Kilian, 1976). 

 

Ornithine                                               Putrescine diamine                  Dioxyde de carbone 
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II.3.2.3.2 Mode opératoire 

Avec une oese, quelques colonies d’Haemophilus ont été collectées et introduites dans 

un tube contenant le bouillon ornithine décarboxylase (monochlorhydrate de L-Ornithine, 

extrait de levure, glucose et pourpre de bromo crésol). Le tube était hermétiquement fermé et 

incubé à 35±2°C en aérobiose pendant 16 à 24 heures. L’ensemble des réactions a été fait avec 

un contrôle positif et négatif  

II.3.2.3.3 Lecture et interprétation 

Un virage  de couleur violette était caractéristique d’une réaction positive (Figure 11).  

 

Figure 11: Résultats du test à l'ornithine décarboxylase 

II.3.2.4 Interprétation des biotypes 

L'identification des différents biotypes est obtenue à partir des caractères biochimiques 

qui se résument dans le tableau III suivant :  

Tableau III: Biotypes  des Haemophilus à partir des tests biochimiques 

Désignation du biotype Production  

Haemophilus 

influenzae 

Haemophilus 

haemolyticus* 

Haemophilus 

parainfluenzae 
Uréase Indole ODC 

I I IV + + + 

II II VII + + - 

III III III + - - 

IV IV II + - + 

V V VI - + + 

VI VI I - - + 

VII VII VIII - + - 

VIII VIII V - - - 

(+) : réaction positive; (-) : réaction négative ; ODC : ornithine décarboxylase ; * : classification 

des biotypes d’Haemophilus haemolyticus (Kilian, 1976; Nørskov-Lauritsen, 2014). 
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II.3.3 Test de facteurs de croissance 

II.3.3.1 Principe 

Les bactéries du genre Haemophilus ont des exigences variables pour les facteurs de 

croissance afin de se développer. Ces facteurs de croissance sont  le facteur X (hémine) ou 

uniquement le facteur V (nicotinamide adénine dinucléotide, NAD) ou une combinaison des 

deux. Par conséquent, les différences importantes dans les besoins en facteurs de croissance des 

Haemophilus spp. permettent leur différenciation (Nørskov-Lauritsen, 2014).  

II.3.3.2 Mode opératoire 

À partir d’un inoculum  de 0,5 McFarland (0,5-0,8) préparé à partir du tampon 

phosphate de 0,15M, les milieux de culture G2 ont été ensemencés à l’aide d’un écouvillon. Par 

la suite, les disques des facteurs X, V et V+X ont été prélevés et déposés à plat sur le milieu 

gélose G2 ensemencé à l’aide d’une pince stérile. Les boites de gélose G2 avec facteurs ont été 

incubées dans l’étuve à CO2 à 35-37°C pendant 18 à 24 heures (Figure 12).  

 

Figure 12: Halo de croissance autour des disques de facteurs de croissance 

II.3.3.3 Lecture et interprétation 

L’identification de l’espèce repose sur la présence ou l’absence d’un halo de croissance 

autour du disque de facteurs de croissance V, X et XV telle que décrite dans le tableau IV. 
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Tableau IV: Besoins en facteurs de croissance (V, X et XV) en fonction des espèces 

d'Haemophilus. 

Espèces d’Haemophilus Facteur X Facteur V Facteur XV 

H. influenzae - - + 

H. haemolyticus + + + 

H. parainfluenzae - + + 

H. parahaemolyticus - + + 

H. ducreyi - - + 

H. aegyptius + - + 

(-) : Pas de croissance bactérienne ; (+) : Croissance bactérienne 

II.3.4 Identification par spectrométrie de masse  

Le spectromètre de masse Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight 

(MALDI-TOF) est couramment utilisé pour identifier les espèces bactériennes, y compris les 

espèces d'Haemophilus, en analysant la composition des protéines ribosomales dans un 

échantillon. 

II.3.4.1 Principe  

Le principe général du MALDI-TOF repose sur le déplacement des ions de masse et de 

charge différentes soumis à un champ électrique, et la distance parcourue en un temps donné 

est fonction du rapport masse sur charge (m/z). La première étape consiste à mélanger 

l’échantillon à la matrice, l’évaporation des solvants conduisant à la cristallisation de la matrice 

avec l’échantillon. Le mélange ainsi formé est déposé sur un support (plaque métallique). 

Plusieurs techniques de dépôt existent. Les préparations en « couches minces » où l’échantillon 

est déposé sur une couche de matrice préalablement déposée sur la plaque cible pour former de 

larges films minces polycristallins. Les préparations en « gouttes épaisses » ou « gouttes sèches 

» où matrice et échantillon sont mélangés soit dans un tube puis déposés sur la plaque cible, 

soit directement sur la plaque cible. Les préparations en « sandwich » où l’échantillon est 

déposé sur un film de matrice avant d’être lui-même recouvert par une dernière couche de 

matrice. Une fois les échantillons déposés sur la cible, cette dernière est introduite dans le 

spectromètre de masse. Chaque dépôt est soumis à l’action du rayon laser ultra-violet (UV). Le 

rôle de la matrice est d’absorber l’énergie provenant du laser ce qui provoque la vaporisation 

de l’échantillon avec formation d’ions de masses différentes. 
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Les ions ainsi formés, généralement monochargés dans le cas du MALDI, vont être mis 

en mouvement sous l’action d’un champ électrique, et l’analyseur va les séparer en fonction de 

leur rapport m/z. Ils traversent ensuite un certain nombre de grilles d’extraction avant 

d’atteindre le « tube de vol » à l’extrémité duquel se trouve le détecteur. Les ions sont séparés 

selon leur temps de vol, ceux de petite taille atteignant les premiers le détecteur. Le temps de 

vol (time of flight) pour atteindre le détecteur est utilisé pour calculer la masse de chaque 

particule. La somme des ions analysés va former un spectre caractéristique de l’échantillon. 

Classiquement, l’axe des abscisses correspond au rapport masse sur charge (m/z) et l’axe des 

ordonnées à l’intensité relative du signal (Carbonnelle & Nassif, 2011). 

II.3.4.2 Mode opératoire 

L’identification par le MALDI-TOF se fait en 3 étapes dont la préparation du culot, la 

préparation de la matrice et l’analyse sur le spectromètre de masse. 

II.3.4.2.1 Préparation du culot 

À partir d’une culture bactérienne de 18 à 24 heures, un quart d’oese a été prélévé pour 

réaliser une suspension avec 300 µL d’eau distillée stérile dans un tube Eppendorf (1,5 ou 2 

mL). Ensuite, 900 µL d’éthanol absolu ont été ajoutés et le mélange était centrifugé pendant 3 

minutes à 13000 tours/minutes. À cette étape le contenu du tube Eppendorf pouvait être stocké 

à -20°C. 

II.3.4.2.2 Préparation de la matrice 

Le surnageant du mélange précédent a été éliminé. Pour un culot qui a été stocké à -

20°C, une centrifugation à 13000 tours/minutes a été effectué avant d’éliminer tout le 

surnageant. Cinquante microlitres d’acide formique à 70% et 50 µL d’acétonitrile pur (si le 

culot est assez important, ajouter plutôt 100µL) ont été ajoutés au culot. Après centrifugation à 

13000 tours/minute, un spot de 1 µL de surnageant de la souche à tester (fait en doublon) a été 

déposé sur une plaque (sans oublier d’ajouter aussi 1µL de contrôle positif, Escherichia coli) 

et laissé sécher sous la hotte. Un microlitre de matrice constituée d’acide α-Cyano-4-

hydroxycinnamique (Bruker Matrix HCCA) a été déposé  sur chaque spot et laissé sécher avant 

analyse et lecture sur le spectromètre de masse MALDI-TOF (Annexe 14). La correspondance 

de scores était la suivante : 

 pour une valeur de 2,00 à 3,00 ; l’identification est d’une haute confiance, 

 pour une valeur de 1,70 à 1,99 ; l’identification est d’une faible confiance, 

 pour une valeur de 0,00 à 1,69 ; aucune identification n’est possible. 
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II.3.5 Identification des Haemophilus par PCR 

II.3.5.1 Extraction de l’ADN par choc thermique 

II.3.5.1.1 Principe 

Il consiste à fragiliser les parois des cellules bactériennes par des cycles de 

congélation/décongélation (ou chauffage/refroidissement) provoquant la rupture des 

membranes cellulaires. Les débris membranaires et protéiques sont précipités par centrifugation 

et le surnageant contenant les acides nucléiques est utilisé comme extrait. 

II.3.5.1.2 Mode opératoire N°1 d’extraction d’ADN 

Sous un poste de sécurité microbiologique, une colonie pure d’Haemophilus de 18 à 24 

heures a été suspendue dans 50 μL d'eau distillée stérile un tube Eppendorf de 1,5 mL, et 

vortexée (Fisher Scientific). Cette suspension a été portée à 95°C sur un bloc chauffant (VWR) 

pendant 10 minutes, puis refroidie immédiatement à -20°C (Congélateur Easytronic) pendant 

20 minutes. L’opération a été répétée deux fois afin de lyser les bactéries. Après un dernier 

chauffage, une centrifugation à 12000 tours/minute à +4°C (Hettich Rotanta 460R) pendant 

trois minutes a été effectuée. Le surnageant a été transféré dans un second tube Eppendorf 

étiqueté de manière appropriée et utilisé comme extrait d’ADN pour les manipulations 

ultérieures. La conservation de ces extraits était réalisée à -20°C (Congélateur Vestfrost) 

(Freschi et al., 2005). 

II.3.5.1.3 Mode opératoire N°2 d’extraction d’ADN 

Sous un poste de sécurité microbiologique, il a été ajouté quelques colonies de culture 

pure d’Haemophilus dans 700 µL d’eau distillée stérile, le tout dans un tube Eppendorf de 1,5 

mL, et le mélange a été vortexé. La suspension précédente a été congelée pendant 5 à 10 minutes 

dans de la carboglace (ou congélateur). Par la suite, la suspension a été portée à ébullition (à 

100°C environ) pendant 5 minutes  dans un bécher contenant de l’eau distillée (un tourniquet 

était utilisé pour stabiliser les tubes). Enfin, la suspension a été centrifugée à 12000 tours/minute 

pendant 10 minutes et le surnageant a été conservé à -20°C ou utilisé immédiatement pour la 

purification. 
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II.3.5.2 Mode opératoire de purification de l’ADN : QIAquick® PCR 

purification kit 

Il a été introduit 100 µL du surnageant précédent (extrait d’ADN) et 500 µL de tampon 

PB dans un tube Eppendorf de 1,5 mL. L’ensemble a été vortexé et centrifugé (pour faire 

descendre les gouttes). 

Après avoir introduit le mélange précédent  dans la colonne à filtre, la centrifugation a été 

effectuée à 13000 tours/minute pendant 1 minute. Le contenu du tube poubelle a été éliminé. 

Sept cent cinquante mL de tampon PE reconstitué avec 24 mL d’éthanol absolu (96-100°) a été 

ajouté dans la colonne et une centrifugation à 13000 tours/minute a été faite. Le contenu du 

tube poubelle a été éliminé. L’étape d’ajout du tampon PE était répétée. 

Pour l’élution, 50 µL d’eau distillée stérile ont été ajoutés dans la colonne. Après avoir 

laissé agir une minute, une centrifugation à 13000 tours/minute pendant 1 minute a été faite. 

L’éluat constituant l’ADN purifié a été utilisé pour les amplifications ou bien conservé à -20°C. 

II.3.5.3 Amplification des gènes fucK, IgA, ompP2 et hpd 

II.3.5.3.1 Principe  

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique basée sur l’amplification 

enzymatique in vitro de l’ADN permettant d’obtenir un très grand nombre de copies d’une 

séquence d’ADN dans un mélange réactionnel donné et soumis à des cycles thermiques. Les 

cycles thermiques répétés consistent en une dénaturation de l’ADN par chauffage pour séparer 

les deux brins qui le composent, une hybridation des amorces aux extrémités de la séquence 

recherchée, puis une élongation grâce à l’action d’une ADN polymérase thermostable en 

présence des déoxynucléosides triphosphates (dNTP). Cette réaction est réalisée grâce à 

l'utilisation d'un thermocycleur qui maintient les échantillons dans un bloc chauffant, où des 

modifications rapides et contrôlées de la température sont effectuées au cours des différentes 

phases du processus d'amplification (Garibyan & Avashia, 2013). 

II.3.5.3.2 Mode opératoire 

Les amorces spécifiques au type capsulaire ont été utilisées (tableau V): fucK, IgA, 

ompP2 et hpd. Un total de 35,3 µL de mélange réactionnel par échantillon a été préparé qui 

comprenait 16,03 µL d’eau distillée stérile, 4,29 µL de dNTP (5 mM), 4,29 µL de MgCl2 (50 

mM), 0,86 µL diméthyl sulfoxide (DMSO), 0,13 µL de chacune des amorces sens et anti-sens 

(100 µM), 4,29 µL de tampon de PCR (10X), 0,3 µL de Taq polymérase et 5 µL d’ADN purifié. 
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Le programme d’amplification était le même pour les 4 gènes. La prédénaturation a été 

effectuée à 94 °C pendant une minute, suivie de 28 cycles comprenant une dénaturation à 92 

°C pendant 30 secondes, une hybridation à 55 °C pendant 30 secondes et une élongation à 72 

°C pendant 30 secondes et une dernière extension à 72 °C pendant 7 minutes. 

Tableau V: Caractéristiques des amorces des pour l’amplification des gènes fucK,  IgA, 

ompP2 et hpd (Deghmane et al., 2019). 

Gène Amorce Séquence 5'-3' 
Taille 

(pb) 

Taille des 

amplicons 

(pb) 

Fuculose kinase 

(Emma Meats et al., 

2003) 

fucK_For ACCACTTTCGGCGTGGATGG 20 

560 

fucK_Rev AAGATTTCCCAGGTGCCAGA 
20 

Protéase 

immunoglobuline A 

(Vitovski et al., 

2002) 

IgA_For GTTCCACCACCTGCGCCTGCTAC 23 

1257 

IgA_Rev GTTATATTGCCCCTCGTTATTCA 

23 

Protéine de la 

membrane externe 

(Binks et al., 2012) 

ompP2_For GTTCACGTTTCCACATTAAAGC 22 

186 

ompP2_Rev CACGACCAAGTTTTACTTCAC 
21 

Protéine D (Wang 

et al., 2011) 

hpd_For GGTTAAATATGCCGATGGTGTTG 23 
151 

hpd_Rev TGCATCTTTACGCACGGTGTA 21 

Protéine de la 

membrane externe 

ompP2_For ATAACAACGAAGGGACTAACG 21 
997 

ompP2_Rev ACCTACACCCACTGATTTTTC 21 

 

II.3.5.4 Analyse des produits PCR: électrophorèse 

L'électrophorèse sur gel des produits de PCR conventionnelle est la méthode standard 

pour analyser la qualité de la réaction et le rendement. 

II.3.5.4.1 Principe d'électrophorèse 

Elle consiste à séparer les particules chargées les unes des autres en fonction des 

différences de vitesse de migration sous l’effet d’un champ électrique généré entre deux 

électrodes (anode et cathode). En raison du potentiel électrique entre ces deux électrodes, les 

acides nucléiques chargés négativement migrent vers l'anode chargée positivement. La distance 

parcourue étant fonction de la charge et du poids moléculaire. 

II.3.5.4.2 Mode opératoire 

Dans un gel d’agarose à 2% ou 3% additionné de gel green ou de bromure d’éthydium 

(révélateur) préalablement préparé et coulé dans une cuve d’électrophorèse (ABgene), 8 µL de 

chaque produit d’amplification ont été mélangés à 4 µL de tampon de dépôt et ont été déposés 
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dans les différents puits du gel. Après une migration à 120 volts pendant 60 minutes, le gel a 

été photographié sous UV à l’aide d’un transilluminateur. La migration des amplicons 

(marqueur de poids moléculaire, échantillons, contrôles positifs et négatifs) était faite en 

parallèle avec celle du marqueur de poids moléculaire (ABgene, Electro-Fast® Marker). 

II.3.5.4.3 Interprétation 

Une espèce était considérée comme H. influenzae lorsque le gène ompP2 était amplifié 

ou les trois gènes fuck, hpd et iga amplifiés simultanément. Les autres espèces considérées non 

H. influenzae étaient négatives aux gènes ompP2, fucK et/ou hpd (Theodore et al., 2012) 

(Annexe 15) 

II.3.6 Séquençage du génome entier 

La technologie Illumina a été utilisée pour le séquençage du génome entier. 

II.3.6.1 Principe du séquençage Illumina 

Le séquençage de Illumina est une technique utilisée pour déterminer l’ordre des 

nucléotides dans l’ADN, également appelé séquençage d’ADN. Cette méthode de séquençage 

utilise des colorant-terminateurs réversibles qui permettent l'identification de bases simples 

lorsqu'elles sont introduites dans des brins d'ADN. Ici, les molécules d'ADN sont hybridées à 

des oligonucléotides qui sont liés à la surface de verre recouverte de polymère d'une cellule de 

flux. Les matrices sont amplifiées par les enzymes et les réactifs en écoulement dans les canaux 

de la cellule de débit. Une fois amplifiées, ces molécules forment des groupes d'amplicons, 

chacun d'entre eux étant dérivé d'une molécule matrice unique. Les grappes sont ensuite 

utilisées comme matrices pour le séquençage par synthèse à l'aide de désoxyribonucléotides à 

terminaison réversible fluorescente (Quail et al., 2009). 

II.3.6.2 Extraction du culot d’ADN génomique 

Avec 3 mL de tampon phosphate 0,15 M, pH 7,2, une suspension bactérienne d’une 

densité optique (D.O= 1) a été préparée à l’aide d’un densitomètre (Ultrospec 10 cell density 

meter, Amersham Biosciences). Deux mL de la suspension 1 D.O ont été transférés dans un 

tube Eppendorf de 2 mL et centrifugés à 13000 tours/minute pendant 5 minutes. Après 

centrifugation, le surnageant a été éliminé et le culot constituant l’ADN génomique était 

conservé à -20°C en attendant le séquençage du génome entier. 
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II.3.6.3 Mode opératoire du séquençage Illumina 

L'ADN génomique a été extrait avec le système MagNA Pure 96 (Roche Molecular 

System, Pleasanton, USA). La préparation de la banque de séquençage a été réalisée avec le kit 

de préparation de la banque d’ADN Nextera® XT (Illumina, San Diego, États-Unis) et le 

séquençage du génome entier a été effectué avec la technologie Illumina (NextSeq 500, 

Illumina) avec des brins à extrémités appariées de 150 pb et une profondeur de séquençage de 

50X (Quail et al., 2009). Tous les assemblages de novo ont été générés à l’aide de SPA des 3.10 

(CAB, Université d’État de Saint-Pétersbourg, Russie). Les séquences sont disponibles sur la 

base de données PubMLST https://pubmlst.org/hinfluenzae/ (Jolley et al., 2018). Les données 

de séquençage du génome entier ont été utilisées pour les différentes analyses moléculaires. 

II.3.7. Identification des espèces Haemophilus par BLAST et par ribosomal 

Multilocus Sequence Typing 

Le génome entier de chaque isolat avait fait l’objet d’identification par BLAST dans le 

site The National Center for Biotechnology Information (NCBI) et par  par ribosomal 

Multilocus Sequence Typing (rMLST) dans le site Public databases for molecular typing and 

microbial genome diversity (PubMLST). 

Le BLAST du génome entier et des gènes rpoB et gyrA extraits dans la base de données 

PubMLST (https://pubmlst.org/hinfluenzae/) et soumis dans NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) où les scores d’identification étaient pris en considération pour 

les plus élévés. 

L’identification des Haemophilus par rMLST était effectuée en soumettant le génome entier de 

chaque isolat séquencé dans la base PubMLST (https://pubmlst.org/hinfluenzae/) via l’outil 

génome comparator. Les 53 gènes codant pour les sous-unités protéiques du ribosome bactérien 

(gènes rps) obtenus ont été analysés avec l’outil SplitsTree4 (version 4.14.6)  pour la sélection 

de l’espèce du genre Haemophilus. 

II.3.8 Analyse de la diversité génétique 

Les caractéristiques phylogénétiques des Haemophilus ont été évaluées à partir d’arbres 

phylogénétiques pour tous les isolats. Les sept gènes de ménage connus d'Haemophilus 

influenzae ont été recherchés: l’adénylate kinase (adk), la sous-unité Gamma (atpG) de l'ATP 

synthétase F1, la fumarate réductase iron sulphur protein (frdB), la fuculokinase (fucK), la 

malate déshydrogénase (mdh), glucose-6-phosphate isomérase (pgi), protéine recA (recA). 

https://pubmlst.org/hinfluenzae/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://pubmlst.org/hinfluenzae/
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Les données de séquençage du génome entier ont été utilisées pour déduire les 

sequences types (ST) conformément au schéma Multilocus Sequence Typing (MLST) (E. 

Meats et al., 2003). Les données de séquençage du génome entier ont également été analysées 

à l'aide d'une approche «gène par gène» utilisant la souche de référence annotée (Rd KW20) 

sur la Base de données BIGSdb (Bacterial Isolate Genome Sequence Database) sur PubMLST 

(Jolley & Maiden, 2010).  

SplitsTree4 (version 4.14.6) a été utilisé pour visualiser les matrices de distance 

résultantes sous forme de réseaux phylogénétiques (Neighbour-net networks) (Huson & Bryant, 

2006) pour tous les isolats à partir de l'alignement des séquences protéiques des gènes ftsI, gyrA 

et rpoB. Les alignements multiples des protéines déduites des gènes rpoB, gyrA et ftsI ont été 

réalisés avec Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

L’arbre Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) des séquences de H. 

influenzae a été construit à partir des sept loci MLST et a également permis la comparaison de 

profils alléliques pour les isolats avec des données complètes de MLST. L'ensemble des isolats 

de H. influenzae a été analysé en utilisant "Gene Comparator" sur le site PubMLST sur la base 

du génome entier contre les loci de la souche de référence Rd KW20. 

II.3.9 Analyses statistiques 

La spécificité analytique a été définie comme étant la capacité du test à distinguer les 

organismes cibles des organismes non cibles en fonction des techniques d’identification des 

Haemophilus. Le coefficient Kappa de Cohen avec un intervalle de confiance à 95% a été 

calculé pour décrire dans quelle mesure le rMLST était en accord avec les autres techniques 

d’identification. Les valeurs de Kappa ont été interprétées comme suit: Kappa = 0,00-0,20, 

accord faible; Kappa = 0,21-0,40, accord équitable; Kappa = 0,41-0,60, accord modéré; Kappa 

= 0,61-0,80, bon accord; Kappa = 0,81-1,00, accord presque parfait (Landis & Koch, 1977).  

La recherche de relation entre les ST générées dans cette étude et les ST existant dans 

la base de données mondiale MLST a été évaluée à l'aide de l’eBURST. Les ST générées par 

MLST ont été soumises à l'analyse eBURST dans le logiciel Phyloviz 2.0 afin de les affecter 

aux complexes clonaux (Feil et al., 2004; Francisco et al., 2009; Ribeiro-Gonçalves et al., 

2016). L’indice de diversité de Simpson qui mesure la diversité entre les isolats a été calculé 

dans Phyloviz. La plage de cet indice est comprise entre 0 et 1. Des scores élevés (près de 1) 

indiquent une grande diversité tandis que des scores faibles (proches de 0) indiquent une faible 

diversité.

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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II.4 SÉROTYPAGE D’Haemophilus influenzae  

Les sérotypes ont été déterminés biochimiquement (séro-agglutination) et confirmés par 

l'amplification (PCR) des gènes capsulaires et la comparaison des séquences cibles extraites du 

génome entier.  

II.4.1 Séro-agglutination des isolats d’Haemophilus influenzae 

II.4.1.1 Principe 

Le sérotypage par agglutination implique une réaction dans laquelle un antigène du 

microorganisme réagit avec l’anticorps correspondant. Cette réaction in vitro entraîne une 

formation d’agrégats macroscopiques appelée agglutination. La réaction homologue souhaitée 

doit être rapide et créer une liaison forte (affinité élevée) présentant une réversibilité faible 

(avidité élevée). Comme l’antigène du microorganisme peut agglutiner un anticorps produit en 

réponse à une infection par d’autres espèces bactériennes, des réactions hétérologues sont 

possibles. De telles réactions inattendues voire imprévisibles peuvent entacher d’incertitude 

l’identification sérologique. Une réaction d’agglutination homologue positive doit concorder 

avec l’identification du microorganisme sur la base de ses caractéristiques biochimiques et 

morphologiques (BD, 2016). 

II.4.1.2 Précautions ou conditions préopératoires 

Avant d’utiliser le réactif ImmuLexTM (SSI Diagnostica, Danemark), les antisera étaient 

sortis du réfrigérateur afin qu’ils s’équilibrassent à la température ambiante (25°C) avant de 

procéder aux tests. Une colonie de H. influenzae était mise en suspension dans 200 µL de 

tampon phosphate salin (pH 7,4). 

II.4.1.3 Test d’auto-agglutination de l’isolat 

À l’aide d’un ensemenceur, il a été prélevé une pleine anse de culture bactérienne (de 

18 à 24 heures) à analyser de la gélose au chocolat et transféré dans une goutte (environ 35 μl) 

de solution saline (NaCl) stérile à 0,85 %, le tout sur une lame propre stérile. La lame a été 

agitée pendant une minute par un mouvement de rotation pour observer si une réaction 

d’agglutination se produisait. Si une agglutination se produisait (auto-agglutination), la culture 

n’était pas pure et ne pouvait pas être testée. Elle était reisolée sur gélose au chocolat, incubée 

et testée de nouveau le lendemain. Si aucune réaction d’auto-agglutination n’était observée, le 

test de séro-agglutination des Haemophilus influenzae pouvait être réalisé. 
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II.4.1.4 Test d’agglutination 

Une identification sérotypique présomptive des isolats de culture avec le réactif 

ImmuLexTM H. influenzae Polyvalent antiserum a été effectuée puis à des tests avec les 6 

antiséra monospécifiques (sérotypes a, b, c, d, e et f) pour les cas positifs à l’identification 

présomptive. 

Une goutte du réactif ImmuLexTM H. influenzae antiserum à tester était déposée sur une 

lame à agglutination et à l’aide d’une micropipette, 10 µL de suspension bactérienne à analyser 

était transférée dans la goutte d’antisérum et bien mélangée avec un bâtonnet stérile à usage 

unique. La lame était agitée par un mouvement circulaire pour observer si une réaction 

d’agglutination se produisait. 

II.4.1.5 Lecture et interprétation 

S’agissant des isolats à tester, une agglutination constituait un résultat positif si cela se 

produisait dans les 20 secondes (Figure 13). Toute agglutination après 30 secondes était 

considérée comme une réaction négative. 

 

Figure 13: Test de séro-agglutination des isolats d’Haemophilus influenzae 

De gauche à droite, une réaction positive et une réaction négative.  

Les antiséra étaient immédiatement rangés au réfrigérateur (+4 °C)  après usage pour éviter la 

perte d'activité de liaison des anticorps. 

II.4.2 Identification du type capsulaire des Haemophilus influenzae par PCR 

La nature typable ou non de tous les isolats était confirmée par PCR. La présence ou 

non du gène à la fois spécifique au gène de transport de la capsule bexA et le sérotype (ou type 

capsulaire) était confirmée par PCR en utilisant des amorces décrites par Falla et al. (tableau 

VI) (Falla et al., 1994). La présence le gène bexA déterminait qu’un isolat était capsulé. Des 
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amplifications ultérieures étaient effectuées ensuite pour déterminer la présence de chacun des 

six types de capsule individuellement (sérotype a, b, c, d, e et f). 

II.4.2.1 Mode opératoire N°1 

Les amorces spécifiques au type capsulaire ont été utilisées (tableau VI): bexA, hia, hib, 

hic, hid, hie et hif. Un total de 50 µL de mélange réactionnel par échantillon a été préparé qui 

comprenait 25,2 µL d’eau distillée stérile, 2 µL de dNTP (5 µM), 2,5 µL de MgCl2 (25 mM), 

5 µL de chacune des amorces sens et anti-sens (10 µM), 5 µL de tampon de PCR (10X), 0,3 µL 

de Taq polymérase et 5 µL d’ADN extrait. 

Un isolat non typable (non capsulé) de H. influenzae a été utilisé comme contrôle négatif 

et des souches capsulées de H. influenzae correspondantes ont été utilisées comme témoins 

positifs. L'amplification selon chaque séquence cible était commune comme suit: la 

dénaturation initiale a été effectuée à 94 °C pendant 5 minutes, suivie de 35 cycles comprenant 

une dénaturation à 94 °C pendant 30 secondes, une hybridation à 50 °C pendant 30 secondes et 

une élongation à 72 °C pendant 1 minute et une dernière extension à 72 °C pendant 7 minutes. 

II.4.2.2 Mode opératoire N°2 

Les résultats de cette amplification ont été confirmés par un deuxième protocole 

(Tableau VI). 

Un total de 35,3 µL de mélange réactionnel par échantillon a été préparé qui comprenait 16,03 

µL d’eau distillée stérile, 4,29 µL de dNTP (5 mM), 4,29 µL de MgCl2 (50 mM), 0,86 µL 

DMSO, 0,13 µL de chacune des amorces sens et anti-sens (100 µM), 4,29 µL de tampon de 

PCR (10X), 0,3 µL de Taq polymérase et 5 µL d’ADN purifié. 

L'amplification selon chaque séquence cible était commune comme suit: la dénaturation 

initiale a été effectuée à 94 °C pendant une minute, suivie de 28 cycles comprenant une 

dénaturation à 92 °C pendant 30 secondes, une hybridation à 55 °C pendant 30 secondes et une 

élongation à 72 °C pendant 30 secondes et une dernière extension à 72 °C pendant 7 min. 
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Tableau VI: Caractéristiques des amorces des types capsulaires et des amplicons 

Cible (Type capsulaire) 
Amorce Sequence (5’-3’) Taille (pb) 

Taille des 

amplicons (pb) 

bexA 

bexA1 For CGTTTGTATGATGTTGATCCAGAC 24 
342 

bexA1 Rev TGTCCATGTCTTCAAAATGATG 22 

bexA H11 For GTCGTTTGTATGATGTTGATC 21 
349 

bexA H12 Rev GCTTTGTCCATGTCTTCAAAA 21 

Sérotype a (hia) hia For CTACTCATTGCAGCATTTGC 20 
285 

hia Rev GAATATGACCTGATCTTCTG 20 

Sérotype b (hib) hib For GCGAAAGTGAACTCTTATCTCTC 23 
482 

hib Rev GCTTACGCTTCTATCTCGGTGAA 23 

Sérotype c (hic) 

hic1 For TCTGTGTAGATGATGGTTCA 20 
258 

hic1 Rev CAGAGGCAAGCTATTAGTGA 20 

hic2 For TCTGTGTAGATGATGGGTCA 20 
390 

hic2 Rev CAGAGGCAAGCTATTAGTGA 20 

Sérotype d (Hid) hid For TGATGACCGATACAACCTGT 20 
146 

hid Rev TCCACTCTTCAAACCATTCT 20 

Sérotype e (Hie) 

hie1 For ACTAAAATATGGCCCAAACCCAC 23 
88 

hie1 Rev CCGATGAGCCCAAGTATGATGA 22 

hie2 For TTTGGTAACGAATGTAGTGGTAG 23 
588 

hie2 Rev ATAGCTTTACTGTATAAGTCTAG 23 

Sérotype f (Hif) hif For GCTACTATCAAGTCCAAATC 20 
456 

hif Rev CGCAATTATGGAAGAAAGCT 20 

For : Brin sens ; Rev : Brin anti-sens 
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II.4.2.3 Révélation 

Après amplification, 8 µL de l’amplicon ont été mélangés à 5 µL de tampon de charge 

(1X) pour l’électrophorèse sur gel d’agarose à 2% préparé avec du gel green. La visualisation 

a été réalisée sous transilluminateur UV (marque) et la taille des différentes cibles sont celles 

rapportées dans le tableau VI (voir annexe 15 pour les gels d’électrophorèse).  

II.4.3 Analyses statistiques 

La distribution des variables catégorielles a été comparée en utilisant le test du Khi-deux 

de Pearson. Ce test a été utilisé pour évaluer l’association entre le type capsulaire et les 

paramètres sociodémographiques et cliniques. Les variables catégorielles ont été exprimées 

sous forme de fréquence tandis que les variables quantitatives ont été exprimées sous forme de 

médiane avec écart interquartile (EI). La valeur seuil de significativité a été fixée à 0,05. 
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II.5 ANTIBIOGRAMMES ET ANALYSES DES MODIFICATIONS 

MOLÉCULAIRES ASSOCIÉES À LA RÉSISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES 

La sensibilité des isolats d’Haemophilus aux antibiotiques était testée par la méthode de 

diffusion ou méthode des disques sur  gélose Muller Hinton au sang de cheval défibriné 5% 

(MHF) et additionnée de β-nicotinamide adénine dinucléotide (β-NAD) à 20 µg/mL en suivant 

les recommandations du Comité de l'antibiogramme de la Société Française de Microbiologie 

(CASFM/EUCAST) ((CASFM), 2015). Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont 

été déterminées à partir des Epsilometer tests (E-tests). L’activité céfinase a également été 

recherchée. 

II.5.1 Détermination de l’activité bêta-lactamase (céfinase) 

Les disques de céfinase sont destinés à être utilisés dans le dépistage rapide des colonies 

isolées de plusieurs bactéries parmi lesquelles les Hameophilus pour la production de bêta (β)-

lactamase (EC 3.5.2.6). 

II.5.1.1 Principe 

L’activité β-lactamase consiste à une hydrolyse de la liaison amide dans le cycle bêta-

lactame des β-lactamines (pénicillines et céphalosporines) et il en résulte une résistance à ces 

antibiotiques. Certaines bactéries ont la propriété de produire des enzymes capables d’inactiver 

les antibiotiques de la famille des β-lactamines. La production de ces enzymes est très souvent 

le signe d’une résistance aux β-lactamines. Le réactif céfinase est constitué de disque de papier 

imprégné de céphalosporine chromogène (la nitrocéfine), qui présente un changement de 

couleur très rapide du jaune au rouge dû au fait que la liaison amide dans le cycle β-lactame est 

hydrolysée par une β-lactamase. Lorsqu'une bactérie produit une enzyme présente en quantités 

importantes, le disque de couleur jaune devient rouge dans la zone où l'isolat est étalé 

(Montgomery et al., 1979; O'Callaghan et al., 1972). La réaction enzymatique est la suivante : 

 

Noyau β-lactame     Eau       Acide β-amino substitué 
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II.5.1.2 Mode opératoire 

À l’aide d’une pince stérile sous un poste de sécurité microbiologique, le disque de 

nitrocéfine (bioMérieux) était retiré du flacon et placé sur une boîte de Pétri vide ou une lame 

propre afin que le disque revienne à la température ambiante. Les autres disques inutilisés 

restant étaient rangés immédiatement dans le congélateur (-20°C). Le disque de nitrocéfine était 

humidifié avec de l’eau déminéralisée stérile (eau distillée). À l’aide d’une oëse stérile, 

quelques colonies isolées de culture de 18 à 24 heures d’Haemophilus étaient prélevées et 

étalées sur la surface du disque.  

II.5.1.3 Lecture et interprétation 

Une coloration rouge-violacée se développait plus ou moins rapidement (en général une 

minute) pour les isolats ayant une activité β-lactamase (réaction positive). La réaction était 

considérée comme négative si aucune coloration n’apparaissait au bout d’une heure (Figure 

14).  

 

Figure 14: Activité β-lactamase 

II.5.2 Test de sensibilité des Haemophilus par la méthode de diffusion 

II.5.2.1 Préparation de l’inoculum 

A partir d’une culture visible du prélèvement réalisée sur milieu chocolat-polyvitex, il 

a été réalisé une suspension bactérienne en solution salée (NaCl 0,85% Medium) à l’aide d’un 

densitomètre (Densimat BioMérieux) pour obtenir une dilution densité égale à 0,5 McFarland, 

ce qui correspondait à un inoculum d’environ 2 x107 colonies formant une unité (CFU)/mL. 

Pour ce faire, il a été prélevé plusieurs colonies de même morphologie afin d’éviter de 

sélectionner un variant atypique. Ces colonies ont été mises en suspension en milieu salé avec 

une öese stérile ou un écouvillon en coton. L’ajustement de la densité bactérienne au tube 0,5 

McFarland, se faisait par ajout soit de la solution saline ou soit des bactéries. 

L’EUCAST recommande un inoculum de densité de 0,5 McFarland. Cependant, il peut être 

utile si la lecture de l’antibiogramme est difficile en raison de la densité bactérienne de répéter 
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l’analyse avec un inoculum 0,5 McFarland dilué au 1/50ème (soit 200 µL de l’inoculum 0,5 

McFarland dans 4,8 mL d’eau distillée stérile) ; ce qui a été fait. 

II.5.2.2 Ensemencement de la gélose 

L’inoculum bactérien doit idéalement être employé dans les 15 minutes qui suivent sa 

préparation. Son emploi doit être fait au plus tard dans les 60 minutes qui suivent sa préparation. 

Les ensemencements étaient faits par étalement ou par inondation des milieux de culture. Par 

étalement, le coton tige était immergé dans la suspension, essoré, puis des stries paralleles 

(angle de 60°  x 3) étaient réalisées à partir de la dilution 0,5 McFarland sur la gélose MHF-β-

NAD. Par inondation, l’inoculum 0,5 McFarland dilué au 1/50ème était utilisé pour couvrir le 

milieu de culture et l’excès de liquide était éliminé à l’aide de pipettes Pasteur sur les parois des 

boites de Pétri inclinées sous la hotte. Le dépôt des disques d’antibiotiques ou des bandelettes 

E-tests ne se faisait que lorsque les boîtes ensemencées étaient bien sèches.  

II.5.2.3 Dépôt des disques imprégnés d’antibiotique et des bandelettes E-test 

Les disques ou les bandelettes E-tests ont été déposés fermement à la surface de la gélose 

inoculée et séchée, à l’aide d’une pince stérilisée. Le contact avec la surface de la gélose devait 

être étroit. Les disques une fois déposés ne pouvaient être déplacés à cause de la diffusion très 

rapide des antibiotiques. Un maximum de six disques ou de 2 bandelettes E-tests convenait pour 

les boîtes de pétri de 90 mm de diamètre. 

Les antibiotiques (structures en Annexe 16) utilisés étaient: ampicilline (API2, 2 µg), 

l’amoxicilline+Acide clavulanique (AMC2 / 1, 20/10 µg), céfotaxime (CTX30, 30 µg), 

ceftriaxone (CRO30, 30 µg), chloramphénicol (CHL30, 30 µg), ciprofloxacine (CIP5, 5 µg), 

acide nalidixique (NAL30, 30 µg), céfuroxime (CXM30, 30 µg), 

triméthoprime/sulfamethoxazole (cotrimoxazole) (SXT25, 25 µg), gentamicine (GEN15, 15 

µg), tétracycline (TET30, 30 µg), rifampicine (RIF30, 30µg), érythromycine (ERY15, 15 µg), 

triméthoprime (TMP5, 5µg) et sulfonamide (SSS, 300µg). 

Remarque : Les CMI E-tests étaient déterminées en fonction de la présence ou de 

l’absence de l’activité β-lactamase des isolats d’Haemophilus. Ainsi pour les isolats β-

lactamases positives, les CMI pour ceftriaxone (CRO), céfotaxime (CTX) et amoxicilline/acide 

clavulanique (XL) ont été déterminées. Pour les isolats β-lactamases négatives, les CMI 

d’amoxicilline et céfotaxime ont été déterminées. 
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II.5.2.4 Incubation des boîtes de Pétri 

Les boîtes  de Pétri ont été retournées et incubées idéalement dans les 15 minutes qui 

suivaient le dépôt des disques, sans dépasser 30 minutes. Si elles étaient abandonnées à 

température ambiante après dépôt des disques, la pré-diffusion des antibiotiques pouvait 

engendrer des zones d’inhibition faussement agrandies. L’incubation des boîtes était faite à 

35±2°C en présence de 4 à 6% CO2 en aérobiose pendant 16 à 24 heures. 

II.5.2.5 Lecture des boîtes après incubation 

Un inoculum et un ensemencement corrects devaient conduire à une culture confluente. 

La culture devait être répartie sur toute la surface de la gélose de façon à obtenir des zones 

d’inhibition circulaire (voir figure 15). 

La bordure de la zone d’inhibition devait être lue à l’œil nu et au niveau de la complète 

inhibition de la culture ; la boîte étant placée à 30 cm de l’œil. Les diamètres des zones 

d’inhibition étaient mesurés au millimètre le plus proche avec un pied à coulisse. 

II.5.2.6 Interprétation des résultats 

L’interprétation des diamètres des zones d’inhibition a été faite par référence au CASFM 

(annexe 17 : concentrations critiques). 

Les phénotypes de résistance aux différentes familles d’antibiotiques étaient déterminés sur 

la base des valeurs des diamètres d’inhibition des disques d’antibiotiques obtenus sur gélose 

MHF. Pour chacune des isolats d’Haemophilus, les résistances de haut niveau et celles de bas 

niveau (mono résistance) étaient déterminées vis-à-vis de l’ensemble des antibiotiques testés. 

La multi résistance était définie comme une résistance à au moins deux classes d'antibiotiques. 

 

Figure 15: Inhibition de la croissance bactérienne 
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II.5.3  Conservation des isolats d’Haemophilus 

Le nombre de cryotubes nécessaire était disposé dans un portoir, à raison de deux 

cryotubes par échantillon de culture des isolats sur gélose chocolat polyvitex à 35° C (18-24 

heures). Ces isolats étaient conservés dans le bouillon cœur-cervelle avec 10% glycérol. Les 

références de chaque  isolat à conserver étaient notées sur les cryotubes. A l’aide d’une anse 

stérile, il a été prélevé plusieurs colonies de la culture pure et introduite dans le milieu de 

conservation. Les tubes étaient ensuite bien refermés, rangés dans une boîte de congélation et 

conservés au congélateur à -80°C. 

II.5.4 Analyse des modifications moléculaires associées des espèces Haemophilus à 

la résistance aux antibiotiques 

L’analyse mutationnelle visait à détecter les modifications génétiques impliquées dans 

la résistance aux antibiotiques des espèces Haemophilus isolées. Les séquences des gènes cibles 

extraits du génome entier (confère section II.3.6 Séquençage du génome entier) étaient utilisées 

pour déduire les séquences d'acides aminés des isolats résistants en les comparant à celles des 

isolats sensibles. 

 À partir des données de séquençage du génome entier, les mutations et séquences de 

gènes d’enzyme associées à la résistance aux antibiotiques ont été extraites du site web 

http://pubmlst.org/hinfluenzae/ et https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Après extraction des 

séquences nucléotidiques des isolats sensibles et résistants, elles ont été traduites sur le site Web 

EMBOSS: transeq–Bioinformatics (https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/) et 

alignées pour la recherche d’éventuelles mutations dans le site Web Multiple Sequence 

Alignment - CLUSTALW – GenomeNet (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw).  

 

II.5.4.1 Identification des mutations de la PLP3  des isolats d’Haemophilus 

resistants aux bêta-lactamines  

Pour les modifications associées à la résistance aux β-lactamines, trois approches étaient 

investiguées : la production de β-lactamases, les mutations du gène ftsI codant pour la protéine 

de liaison à la pénicilline 3 (PLP3) ou par une combinaison des deux mécanismes. L’un des 

mécanismes impliqué dans la résistance des Haemophilus aux bêta-lactamines est l'altération 

de la protéine de liaison à la pénicilline 3 (PLP3) résultant de mutations du gène ftsI. Pour 

identifier les mutations de la PLP3, cette portion a été extraite du génome entier. Lorsque le 

gène ftsI ne pouvait pas être extrait du génome entier,  un fragment interne du gène ftsI a été 

http://pubmlst.org/hinfluenzae/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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amplifié et séquencé par la méthode de Sanger. Le type de β-lactamases a été classé comme 

ROB-1 ou TEM-1 par des comparaisons de séquences d'ADN. Les mutations dans le gène ftsI 

codant pour PBP3 ont été déterminées par analyse de séquences.  

II.5.4.1.1 Amplification du gène ftsI 

Pour l’amplification du gène ftsI, un volume total de 50 µL de mélange réactionnel par 

échantillon a été préparé. Le mélange comprenait : 31,2 µL d’eau distillée stérile, 2 µL de 

dNTPs (5 μM de chacun), 5 µL de MgCl2 (25 mM), 2 µL d’amorce sens et anti-sens (fts1, 10 

μM) avec les caractéristiques du tableau VII, 0 ,3 µL de Taq polymérase (High-fidelity), 5 µL 

de tampon (10X) et 5 µL d’extrait d'ADN. 

Tableau VII: Caractéristiques des amorces du gène ftsI 

Amorce Sequence (5’-3’)* 
Séquence 

cible ftsI ** 

fts1For GTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGTTAATGCGTAACCGTGCAATTAC 936-960 

fts1Rev TTGTGAGCGGATAACAATTTCACCACTAATGCATAACGAGGATC 1640-1617 

* Comprend la région adaptatrice (en vert) permettant la fixation des amorces de séquençage. 

** La numérotation des nucléotides se réfère à celle de la séquence ftsl1 de H. influenzae Rd 

KW20 (ATCC 51907), numéro d’accession L42023 

For : séquence sens 

Rev : séquence anti-sens 

Le programme d'amplification était celui du tableau VIII ci-dessous: 

Tableau VIII: Programme d’amplification du gène ftsI 

Etape Température (°C) Durée Nombre de cycle 

Dénaturation 94 3 minutes / 

Dénaturation 94 30 secondes   

Hybridation 50 30 secondes 10 

Elongation 72 40 secondes   

Dénaturation 94 30 secondes   

Hybridation 60 30 secondes 30 

Elongation 72 40 secondes   

Elongation 

Finale 
72 5 minutes 1 

Conservation 4 ∞ / 
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Une fois le programme terminé, les fragments amplifiés de taille 705 pb ont été visualisés au 

transilluminateur UV après migration sur gel d’agarose 1% (30 minutes à 90 volts). 

II.5.4.1.2 Purification des produits d’amplification du gène ftsI 

Sur la plaque de 96 puits d’ultrafiltration (par centrifugation Millipore Multiscreen™ 

Assay System), 300 µL  de gel de sépharose CL-6B ont été déposés par puit. Une centrifugation 

à 1500 tours/minutes pendant 3 minutes (Eppendorf Centrifuge 5810R) a été faite sur une 

plaque poubelle. Après centrifugation, la plaque poubelle a été vidée et remplacée par une 

plaque de 96 puits neuve (ABgene Thermo-Fast® 96 Detection plate). Les amplicons ont été 

déposés sur le gel de sépharose de la plaque 96 puits et une autre centrifugation pendant 3 

minutes à 1500 tours/minutes a été faite. L’éluat recueilli dans la plaque ABgene Thermo-Fast® 

96 a été soumis au séquençage Sanger. 

II.5.4.1.3 Séquençage Sanger 

II.5.4.1.4 Principe 

C’est un séquençage de première génération pour déterminer la succession des 

nucléotides composant l’ADN. Il repose sur l’allongement d’un brin d’ADN complémentaire 

par l’ADN polymérase, en présence d’un brin d’ADN matrice, de 4 désoxyribonucléosides 

triphosphates (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), d’un oligonucléotide (amorce) hybridé au brin 

matrice et d’un analogue didésoxyribonucléotide (ddNTP). Lorsqu’un ddNTP est incorporé par 

la polymérase, celui-ci agit comme un terminateur de chaine, bloquant tout allongement 

ultérieure. Cette incorporation se produit de manière aléatoire, avec une fréquence dépendant 

du rapport de la concentration du ddNTP sur celle du dNTP correspondant (Ahakoud, 2015). 

II.5.4.1.5 Mode opératoire 

Les amorces de concentrations 1 µM pour le séquençage étaient les suivantes : 

Seq-ftsI For 5’-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA-3’ 

Seq-ftsI Rev 5’-TTGTGAGCGGATAACAATTTC-3’ 

Le mélange réactionnel de volume total de 20 µL pour le séquençage utilisant le BigDye® 

Terminator v3.1 cycle sequencing kit par échantillon comprenait 7,8 µL d’eau distillée, 3,2 µL 

de chacune des amorces, 3 µL de tampon de PCR (5X), 2 µL de BigDye V3.1 et 4 µL d’éluat 

(amplicon ftsI purifié, quantité minimum de 20 ng). 
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II.5.4.1.6 Amplification  

Le programme d’amplification de la portion du gène à séquencer a été établi selon le 

tableau IX ci-dessous : 

Tableau IX: Programme d’amplification de la portion du gène ftsI à séquencer 

Etape Température (°C) Durée Nombre de cycle 

Dénaturation 96 1 minute / 

Dénaturation 96 10 secondes   

Hybridation 50 5 secondes 25 

Elongation 60 4 minutes   

Refroidissement 4 ∞ / 

 

I.5.4.1.7 Purification des produits de séquençage 

Le kit de nettoyage clean-up kit, NucleoSEQ® (Macherey-Nagel.) a été utilisé pour la 

purification des produits d’amplification destinés aux réactions de séquence. 

II.5.4.1.7.1 Principe de base 

Les colonnes de NucleoSEQ® sont conçues pour la purification rapide et efficace des 

acides nucléiques. L’utilisation d’un gel d'exclusion dans un format de colonne de 

centrifugation pratique permet l'élimination fiable des plus petites molécules des acides 

nucléiques. Les impuretés, par exemple, des sels, un excès de marqueur, des nucléotides, des 

traces de solvants organiques, les amorces sont retenues par la colonne tandis que les acides 

nucléiques d'intérêt sont récupérés avec un rendement élevé. Les colonnes sont pré-remplies 

avec une matrice d'exclusion de taille (Macherey-Nagel, 2017).  

II.5.4.1.7.2 Mode opératoire 

Il était recommandé de ne pas utiliser plus de 1– 2 µL de Big Dye® Ready reaction mix 

dans une réaction de séquençage de 20 µL afin d'éviter de surcharger la colonne. 

Les colonnes NucleoSEQ® étaient centrifugées à 750 g pendant 30 secondes pour recueillir la 

matrice de gel sec au fond de la cartouche. Six cent µL d'eau distillée y étaient ajoutées et il 

s’en suivait un vortexage pour hydrater la matrice de gel. Les bulles d'air produites étaient 

éliminées en vortexant ou en tapotant la colonne. L’ensemble était incubé au moins 30 minutes 

ou pendant une nuit pour hydrater la matrice de gel. L'incubation pouvait être réalisée à 

température ambiante ou à 4 °C. Les colonnes hydratées pouvaient être conservées à 4 °C 

pendant 14 jours maximum.  
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La matrice de gel établie était resuspendue en inversant ou en vortexant la colonne 

d’essorage à plusieurs reprises. Les bulles d’air ne devaient pas être visibles à cette étape. Le 

bouchon inférieur était retiré et la colonne d’essorage était placée dans un tube collecteur (fourni 

avec le kit). La colonne dans le tube collecteur (la charnière du couvercle des colonnes 

d’essorage doit être orientée vers l'extérieur du rotor) était centrifugée à 750 g pendant 2 

minutes pour éliminer le tampon de stockage restant. Après centrifugation, le tube collecteur 

avec le tampon de stockage était jeté et la colonne d’essorage était placée dans un tube 

Eppendorf de 1,5 mL pour la collecte. À l’aide d’une micropipette, 20 µL d’échantillon étaient 

soigneusement chargés goutte à goutte au centre de la résine en gel sans l’endommager et 

centrifugés pendant 4 à 6 minutes à 750 g. À cette étape, l'échantillon était séché ou utilisé 

directement en l’introduisant dans le séquenceur. 

II.5.4.1.8 Electrophorèse capillaire (séquenceur) 

Le séquenceur était mis à la température sélectionnée pendant au moins 30 minutes 

avant le début d’une série d’analyse. Puis les 20 µL des produits de la purification des réactions 

de séquence étaient introduits dans les puits appropriés sur la plaque créée qui était liée à une 

série dans le séquenceur et le programme était démarré. 

II.5.4.1.9 Analyse des séquences et soumission des données 

Les séquences fstIint étaient comparées entre elle et à celle de la souche de référence Rd 

KW20. Avant de télécharger (introduire) dans le site Web PubMLST.org, les séquences étaient 

coupées en un fragment de 621 pb correspondant aux nucléotides 977-1597 de la séquence ftsI 

pour les Haemophilus influenzae exclusivement. 

II.5.4.2 Recherche des mécanismes moléculaires de la résistance aux 

fluoroquinolones 

Les mutations associées à la résistance aux fluoroquinolones ont été extraites des gènes 

gyrA, parC et parE, régions déterminant la résistance aux quinolones (QRDR).  

II.5.4.3 Recherche des mécanismes moléculaires de la résistance aux 

rifamicines 

Les mutations associées à la résistance à la rifampicine  (mutations aux positions 516 et 

518) ont été recherchées au niveau du gène rpoB.  
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II.5.4.4 Recherche des mécanismes moléculaires de la résistance aux 

phénicolés 

Pour la résistance au chloramphénicol, les mécanismes moléculaires impliqués dans la 

résistance bactérienne sont la production de la chlotamphénicol acétyltransférase, la mutation 

au niveau de la sous-unité ribosomale 50S et la réduction de la perméabilité membranaire. Le 

gène responsable de la production de l’enzyme chloramphénicol acétyl-transférase (cat) dont 

la séquence nucléotidique NC_011409.1 (642 pb) ci-dessous a été recherché : 

>NC_011409.1:c18211-17570 Haemophilus influenzae plasmid ICEhin1056, 

complete sequence 

ATGAATTTTACCAGAATTGATCTGAACACCTGGAACCGCAGAGAACATTTTGCTCTTTATCGTCAGCAGATAAAA

TGCGGATTCAGCCTGACCACAAAACTCGATATTACAGCTTTGCGTACCGCACTGGCGGAAACGGATTATAAATTT

TATCCGGTGATGATTTATCTGATCTCCCGGGTTGTTAATCAGTTTCCGGAGTTCCGGATGGCAATGAAAGATAAT

GCACTGATTTACTGGGATCAGACCGATCCTGTATTTACTGTTTTTCATAAAGAGACTGAAACATTTTCTGCGCTC

TTCTGCCGTTATTGTCCGGATATCAGTGAATTTATGGCGGGCTATAATGCGGTGATGGCAGAATATCAGCATAAT

ACTGCATTGTTCCCGCAGGGAGCGTTACCAGAGAACCACCTGAATATATCATCATTACCCTGGGTGAGTTTTGAC

GGATTTAACCTGAATATCACCGGTAATGATGATTATTTTGCTCCGGTGTTTACTATGGCGAAGTTTCAGCAGGAA

GATAACCGCGTATTATTACCTGTTTCTGTACAGGTACATCATGCCGTTTGTGATGGCTTTCATGCAGCCAGGTTT

ATTAATACACTTCAGATGATGTGTGATAACATACTGAAATAA 

Les séquences nucléotidiques de la sous unité 50S ont été extraites des isolats sensibles et 

résistants, et comparées  à la séquence NC_000907.1 ci-dessous utilisée comme  référence 

pour investiguer les mutations : 

>NC_000907.1:1396043-1396396 Haemophilus influenzae Rd KW20 chromosome, 

complete genome 

ATGGCTCGTGTAAAACGTGGTGTTATTGCAAGAGCACGCCATAAGAAAGTTCTTAAGGCTGCTAAAGGTTATTAT

GGTGCACGTTCACGCGTGTATCGCGTTGCTTTCCAAGCGGTGATCAAAGCTGGTCAATACGCATACCGTGACCGT

CGTCAGCGTAAACGTCAATTCCGTCAATTATGGATTGCACGTATCAACGCTGCAGCGCGTCAAAATGGTTTATCT

TATAGCAAATTTATCAACGGCTTGAAAAAAGCATCTGTTGAAATCGACCGTAAGATTCTTGCTGATATCGCTGTA

TTCGACAAAGTAGCGTTCGCTGCATTAGTTGAAAAAGCAAAATCTGCACTTTAA 

II.5.4.5 Recherche des mécanismes moléculaires de la résistance aux 

macrolides 

Les isolats ont été étudiés pour rechercher la présence de gènes conférant une résistance aux 

macrolides [erm (A), erm (B), mef (A) et ere (A)], et les mutations dans les gènes codant pour 

les protéines ribosomales L4 et L22 et le domaine V de l'ARNr 23S. Concernant le mécanisme 

de résistance impliquant le domaine V de l'ARNr 23S, les séquences nucléotidiques 

ribosomales de l’ARN 23S ont été comparées pour la mutation de résistance aux macrolides 

comme 2058A → G (Ammar et al., 2016; Peric et al., 2003; Vester & Douthwaite, 2001). Les 

gènes de résistance communs aux macrolides erm (B), mef (A) et ere (A) ont également été 

recherchés. Ci-dessous l’ensemble des séquences nucléotidiques des gènes extraits et/ou 

recherchés dans le génome entier : 
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>KT819626.1 Haemophilus parainfluenzae strain RK 24 macrolide-efflux 

protein A (mefA) gene, partial cds 

GCAGTATCATTAATCACTAGTGCCATCCTGCAAATGGCGATTATTTTTTACCTTACAGAAAAAACAGGATCTGCG

ATGGTCTTGTCTATGGCTTCATTAGTAGGTTTTTTACCCTATGCGATTTTGGGACCTGCCATTGGTGTGCTAGTG

GATCGTCATGATAGGAAGAAGATAATGATTGGTGCCGATTTAATTATCGCAGCAGCTGGTGCAGTGCTTGCTATT

GTTGCATTCTGTATGGAGCTACCTGTCTGGATGATTATGATAGTATTGTTTATCCGTAGCATTGGAACAGCTTTT

CATACCCCAGCACTCAATGCGGTTACACCACTTTTAGTACCAGAAGAACAGCTAACGAAATGCGCAGGCTATAGT

CAGTCTTTGCAGTCTATAAGCTATATTGTTAGTCCGGCAGTTGCAGCACTCTTATACTCCGTTTGGGATTTAAAT

GCTATTATTGCCATCGACGTATTGGGTGCTGTGATTGCATCTATTACGGTAGCAATTGTACGTATACCTAAGCTG

GGTAATCAAGTGCAAAGTTTAGAACCAAATTTCATAAGGGAGATGAAAGAAGGAGTTGTGGTTCTGAGACAAAAC

AAAGGATTGTTTGCCTTATTACTCTTAGGAACACTATATACTTTTGTTTATATGCCAATCAATGCACTATTTCCT

TTAATAAGCATGGAACACTTTAATGGAACACCTGTGCATATTTCTATTACGGAAATTTCCTTTGCATTTGGGATG

CTAGCAGGAGGCTTATTATTAGGAAGATTAGGGGGCTTCGAAAAGCATGTATTACTAATAACAAGTTCATTTTTT

ATAATGGGGACCAGTTTAGCCGTTTCGGGAATACTTCCTCCAAATGGATTTGTAATATTCGTAGTTTGCTGTGCA

ATAATGGGGCTTTCGGTGCCATTTTATAGCGGTGTGCAAACAGCTCTTTTTCAGGAGAAAATTAAGCCTGAATAT

TTAGGACGTGTATTTTCTTTGATCGGAAGTATCATGTCACTTGCTATGCCA 

 

>KT819628.1 Haemophilus parainfluenzae strain RK 33 23S ribosomal RNA 

methyltransferase (ermB) gene, partial cds 

ATTGGAACAGGTAAAGGGCATTTAACGACGAAACTGGCTAAAATAAGTAAACAGGTAACGTCTATTGAATTAGAC

AGTCATCTATTCAACTTATCGTCAGAAAAATTAAAACTGAATACTCGTGTCACTTTAATTCACCAAGATATTCTA

CAGTTTCAATTCCCTAACAAACAGAGGTATAAAATTGTTGGGAGTATTCCTTACCATTTAAGCACACAAATTATT

AAAAAAGTGGTTTTTGAAAGCCATGCGTCTGACATCTATCTGATTGTTGAAGAAGGATTCTACAAGCGTACCTTG

GATATTCACCGAACACTAGGGTTGCTCTTGCACACTCAAGTCTCGATTCAGCAATTGCTTAAGCTGCCAGCGGAA

TGCTTTCATCCTAAACCAAAAGTAAACAGTGTCTTAATAAAACTTACCCGCCATACCACAGATGTTCCAGATAAA

TATTGGAAGCTATATACGTACTTTGTTTCAAAATGGGTCAATCGAGAATATCGTCAACTGTTTACTAAAAATCAG

TTTCATCAAGCAATGAAACACGCCAAAGTAAACAATTTA 

 

>KU180707.1 Haemophilus parainfluenzae strain RK 24 ABC transporter (msrD) 

gene, partial cds 

GACGAAGTAACTCTGCAGGAGGAAAAAGATTTTGCACTTGTAGGCAAGCTAGGTGTTGAGCAATTAAATATACAG

ACTATGAGCGGTGGTGAAGAAACAAGGCTTAAAATAGCACAGGCCTTATCGGCACAGGTTCATGGTATTTTAGCG

GATGAACCTACGAGCCATTTAGACCGTGAAGGAATTGATTTTCTAATAGGACAGCTAAAATATTTTACAGGTGCA

CTGTTAGTTATTAGCCATGACCGCTATTTTCTTGATGAAATAGTAGATAAAATATGGGAACTGAAAGATGGCAAA

ATCACTGAGTATTGGGGAAACTATTCTGATTATCTTCGTCAGAAAGAGGAAGAACGTAAGAGCCAAGCTGCAGAA

TACGAACAATTTATTGCGGAACGTGCCCGATTGGAAAGGGCTGCGGAGGAAAAGCGAAAACAGGCTCGTAAAATA

GAACAGAAGGCAAAAGGTTCTTCAAAGAAAAAAAGTACTGAAGACGGAGGGCGTTTAGCTCATCAAAAATCAATA

GGAAGTAAGGAAAAAAAGATGTATAATGCTGCTAAAACCCTAGAGCACAGGATTGCGGCCTTAGGAAAAGTAGAA

GCTCCGGAAGGCATTCGCAGAATTCGTTTCAGGCAAAGTAAAGCATTGGAGCTCCATAATCCATACCCTATAGTC 

>KT873309.1 Haemophilus parainfluenzae strain RK 24 50S ribosomal gene L22 

gene, complete cds 

ATGGAAACTATCGCAAAACATCGTTACGCTCGCACTTCTGCCCAAAAAGCTCGCTTAGTTGCCGATTTAATTCGT

GGTAAAAAAGTTGCGCAAGCATTAGAAATCTTAACTTTTACTAACAAAAAAGCTGCGGCTTTAGTGAAAAAAGTA

TTAGAGTCTGCTATTGCTAACGCAGAGCATAATGATGGTGCAGATATCGATGATCTTAAAGTTGCTAAAATCTTC

GTTGACGAAGGTCCTAGCATGAAACGTGTTATGCCACGTGCTAAAGGTCGTGCAGATCGTATTTTAAAACGTACT

AGCCACATCACTGTGGTTGTGTCAGATCGTTAA 

>HAEM0902/50S ribosomal gene L4 Allele 6 

ATGGAATTACAAGTTGTAGGTGCAAACGCACTCACTGTTTCTGAAACTACCTTCGGACGTGAGTTTAACGAAGCG

TTGATCCACCAAGTTGTTGTTGCTTATGCAGCAGGTGCGCGTCAAGGTACTCGTGCGCAAAAAACTCGTGCTGAA

GTGTCTGGTTCAGGTAAAAAACCTTGGCGTCAAAAAGGTACAGGTCGTGCTCGTGCTGGTGATATTAAATCACCA

ATCTGGCGTTCTGGTGGTACAACCTTCGCGGCTAAACCACAAGATCACAGCCAAAAAGTGAACAAGAAAATGTAC

CGTGGTGCTATCAAAAGCATTCTTTCTGAATTAGTTCGTCAAGACCGTCTGGTTGTTGTTGAAAAATTCGAATTA

GATGCACCAAAAACTAAAGTTTTAGTACAAAAATTAAAAGATTTAGCCGTTGAAGATGCGTTAATTATCACAGCA

AGTTTAGATGAAAATCTATTCTTAGCAGCACGTAACTTATATAAAGTTGATGTACGTGATGTTCAAGGTATCGAT

CCAGTTAGCTTGATCGCTTTCGATAAAGTGATTGTTACTGTTGACGCTGTGAAACAAATTGAGGAGATCCTAGCA 

TGA 
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>HAEM0906/50S ribosomal gene L22, allele 1 

ATGGAAACTATCGCAAAACATCGTTACGCTCGCACTTCTGCCCAAAAAGCTCGCTTAGTTGCCGATTTAATTCGT

GGTAAAAAAGTTGCGCAAGCATTAGAAATTTTAACTTTCACTAACAAAAAAGCAGCAGCTTTAGTGAAGAAAGTT

TTAGAATCAGCTATTGCAAACGCAGAGCACAATGACGGTGCAGATATTGATGATCTTAAAGTTGCTAAAATCTTC

GTTGATGAAGGTCCTAGCATGAAACGTGTTATGCCACGTGCTAAAGGTCGTGCAGATCGTATTTTAAAACGTACT

AGCCACATTACTGTGGTTGTGTCAGATCGTTAA 

 

II.5.4.6 Mécanisme moléculaire de la résistance aux cyclines 

Le mécanisme de résistance des isolats d’Haemophilus à la tétracycline a été investigué par la 

recherche des gènes de résistance tet(B) et tet(M). 

Les séquences des gènes de résistance tet(B) et tet(M) de plusieurs espèces bactériennes ont été 

extraites de NCBI et alignées dans CLUSTALW. Les parties conservées entre ces séquences à 

l’issu de l’alignement ont été utilisées pour détecter les souches d’Haemophilus exprimant ces 

gènes codant pour les proteines protectrices (gène tet(M)) et mécanisme d’efflux (gène tet (B)) 

responsables de la résistance à la tétracycline. 

Pour la recherche des isolats d’Haemophilus exprimant le gène de résistance tet(M), au moins 

deux portions de la séquence nucléotidique conservée suivante ont été recherchées dans le 

génome entier : 

NG_048215.1-Neisseria-meningitis          TCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATTGATTTATCAACGGTT 

NG_048241.1-Escherichia-coli              TCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATTGATTTATCAACGGTT 

NG_048211.1-Enterococcus-faecalis         TCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATTGATTTATCAACGGTT 

NG_048248.1-Klebsiella-pneumoniae         TCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATTGATTTATCAACGGTT 

NG_048219.1-Gardnerella-vaginalis         TCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATTGATTTATCAACGGTT 

NG_048221.1-Clostridium-septicum          TCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATTGATTTATCAACGGTT 

NG_048242.1-Vibrio-sp.-RV-16-             TCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATTGATTTATCAACGGTT 

NG_048217.1-Streptococcus-pneumoniae      TCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATTGATTTATCAACGGTT 

                                          ************************************************** 

Pour la recherche des isolats d’Haemophilus exprimant le gène de résistance tet(B), au moins 

deux portions des séquences nucléotidiques conservées suivantes ont été recherchées dans le 

génome entier : 

AB084245.1-Neisseria-meningitis         TGGCTTGGAAAAATGTCTGACCGATTTGGTCGGCGCCCAGTGCTGTTGTT 

AB084246.1-Neisseria-meningitis          TGGCTTGGAAAAATGTCTGACCGATTTGGTCGGCGCCCAGTGCTGTTGTT 

locus-ECO111_RS28360-Allèle9              TGGCTTGGAAAAATGTCTGACCGATTTGGTCGGCGCCCAGTGCTGTTGTT 

                                         ************************************************** 

 

AB084245.1-Neisseria-meningitis           GTCATTAATAGGCGCATCGCTGGATTACTTATTGCTGGCTTTTTCAAGTG 

AB084246.1-Neisseria-meningitis           GTCATTAATAGGCGCATCGCTGGATTACTTATTGCTGGCTTTTTCAAGTG 

locus-ECO111_RS28360-Allèle9             GTCATTAATAGGCGCATCGCTGGATTACTTATTGCTGGCTTTTTCAAGTG 

                                          ************************************************** 

 

AB084245.1-Neisseria-meningitis           CGCTTTGGATGCTGTATTTAGGCCGTTTGCTTTCAGGGATCACAGGAGCT 

AB084246.1-Neisseria-meningitis           CGCTTTGGATGCTGTATTTAGGCCGTTTGCTTTCAGGGATCACAGGAGCT 

locus-ECO111_RS28360-Allèle9              CGCTTTGGATGCTGTATTTAGGCCGTTTGCTTTCAGGGATCACAGGAGCT 

                                          ************************************************** 

 

AB084245.1-Neisseria-meningitis           ACGCGTGAAGTGGTTCGGTTGGTTAGGGGCAAGTTTTGGGCTTGGTTTAA 

AB084246.1-Neisseria-meningitis           ACGCGTGAAGTGGTTCGGTTGGTTAGGGGCAAGTTTTGGGCTTGGTTTAA 

locus-ECO111_RS28360-Allèle9              ACGCGTGAAGTGGTTCGGTTGGTTAGGGGCAAGTTTTGGGCTTGGTTTAA 

                                          ************************************************** 

 

AB084245.1-Neisseria-meningitis           TAGTGGGGCCTATTATTGGTGGTTTTGCAGGAGAGATTTCACCGCATAGT 

AB084246.1-Neisseria-meningitis           TAGTGGGGCCTATTATTGGTGGTTTTGCAGGAGAGATTTCACCGCATAGT 

locus-ECO111_RS28360-Allèle9              TAGTGGGGCCTATTATTGGTGGTTTTGCAGGAGAGATTTCACCGCATAGT 

                                          ************************************************** 
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II.5.5 Analyses statistiques 

Les données ont été analysées en utilisant le logiciel SPSS pour Windows pour la 

recherche des facteurs associés. Pour étudier l'association entre la résistance aux antibiotiques 

et les différents paramètres sociodémographiques et cliniques, le test du chi-carré (ou le test 

exact de Fisher) était réalisé. Le test t de Student était utilisé pour la comparaison de moyennes 

dans l'analyse statistique. Une p value inférieure à 0,05 était considérée comme statistiquement 

significative.  
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CHAPITRE III : RÉSULTATS ET DISCUSSION 

III.1 DÉTERMINATION DE LA FRÉQUENCE DE DÉTECTION DES 

DIFFÉRENTES BACTÉRIES RESPIRATOIRES ET DES FACTEURS ASSOCIÉS 

III.1.1 Caractéristiques sociodémographiques et cliniques de la population d’étude 

Un total de 440 patients souffrant d’infection des voies respiratoires ont été inclus dans 

cette étude, dont 183 au service de pédiatrie du Centre Hospitalier d’Essos et 257 au service de 

pneumologie de l’Hôpital Jamot de Yaoundé. Le sexe ratio masculin/féminin était de 1,2 et les 

patients étaient âgés de 0,1 à 94 ans, avec un âge médian de 25,1 ans (intervalle interquartile: 

2,8 à 46,7). Chez les enfants, ceux moins de 5 ans étaient les plus nombreux (36,4% : 160/440) 

tandis que la tranche d’âge de 36 à 55 ans était la plus représentative chez les adultes (23,2% : 

102/440). À l’Hôpital Jamot, 93% (239/257) des patients étaient des adultes.  Aucune différence 

d'âge n'a été constatée pour le genre (p = 0,063). La durée médiane des symptômes avant la 

consultation était de 7 jours, avec un écart interquartile de 3 à 30 jours. Les caractéristiques 

sociodémographiques et cliniques des patients sont résumées dans le tableau X. Les principaux 

symptômes dans les deux sites d’études étaient la toux (90%), l’asthénie (79,3%), la fièvre 

(76,8%), la dyspnée (75,5%) et l’essoufflement (63,9%). Quatre types d’échantillons cliniques 

ont été collectés: 48,6% (214/440) d’écouvillons nasopharyngés, 26,4% (116/440) de liquides 

pleuraux, 13,2% (58/440) d’expectorations et  11,8% (52/440) de lavages broncho-alvéolaires. 

La majorité des patients (68,6%) avaient déjà pris des antibiotiques (bêta-lactamines, 

sulfamides, aminosides, macrolides et quinolones) avant l'inclusion. 

  



95 

 

Tableau X: Caractéristiques sociodémographiques et cliniques de la population d’étude. 

Caractéristiques CHE, N=183 (%) Hôpital Jamot, N=257 (%) 

Genre   

    Masculin 91 (49,7) 149 (58) 

    Féminin 92 (50,3) 108 (42) 

Age médian (année) 1,5 (EI: 0,7-4) 41,7 (EI: 31,1-56,6) 

Groupe d’âge   

    <5 157 (85,8) 3 (1,2) 

    [5-10[ 15 (8,2) 2 (0,8) 

    [10-18[ 11 (6) 13 (5,1) 

    [18-36[ / 69 (26,8) 

    [36-56[ / 102 (39,7) 

    ≥56 / 68 (26,5) 

Durée des symptômes (jours) 3,5 (EI: 3-5) 30 (EI: 14-90) 

Caractéristiques cliniques   

    Fièvre 176 (96,2) 162 (63) 

    Toux 170 (92,9) 226 (87,9) 

    Asthénie 156 (85,2) 193 (75,1) 

    Rhinorrhée 149 (81,4) 29 (11,3) 

    Dyspnée 120 (65,6) 212 (82,5) 

    Sous antibiotique 103 (56,3) 199 (77,4) 

    Mal de gorge 90 (49,2) 42 (16,3) 

    Vomissement 77 (42,1) 30 (11,7) 

    Essoufflement 73 (39,9) 208 (80,9) 

    Céphalées 71 (38,8) 62 (24,1) 

    Myalgies 68 (37,2) 105 (40,9) 

    Arthralgies 67 (36,6) 59 (23) 

    Diarrhée 45 (24,6) 24 (9,3) 

    Conjonctivite 20 (10,9) 6 (2,3) 

    Douleur thoracique 19 (10,4) 141 (54,9) 

    Tabagisme actif ou passif 8 (4,4) 55 (21,4) 

    Usage du pétrole pour la  cuisson 2 (1,1) 89 (34,6) 

    VIH positif 2 (1,1) 80 (31,1) 

CHE: Centre Hospitalier d’Essos; EI: Ecart Interquartile; / : Non applicable. 
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III.1.2 Détection bactérienne et mycobactérienne 

Les bactéries ont été détectées chez 68% (299/440) des patients et pouvaient être 

groupées en Gram négatif, Gram positif, atypique et mycobactéries. Les Haemophilus, 

pneumocoques et Moraxella catarrhalis étaient les bactéries non tuberculeuses les plus 

détectées. Les tableaux XI et XII ci-dessous présentent les données de recrutement des patients 

et les résultats de la détection des bactéries par culture et par RT-PCR (Fast Track Diagnostics) 

à l’exception des mycobactéries.  

Les bactéries à Gram positif étaient détectées chez  35,7% (157/440) des patients et 

étaient constituées de S. aureus et des streptocoques parmi lesquels les pneumocoques (S. 

pneumoniae), S. anginosus, S. constellatus et S. gordonii. Elles étaient détectées à 15,5% 

(68/440) par culture et 34,8% (153/440) par RT-PCR (voir tableau XI). 

Les bactéries à Gram négatif  détectées chez 47% (207/440) des patients comprenaient  

les Haemophilus, M. catarrhalis, K. pneumoniae, C. youngae, E. agglomerans, E. coli, P. 

aeruginosa et C. koseri (voir tableau XII). Les Haemophilus étaient les bactéries les plus 

détectées avec 21,6% par culture et 26,6% par RT-PCR. 

Legionella spp. et M. pneumoniae constituaient les bactéries atypiques détectées 

uniquement par RT-PCR chez 4,3% (19/440) des patients (figure 16 ; voir tableau XI).  

 

Figure 16: Répartition des bactéries atypiques selon la tranche d’âge 

Plusieurs paramètres influaient la fréquence de détection des bactéries non 

tuberculeuses. Cette fréquence était plus élevée (p = 0,024) chez les patients du CHE (84,2% : 
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154/183) constitués à 100% d’enfants par rapport à ceux de l’Hôpital Jamot (56,4%: 145/257) 

constitués à 93% d’adultes. À l’Hôpital Jamot, le délai de consultation et l’absence de myalgie 

étaient des paramètres associés à la détection bactérienne (p = 0,04 et p = 0,017 respectivement). 

Dans les 15 jours, 35,7% de la détection bactérienne était faisable. Les bactéries étaient plus 

détectées chez les patients ne présentant pas de myalgie (27,3%) par rapport aux patients 

présentant ce signe clinique (14,3%). Au CHE, les variables comme le sexe (p = 0,018), la 

dyspnée (p = 0,002), la prise préalable d’antibiotique avant investigation bactériologique (p = 

0,007) et la conjonctivite (p = 0,016) étaient associées à la détection bactérienne. La détection 

bactérienne était plus élevée dans les prélèvements nasopharyngés (p < 0,001 ; voir tableaux XI 

et XII). 

En ce qui concerne le genre, les bactéries étaient détectées à 56,5% chez les patients de 

sexe féminin (52/92) contre 38,5% chez les patients de sexe masculin (35/91). Les bactéries 

étaient moins détectées chez les patients ayant préalablement (38,8%: 40/103) pris un traitement 

antibiotique par rapport à ceux ne les ayant pas pris (59,5%: 47/79). Suivant les signes cliniques, 

la détection bactérienne était de 75% (15/20) chez les patients manifestant une conjonctivite 

contre 44,1% (71/161) de ceux ne la présentant pas. La détection bactérienne était de 64,5% 

(40/62) chez les patients ne présentant pas de dyspnée contre 39,2% (47/120) des patients qui 

la manifestaient. 

La tuberculose (détection des mycobactéries) était diagnostiquée uniquement chez les 

patients de l’Hôpital Jamot à 14,8% (38/257). Les paramètres tels que le VIH (p = 0,023) et le 

tabagisme (p = 0,043) étaient associés à cette fréquence. Suivant le statut VIH, la tuberculose 

était diagnostiquée chez 12,2% (16/131) des patients VIH séronégatifs contre 25% (20/80) chez 

les patients VIH séropositifs. La fréquence de détection de la tuberculose était de 23,6% (13/55) 

chez les fumeurs contre 11,4% (18/158) chez les non-fumeurs.  

Les pneumocoques et Haemophilus étaient les bactéries les plus détectées par culture, soit 

10,9% et 21,6% respectivement.  
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Tableau XI: Détection des bactéries à Gram positifs et atypiques par culture et RT-PCR 

( ): Détection par RT-PCR; /: Bactérie non détectable à la fois par les deux techniques; S. aureus: Staphylococcus aureus; S. anginosus: 

Streptococcus anginosus; S. gordonii: Streptococcus gordonii; RT-PCR : Reverse Transcriptase Real Time Polymerase Chain Reaction 

#: pour ce qui concerne les 77 liquides pleuraux non-purulents, 4 étaient positifs par culture dont 1 S. aureus et 3 pneumocoques. Par RT-PCR, 9 

étaient positifs dont 4 S. aureus et 5 pneumocoques 

Sites de 

prélèvement 

Nature de 

Prélèvement 
Nombre 

Bactéries à Gram positif Bactéries atypiques 

Pneumocoque S. anginosus S. gordonii S. aureus S. constellatus L. species M. pneumoniae 

Hôpital Jamot 

 

Lavage broncho-

alvéolaire 
52 2(5) 0 0 0 (5) 0 / (3) 0 

Liquide 

pleural/pus # 
116 9 (18) 1 1 2 (8) 1 / (4) 0 

Crachat 58 1 (11) 0 0 1 (5) 0 / (4) / (1) 

Ecouvillon 

nasopharyngé 
31 0 (5) 0 0 1 (3) 0 0 0 

Centre 

Hospitalier 

d’Essos 

Ecouvillon 

Nasopharyngé 
183 36 (66) 0 0 13 (27) 0 / (6) / (1) 

Total 440 48 (105) 1 1 17 (48) 1 / (17) / (2) 

Pourcentage 100 10,9  (23,9) 0,2 0,2 3,9 (10,9) 0,2 / (3,9) / (0,5) 
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Tableau XII: Détection des bactéries à Gram négatif par culture et RT-PCR 

( ): Détection par RT-PCR; *: Haemophilus influenzae pour RT-PCR; M. catarrhalis: Moraxella catarrhalis; S. aureus: Staphylococcus aureus; 

K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae; C. youngae: Citrobacter youngae; E. agglomerans: Enterobacter agglomerans; E. coli: Escherichia coli; 

P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa ; C. koseri: Citrobacter koseri; F. orzyhabitans: Flavimonas orzyhabitans; RT-PCR : Reverse 

Transcriptase Real Time Polymerase Chain Reaction. ; #: pour ce qui concerne les 77 liquides pleuraux non-purulents, 2 étaient positifs par culture 

dont 1 Haemophilus et 1 K. pneumoniae. Par RT-PCR, 6 étaient positifs dont 5 Haemophilus et 1 K. pneumoniae. 

Sites de  

prélèvement 

Nature de 

Prélèvement 
Nombre 

Bactéries à Gram négatif 

C. 

youngae 

M. 

catarrhalis 

K. 

pneumoniae 
Haemophilus* 

E. 

agglomerans 

E. 

coli 

P. 

aeruginosa 

F. 

orzyhabitans 

C. 

koseri 

Hôpital 

Jamot 

 

Lavage 

broncho-

alvéolaire 

52 0 0 (3) 4(4) 5(13) 1 0 2 1 1 

Liquide 

pleural/pus # 
116 1 0 (2) 1(6) 2 (10) 0 1 0 0 0 

Crachat 58 0 0 (2) (17) 15 (15) 0 0 0 0 0 

Ecouvillon 

nasopharyngé 
31 0 0 (1) (3) 3 (3) 0 0 0 0 0 

Centre 

Hospitalier 

d’Essos 

Ecouvillons 

nasopharyngés 
183 0 7 (70) 1(11) 70 (76) 0 0 0 0 0 

Total 440 1 7 (78) 7(41) 95(117) 1 1 2 1 1 

Pourcentage 100 0,2 1,6 (17,7) 1.6 (9,3) 21,6 (26,6) 0,2 0,2 0,5 0,2 0,2 
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III.1.3 Co-détection bactérienne 

Le taux de co-détection bactérienne et/ou mycobactérienne était de 44,5% (133/299). 

Par culture, le taux de co-détection bactérienne était de 36,1% (48/133) chez patients de 

l’Hôpital Jamot contre 63,9% (85/133) des patients du Centre Hospitalier d’Essos (p < 0,001). 

Dans les deux sites d’étude, le taux de co-détéction bactérienne était de 24,8% par culture 

(35/141) contre 43% par RT-PCR (111/258). Suivant les deux techniques de détection 

bactérienne utilisées, les différents profils de co-détection sont représentés dans le tableau XIII 

ci-dessous. La majorité de co-détection bactérienne impliquait à la fois les pneumocoques et les 

Haemophilus (38,3% ; 51/133). Une co-détection Haemophilus + S. aureus  et deux co-

détections Haemophilus + streptocoque ont été enregistrées par culture chez des patients non 

tuberculeux (2,3%: 3/133). La fréquence de co-détection était élevée dans les prélèvements 

nasopharyngés (p < 0,001 ; 66,2%) par rapport aux autres types d’échantillon. 

Le taux de co-détection bactéries/mycobactéries était de 15% (20/133). Le taux de co-

détection bactérienne chez les patients tuberculeux était de 52,6% (20/38) contre 28,1% 

(113/402) chez les non tuberculeux (p=0,003). Les Haemophilus étaient les bactéries les plus 

impliquées dans les co-détections chez les sujets tuberculeux à 28,9% (11/38). 

III.1.4 Comparaison des techniques de détection bactérienne 

La  détection des bactéries non tuberculeuses était faite par culture standard et par RT-

PCR. La fréquence de détection bactérienne par culture était de  32% (141/440) et 58,6% 

(258/440) par RT-PCR (p < 0,001). Des cultures positives, 16,3% (23/141) n’étaient pas 

détectables par RT-PCR. Il s’agissait des streptocoques autres que les pneumocoques, les 

bactéries à Gram négatif telles que C. youngae, E. agglomerans, E. coli, P. aeruginosa, F. 

orzyhabitans et C. koseri qui ne sont pas inclus dans le kit d’amplification (voir tableau XIII). 

Aucune des 54,3% (140/258) d’échantillons positifs par RT-PCR pour la détection bactérienne 

n’étaient détectables par culture. Les échantillons négatifs en culture étaient constitués des 

bactéries atypiques (8,6% ; 12/140) L. pneumophila/longbeachae et M. pneumoniae en plus des 

pneumocoques, Haemophilus influenzae, S. aureus, K. pneumoniae et M. catarrhalis (tableau 

XIII). 
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Tableau XIII: Co-détection bactérienne 

  
Culture et RT-PCR 

positives 

RT-PCR positive et 

culture négative 

Culture et RT-PCR 

positives 

Bactéries Patients non tuberculeux Patients non tuberculeux Patients tuberculeux 

Flavimonas 

orzyhabitan 
/ / 1 

Streptococcus 

anginosus 
/ / 1 

Streptococcus 

gordonii 
/ / 1 

Citrobacter 

youngae 
/ / 1 

Escherichia coli / / 1 

Enterobacter 

agglomerans 
/ / 1 

H / / 7 

Ls / / 1 

H, Sp 17 7 0 

Sa, Sp 1 1 1 

Mc, Sp 7 4 0 

Ls, Sp 1 0 0 

Sa, Mc 1 3 0 

Sa, Kp 1 1 0 

Sa, H 4 2 1 

Kp, Sp 1 3 0 

Kp, H 3 0 4 

Mc, H 7 4 0 

Ls, H 1 1 0 

Mc, Kp 0 1 0 

Ls, Sa 0 1 0 

Ls, Kp 0 0 1 

Sp, Sa, Ls 0 0 1 

H, Sp, Mc 13 5 1 

H, Sp, Kp 2 0 0 

H, Sp, Sa 2 0 0 

H, Mc, Ls 1 0 0 

H, Mc, Mp 1 0 0 

H, Mc, Kp 1 0 0 

H, Kp, Ls 1 0 0 

H, Sa, Kp 2 2 0 

H, Sa, Mc  0 1 0 

Mc, Sa, Kp 0 1 0 

Mc, Sa, Sp 0 1 0 

H, Sa,Mc, Sp 2 0 0 

H, Sa, Kp, Sp 2 0 0 

Sa, Ls, Kp, H 0 1 0 

Total (%) 71 (53,4) 39 (29,3) 23 (17,3) 

/ : Non applicable ; RT-PCR : Reverse Transcriptase Real Time Polymerase Chain Reaction 
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Ls: Legionella Spp.; H: Haemophilus; Mc :Moraxella catarrhalis; Kp: Klebsiella 

pneumoniae; Sa: Staphylococcus aureus; Sp: Pneumocoque (Streptococcus pneumoniae) 

III.1.5 Différents types d’infection des voies respiratoires 

Sur les 440 patients enrôlés, 51,6% (227/440) souffraient d’infections respiratoires 

établies des voies basses et les prélèvements obtenus auprès de ces derniers étaient constitués 

de crachats, de lavages broncho alvéolaires et de liquides pleuraux (tableaux XI et XII). Parmi 

ces patients souffrants d’infection des voies basses, 8,6% étaient tuberculeux (38/440). Les 

prélèvements stériles (lavages broncho alvéolaires et liquides pleuraux) ont été obtenus auprès 

de 145 patients non tuberculeux comprenant 141 adultes. 

Sur la base des délais du diagnostic, 84,8% des patients souffraient d’infections respiratoires 

chroniques (>10 jours) à l’Hôpital Jamot de Yaoundé contre 95,1% de patients souffrant 

d’infections respiratoires aigues chez les patients du Centre Hospitalier d’Essos. La détection 

bactérienne était élevée (66,3%) chez les patients souffrant d’infection aigues (p<0,001). 

III.1.6 Discussion partielle 

  Le diagnostic et la gestion des infections des voies respiratoires constituent un défi 

majeur en Afrique en raison des conditions socio-économique et de l'accès limité à des soins de 

santé et des hôpitaux de qualité. Afin de formuler des lignes directrices adéquates pour sa 

gestion, y compris le diagnostic et le traitement, des données sur les bactéries provenant de 

patients souffrants d’infections des voies respiratoires sont indispensables. Cette partie de 

l’étude portait sur la détection des bactéries de ces infections en fonction de la méthode, des 

paramètres sociodémographiques et cliniques. Quatre cent quarante échantillons cliniques de 

patients présentant des symptômes d’infections des voies respiratoires ont été soumis à des 

investigations bactériennes utilisant la culture bactériologique classique ou conventionnelle et 

une RT-PCR commerciale. 

  Au moins une bactérie (non tuberculeuse) a pu être détectée chez 63,9% des 440 patients 

présentant cliniquement une infection des voies respiratoires. Cette prévalence de bactéries des 

voies respiratoires est supérieure aux 45,2% dans l'État d'Enugu, au Nigéria (M. Uzoamaka et 

al., 2017) et aux 24% en Tunisie (Fekih Hassen et al., 2014). En utilisant la même approche 

diagnostique, des fréquences bactériennes de 77% et de 85,7% ont été rapportées en Gambie et 

dans l'État d'Osun au Nigéria, respectivement (Howie et al., 2014; Kuti & Oyelami, 2014). Les 

prévalences peuvent varier en fonction du protocole utilisé lors des études et selon les zones 
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géographiques. En effet, la propagation des infections respiratoires varie selon les populations 

et les pays, aussi en fonction des différences géographiques, climatiques et socio-économiques 

(Cui et al., 2015; del Valle Mendoza et al., 2015; Huo et al., 2012; Kwofie et al., 2012). De 

plus, nous avons rapporté la détection de bactéries chez les enfants et les adultes alors que la 

plupart des études n'incluaient que des enfants. La prévalence plus élevée par rapport à la 

Gambie et au Nigéria pourrait également s'expliquer par le pourcentage élevé d'échantillons 

nasopharyngés de patients pouvant être un portage. 

  Les bactéries les plus courantes étaient les Haemophilus, M. catarrhalis et S. 

pneumoniae, représentant près de 80,2% des cas par RT-PCR  et de 80,1% par culture. Ces 

bactéries ont déjà été rapportées comme étant les principales causes d’infections des voies 

respiratoires (notamment chez les enfants de moins de 5 ans) en Zambie (Simusika et al., 2015) 

et au Sénégal (Assane et al., 2018). Au Niger (Lagare et al., 2015) et en Tunisie (Fekih Hassen 

et al., 2014), des travaux similaires ont montré les mêmes résultats avec Haemophilus et S. 

pneumoniae comme étant les principales bactéries détectées, même si M. catarrhalis n'était pas 

recherché. Nos résultats sont différents de ceux du Kenya (où S. pyogenes et S. viridans étaient 

les bactéries les plus détectés) (Matu M et al., 2014) et du Bangladesh (avec S. pneumoniae et 

K. pneumoniae comme espèces bactériennes prédominantes) (Bhuyan et al., 2017). D'autres 

études menées au Nigéria, un pays voisin du Cameroun, ont indiqué que K. pneumoniae était 

l'agent pathogène le plus détecté (Egbe et al., 2011; M. Uzoamaka et al., 2017) ou S. aureus en 

Tunisie (Hamouda et al., 2016). Ces différences pourraient être dues aux conditions 

environnementales et expérimentales. En fait, l'hétérogénéité spatiale permet la prolifération de 

communautés microbiennes diverses, car le microbiote varie avec l'âge, ses caractéristiques 

dépendant du site corporel, du mode de vie de l'hôte et de l'état de santé (Botero et al., 2016). 

  Les bactéries atypiques représentaient 4,3% [IC 95%: 2,6-6,7] dans l'étude avec 63,2% 

chez les patients de plus de 20 ans contre 36,8% chez les moins de 5 ans. Une faible prévalence 

similaire de bactéries atypiques avait été constatée au Gabon (Lassmann et al., 2008), en Égypte 

(Elkholy et al., 2009; Nevine et al., 2018) et dans une zone tropicale rurale de Madagascar 

(Hoffmann et al., 2012). Des prévalences plus élevées et variées ont été observées en Égypte 

avec 18% (Agmy et al., 2013) et en Chine avec 56,9% de positifs, en 2013 (Wu et al., 2014). 

Les patients de notre étude ayant eu un résultat positif aux bactéries atypiques n'étaient pas 

seulement âgés de moins de cinq ans ou de plus de 65 ans. Suivant les groupes d'âge, les 

résultats ne concordent pas avec ceux d'études précédentes qui tendent à montrer que les 

bactéries atypiques sont davantage détectées chez les enfants ou les personnes âgées (Agmy et 
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al., 2013; Elkholy et al., 2009; Hoffmann et al., 2012; Lassmann et al., 2008; Nevine et al., 

2018; Wu et al., 2014). Dans notre étude, la distribution de ces bactéries selon les tranches 

d’âge était aléatoire. 

  Bien que Haemophilus et S. pneumoniae étaient les bactéries prédominantes, leurs 

distributions  variaient considérablement suivant le type d’échantillon clinique. Le taux de 

détection bactérienne était plus faible dans les fluides drainés d’épanchement pleural par rapport 

aux autres échantillons cliniques. La fréquence de détection bactérienne dans ces fluides (6,5% 

en culture) était aussi faible que celle observée en Espagne, où 7% (14/191) des liquides 

d'épanchements pleuraux parapneumoniques non compliqués étaient positifs en culture (Porcel 

et al., 2014).  Le faible taux de détection pourrait être dû au fait que 79,2% des fluides drainés 

suite à un épanchement pleural provenaient de patients ayant préalablement pris un traitement 

antimicrobien.  

Dans les fluides drainés d’empyème pleural, le taux de détection bactérienne par culture 

(35,9%) était faible par rapport aux résultats antérieurs obtenus à l’hôpital Jamot (Yaoundé, 

Cameroun) il y’a près d’une décennie, où ce taux de détection était de 53,7% (Pefura Yone, 

Kuaban, Leonie, et al., 2012) également comparé à une étude menée à Lleida en Espagne, 

rapportant un taux de positivité de la culture de 66% (Porcel et al., 2014). Par ailleurs, notre 

taux de détection bactérienne dans les fluides drainés de l'empyème pleural était supérieur à 

celui obtenu à San Sebastian, en Espagne, où ils n'avaient détecté que 10% par culture entre 

janvier 2005 et décembre 2012 (Marimón et al., 2015). Dans l'étude réalisée à San Sebastian, 

l'utilisation d'antibiotiques avant les investigations bactériologiques était élevée (81,7%). 

Cependant, l’étude réalisée à Lleida n’a pas fait état d’une utilisation antérieure d’antibiotiques 

qui pourrait justifier le taux élevé de culture positive. La plupart des détections bactériennes 

concernaient des fluides provenant d'un empyème pleural et nous supposons que cela pourrait 

être dû à l’abondance du milieu en nutriments favorisant la croissance de bactéries pathogènes 

telles que S. pneumoniae. C'est peut-être l'une des raisons pour lesquelles les pneumocoques 

sont une cause bactérienne fréquente d'empyème. Ainsi, la forte densité et la croissance 

persistante de S. pneumoniae dans le liquide pleural soulignent l'importance de drainer les 

épanchements infectés (Popowicz et al., 2017).  

Dans les lavages broncho alvéolaires, 63,4% des échantillons étaient positifs. Nous avons 

constaté que les Haemophilus étaient les agents pathogènes clés (39,4%), ceci est diffèrent des 

observations faites dans les aspirations pulmonaires chez des enfants malawiens et gambiens 
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avec S. pneumoniae (Carrol et al., 2011; Howie et al., 2014). Notre résultat dans les lavages 

broncho alvéolaires est également différent de celui obtenu chez les adultes coréens avec S. 

aureus (Kim et al., 2012) comme la bactérie la plus fréquemment isolée. Dans l’ensemble, les 

profils bactériens des lavages broncho alvéolaires varient considérablement d’une étude à 

l’autre (El-Shabrawy & El-Sokkary, 2016). Cette variation pourrait être due au problème de la 

contamination du liquide par la flore commensale buccopharyngée et au défaut de 

standardisation des protocoles de prélèvements, à la compétition bactérienne et la densité des 

bactéries. 

La positivité de la détection bactérienne était de 77,6% dans les échantillons nasopharyngés et 

les bactéries les plus courantes étaient les Haemophilus, S. pneumoniae et M. catarrhalis, 

représentant respectivement 59,6%, 43,4% et 40,4%. L'isolement des bactéries dans les 

échantillons nasopharyngés reflète probablement le portage chez de nombreux patients. En 

effet, le nasopharynx est densément colonisé par une grande variété de micro-organismes, 

notamment les bactéries commensales communes, ainsi que des agents pathogènes potentiels, 

tels que Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae (essentiellement les souches non 

typables) et Moraxella catarrhalis. Dans la plupart des cas, ces organismes sont présents sans 

causer de symptômes cliniques. Lorsque l’immunité de l'hôte est altérée, les micro-organismes 

peuvent envahir des sites adjacents et/ou envahir la circulation sanguine, ce qui assure leur 

dissémination  et provoque la maladie (Ogeneh et al., 2014; WHO, 2006). En l’absence de 

personnes en bonne santé (témoins) pour déterminer et comparer la proportion de positivité 

bactérienne, il n'est pas possible de décider définitivement si les bactéries détectées 

représentaient le portage ou causaient une infection. Il est connu que les échantillons 

nasopharyngés (prélèvements non invasifs) peuvent être utilisés pour diagnostiquer des 

bactéries qui ne tendent pas à coloniser le rhinopharynx (Lagare et al., 2015). 

La prise préalable d’antibiotique avant l’investigation bactériologique était rapportée 

chez 68,6% des patients. La détection bactérienne par culture était plus élevée chez les patients 

n’ayant pas reçu d’antibiotique (59,5%) comparée aux patients ayant antérieurement reçu un 

antibiotique (38,8%). Mais aucune différence n’était notée chez les patients de l’Hôpital Jamot. 

En effet, la culture permet de mettre en évidence les microorganismes viables à un certain seuil 

ce qui est différente de l’approche moléculaire qui nécessite l’acide nucléique et qui est plus 

sensible. Cette étude pose le problème de l’utilisation inappropriée d’antibiotiques par la plupart 

des patients. L’automédication reste un problème pour les diagnostics de routine car elle réduit 
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la sensibilité de la culture bactérienne standard. Les antibiotiques ne devraient pas être 

systématiquement utilisés dans le traitement des infections respiratoires (prescription 

probabiliste), compte tenu des étiologies virales connues et souvent prédominantes (Assane et 

al., 2018). Ces traitements sous l’effet de la pression de sélection, ont pour conséquence de 

contribuer à l'émergence de résistance bactérienne aux antibiotiques (Ouedraogo et al., 2017).  

Les données ont montré que la détection bactérienne avait une spécificité en fonction 

du temps mis entre la survenue de l’infection et celui de l’investigation bactérienne. À l’hôpital 

Jamot, les patients étaient venus en consultation 14 à 90 jours après les premiers symptômes, 

alors que le délai de consultation au Centre Hospitalier d’Essos était de 3 à 5 jours (consultations 

pédiatriques). En effet, il a été montré que plus il y a de jours entre le début des symptômes et 

le prélèvement de l'échantillon, plus il est difficile de détecter un agent microbien (Shafik et al., 

2012). Dans les pays à faible revenu, le retard à consulter constitue un frein au bon diagnostic 

et à une bonne prise en charge précoce, car la plupart des patients ne sont pas en mesure de 

supporter les coûts des soins médicaux (Bank, 2014; O'Donnell, 2007). Cela aggrave parfois 

leur situation de santé au moment de leur arrivée à l'hôpital, en particulier lorsqu'ils ont déjà 

commencé une automédication, ce qui est fortement proscrit (Ouedraogo et al., 2017).  

Le taux de co-détection globale était de 44,5%. Pour les bactéries non tuberculeuses, le 

taux de co-détection par culture était de 24,8% contre 43% par RT-PCR (p<0,001). Le taux de 

co-détection bactérienne était plus élevé dans cette étude comparé aux 21% enregistrés en 

Gambie (avec un taux similaire de co-détection des Haemophilus et de pneumocoques) (Howie 

et al., 2014) et aux 18,9% chez les patients hospitalisés atteints de pneumonie en Belgique (De 

Schutter et al., 2011). Le taux de co-détection bactérienne chez les patients tuberculeux était de 

52,6%. Ce taux est élevé par rapport à ceux rapportés aux Philippines avec 28,4% (Shimazaki 

et al., 2018) et similaire aux 33% enregistrés au Cambodge (Attia et al., 2019). Contrairement 

à ces études asiatiques, une différence de co-détection bactérienne était observée entre les 

patients tuberculeux et non tuberculeux à Yaoundé (Cameroun). La forte prévalence de la co-

détection bactérienne chez les patients tuberculeux ou non tuberculeux peut s'expliquer par 

plusieurs raisons. Premièrement, la RT-PCR a été utilisée pour détecter les acides nucléiques 

bactériens à partir d'échantillons cliniques. L'utilisation de la RT-PCR dans des échantillons 

respiratoires augmente le rendement diagnostique de l'infection bactérienne chez les patients 

atteints d’infection respiratoire, mais elle peut également augmenter les probabilités de détecter 

les cas de portage pour les prélèvements non stériles. Cet argument suggère que l’approche 

moléculaire est la méthode la plus sensible pour détecter les co-détections représentant des 

infections quasi-passées et actuelles. Deuxièmement, la majorité des patients étaient 
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séropositifs (52,6%) pour les tuberculeux. Le taux de tabagisme enregistré pourrait augmenter 

le risque d'infection bactérienne, ainsi Haemophilus est couramment détecté chez les fumeurs 

et les patients atteints de maladie pulmonaire obstructive chronique (Finney et al., 2014). 

Troisièmement, la prévalence élevée de maladies respiratoires sous-jacentes pourrait avoir 

accru le risque de co-infection par les Haemophilus. Haemophilus était la bactérie la plus 

détectée chez les patients tuberculeux. Ce résultat diffère des précédents qui montrent que la 

bactérie la plus détectée chez les patients atteints de tuberculose était M. pneumoniae au 

Botswana (Lockman et al., 2003) et S. pneumoniae en Afrique du Sud (Nyamande et al., 2007). 

La distribution des bactéries variait selon les techniques utilisées. La détection 

bactérienne à l'aide de la combinaison RT-PCR et culture était supérieure à celle obtenue avec 

les tests réalisés uniquement avec la culture dans des laboratoires de routine. La RT-PCR a 

augmenté le rendement de détection des bactéries de 49,8% (140/281). Comme indiqué 

précédemment (Marimón et al., 2015), l'utilisation de l’outil moléculaire a considérablement 

amélioré la détection bactérienne dans les échantillons respiratoires. Dans la présente étude, 

seules 141 cultures positives ont été obtenues chez les 440 patients (32%) par rapport aux 258 

(58,6%) par RT-PCR (p <0,001). En concordance avec une étude récente menée en Suède 

(Ullberg et al., 2017), en utilisant la RT-PCR, nous avons pu détecter les agents pathogènes non 

cultivables et fastidieux comme Legionella spp. et M. pneumoniae, qui ne peuvent être pas 

recherchés de manière systématique en routine par culture. La détection rapide d'agents 

pathogènes peu communs à partir d'échantillons respiratoires à l'aide d'un outil moléculaire 

pourrait s’avérer très contributive dans la routine clinique. La plupart des co-détections ont été 

effectuées par RT-PCR. Ces résultats suggèrent que la RT-PCR est une méthode très utile pour 

détecter les co-infections représentant des infections quasi-passées et actuelles. Le 

développement de tests d'amplification d'acide nucléique a révolutionné la bactériologie 

clinique (Laupland & Valiquette, 2013). Ce sont des méthodes de diagnostic alternatives 

prometteuses. Par rapport à la culture, ces tests sont capables de fournir des résultats en 

quelques heures, sont sensibles et ne nécessitent pas d'organismes viables (Endimiani et al., 

2011; Lung & Codina, 2012). 

Les Haemophilus et les pneumocoques étaient les bactéries les plus détectées à la fois  

chez les patients VIH positifs et les patients négatifs. Ceci est en accord avec le fait qu'elles 

sont les causes les plus fréquemment identifiées de pneumonie bactérienne acquise dans la 

communauté dans les deux groupes (Huang & Crothers, 2009).  Il n'y avait aucune différence 

statistique dans la détection bactérienne entre les deux groupes. Ces données suggèrent qu’ils 
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ne sont pas des agents pathogènes opportunistes dans notre contexte. Nos résultats sont 

conformes aux résultats obtenus au Ghana, où il n'y avait pas de différence significative entre 

la prévalence bactérienne dans les deux groupes de patients (Doe, 2009). Cependant, ces 

bactéries sont les agents pathogènes opportunistes les plus fréquents chez les patients souffrant 

d’infections respiratoires aux États-Unis, en Europe occidentale (Huang & Crothers, 2009) et 

dans certains pays africains chez les enfants (Marais et al., 2006) et adultes (Hirschtick et al., 

1995). La difficulté d'expliquer ces observations chez les patients séropositifs pourrait être due 

au fait que les taux de CD4 n'étaient pas inférieurs à la valeur seuil correspondant au statut 

immunitaire compromis (nombre de CD4 <200 cellules / µl) (Hirschtick et al., 1995). Les taux 

de CD4 chez les patients séropositifs pour le VIH n'ont pas été recherchés tout comme dans 

l’étude menée au Ghana (Doe, 2009). 

La fréquence de détection des mycobactéries était de 14,8% et était faible par rapport à la 

prévalence nationale du Cameroun. La prévalence de la tuberculose au Cameroun est passée de 

26,4% en 2006 et à 20,6% en 2014 (Noeske et al., 2016). Cette différence de données pourrait 

être due aux biais dans le recrutement des patients puisque tous les cas d’infections respiratoires 

ont été inclus. Les mycobacteries étaient plus détectées chez les patients infectés par le VIH par 

rapport aux patients VIH séronégatifs (p = 0,023) et 25% des patients séropositifs pour le VIH 

étaient positifs pour la tuberculose (IC à 95%: 16-36). Ce résultat est conforme à celui de la 

littérature où la tuberculose est l’une des maladies infectieuses les plus répandues dans le monde 

et la cause de mortalité la plus fréquente chez les patients VIH positifs (Beltran-Leon et al., 

2018). En fait, le VIH est le principal facteur de risque connu qui favorise la progression de la 

tuberculose active chez les personnes atteintes d’infection à Mycobacterium tuberculosis 

(Swaminathan, 2016). La fréquence de la co-infection tuberculose/VIH dans la présente étude 

était proche du taux national qui est de 34%. Ceci place le Cameroun parmi les 30 pays à forte 

charge tuberculose/VIH, dans les régions sous surveillance de l'Organisation Mondiale de la 

Santé (WHO, 2017). Ainsi, au cours des deux dernières décennies, cette infection est devenue 

la principale infection opportuniste compliquant l’épidémie de VIH dans le monde, notamment 

en Asie et en Afrique (Swaminathan, 2016). 

La fréquence de détection de la tuberculose était plus élevée chez les fumeurs (23,6%) 

comparativement aux 11,4%  des non-fumeurs (p = 0,043), suggérant que le tabagisme est un 

facteur de risque pour développer la tuberculose. En fait, le tabagisme a été signalé comme un 

paramètre favorisant les infections tuberculeuses dans de nombreux pays, par exemple en 

Éthiopie (Shimeles et al., 2019) et en Afrique du Sud (Brunet et al., 2011; den Boon et al., 
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2005). Le tabagisme a été signalé à Taïwan comme augmentant le risque de récurrence de la 

tuberculose chez les adultes ayant terminé avec succès un traitement antituberculeux (Yen et 

al., 2014). La fumée du tabac altère la clairance muco-cilaire, diminue les performances des 

macrophages alvéolaires, entraine l’immunodépression des lymphocytes pulmonaires, diminue 

l'activité cytotoxique des cellules natural killer et altère de l'activité des cellules dendritiques 

pulmonaires (Janah et al., 2014). 

Lorsque l'on examine la distribution bactérienne suivant les groupes d'âge, le taux de 

détection diminuait  avec l'âge (p = 0,024). La plupart de cultures positives était détectée chez 

les enfants de moins de cinq ans; cela pourrait être attribué à leur faible immunité. Les données 

disponibles sur la détection des bactéries chez les enfants atteints d’infections respiratoires 

montrent que la fréquence d’Haemophilus spp.,de pneumocoques et de Moraxella catarrhalis 

est élevée chez les moins de 5 ans (O'Grady et al., 2016). 

Dans notre étude, les bactéries détectées étaient plus élevées chez les patients de sexe 

féminin (56,5%) que chez ceux de sexe masculin (38,5%). De même, dans une étude menée à 

Nakuru au Kenya, les femmes étaient plus susceptibles d’être touchées que les hommes. Les 

bactéries ont été isolées dans une proportion plus élevée chez femmes (32,1%) par rapport aux 

hommes (20%) respectivement, même si cette distribution n'était pas significativement 

différente (p = 0,231) (Matu M et al., 2014). Mais beaucoup de données disponibles ne montrent 

pas de telles tendances. Les différences, le cas échéant, pourraient être dues aux spécificités 

sociodémographiques et biologiques de la population. 

Les signes cliniques suivants étaient associés à la culture bactérienne: conjonctivite, 

dyspnée et l’absence de myalgie. Ceci est différent d'une étude réalisée au Kenya où la fièvre, 

une fréquence respiratoire élevée, la toux et le stridor étaient associés à la croissance 

bactérienne. En réalité, les différences dans les résultats de cette étude pourraient être attribuées 

à la différence dans la population étudiée et éventuellement à la différence physiologique des 

sujets de l'étude (Matu M et al., 2014).  
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III.2 IDENTIFICATION ET DIVERSITÉ GÉNÉTIQUE DES Haemophilus 

III.2.1 Caractéristiques de la population d’étude à culture positive pour les     

Haemophlius 

Quatre-vingt-quinze isolats d’Haemophilus provenant de 440 patients (21,6%) souffrant 

d'infections des voies respiratoires ont été collectés, dont 62,1% chez les patients de sexe 

féminin (59/95). Comme indiqué dans le tableau XIV, 77% des isolats d’Haemophilus (74/95) 

provenaient d'enfants. 

Tableau XIV: Caractéristiques de la population d’étude 

 

CHE: Centre Hospitalier d’Essos; EI: Ecart interquartile 

III.2.2 Test des facteurs de croissance 

L’identification des Haemophilus à partir des facteurs de croissance a révélé des 

proportions différentes telles que illustrée par la figure 17. Au total, 82,1% des isolats étaient 

identifiés comme H. influenzae (78/95), 15,8% comme H. parainfluenzae (15/95) et 2,1% 

d’isolats étaient non identifiables (2/95).  

Caractéristiques des patients Hôpital Jamot (%) CHE (%)    Total (%) 

Genre       

Masculin 10 (40) 26 (37,1)    36 (37,9) 

Féminin 15 (60) 44 (62,9)    59 (62,1) 

Age médian (EI) 37.7 (27.4-54.7) 2.4 (0.8-4.1)    3.2 (1.1-10.6) 

Groupe d’âge (an)       

< 5 2 (8) 64 (91,4)    66 (69,5) 

5-17 2 (8) 6 (8,6)    8 (8,4) 

>17 21 (84) 0    21 (22,1) 

Total (%) 25 (100) 70 (100)    95 (100) 
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Figure 17: Proportion des espèces d’Haemophilus identifiées à partir des facteurs de 

croissance 

III.2.3 Identification par PCR 

Par PCR, 74,7% des isolats (71/95) étaient positifs pour l’amplification du gène ompP2, 

78,9% d’isolats l’étaient pour le gène fucK (75/95), 73,7% l’étaient pour le gène iga (70/95), 

100% l’étaient pour le gène hpd. En combinant les résultats de l’amplification du gène ompP2 

et ceux de l’amplification simultanée des gènes fucK, hpd et iga, 76,8% des isolats étaient H. 

influenzae (73/95). Les 23,3% restant étaient non identifiables par PCR (figure 18). 

 

Figure 18: Proportion des espèces d’Haemophilus identifiées par PCR 

III.2.4 Identification par MALDI-TOF 

Le MALDI-TOF a permis d’identifier 4 espèces d’Haemophilus illustrée par la figure 19. 

Il s’agissait de 77,9% de H. influenzae (77/95), 14,7% de H. haemolyticus (14/95), 6,3% de H. 

parainfluenzae (6/95) et 1,1% de H. parahaemolyticus (1/95). 
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Figure 19: Proportion des espèces d’Haemophilus identifiées par MALDI-TOF 

III.2.5 Identification par rMLST 

Par rMLST, trois espèces d’Haemophilus ont été identifiées (figure 20). Les H. 

influenzae représentaient 76,8% (73/95), les H. haemolyticus représentaient 14,7% (14/95 et 

8,4% pour H. segnis (8/95). 

 

Figure 20: Résultat de l’identification des Haemophilus par rMSLT 

III.2.6 Identification des Haemophilus par BLAST du gène rpoB et du 

génome entier 

Quatre espèces d’Haemophilus ont été identifiées par BLAST du gène rpoB et du 

génome entier (Figure 21). Les H. influenzae représentaient 76,8% des Haemophilus (73/95), 

15,8% pour les H. haemolyticus (15/95) 6,3% pour les H. parainfluenzae (6/95) et 1,1% pour 

Actinobacillus porcitonsillarum (1/95). 



113 

 

 

Figure 21: Résultat de l’identification des Haemophilus par BLAST du gène rpoB et du 

génome entier 

III.2.7 Évaluation de la performance des techniques 

La comparaison des différentes techniques d’identification a montré des accords forts et 

presque parfaits dans l’ensemble (Tableau XV).  

Un ensemble de 95 isolats d’Haemophilus a été examiné à l'aide par 4 techniques 

d’identification : Facteurs de croissance (tests biochimiques), PCR (amplification d’un gène 

cible), MALDI-TOF (protéomique), rMLST et BLAST (séquençage du génome entier). Le 

coefficient Kappa de Cohen pour l’identification des espèces Haemophilus  cibles ont été 

calculés en prenant comme référence le rMLST. Le résultat d’amplification du gène ompP2 par 

PCR a été utilisé pour la comparaison avec le rMLST. De ce fait, la comparaison entre PCR et 

rMLST était basée sur l’identification des H. influenzae uniquement. La valeur de Kappa pour 

la concordance entre les résultats des tests aux facteurs de croissance était la plus faible (kappa 

= 0,767) mais ayant un bon accord. L’accord presque parfait a été obtenu entre le rMLST et le 

BLAST du gène rpoB de même que le BLAST du génome entier (kappa = 0,971) ; pareille que 

pour la PCR dont une cible (gène ompP2) était identifiée (kappa =0,943). 
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Tableau XV: Résultats d’évaluation de performance  entre les différentes techniques 

d’identification 

Techniques Concordance (%) Coefficients kappa 

rMLST et Facteurs de croissance 76,8 0,767 

rMLST et MALDI-TOF 89,5 0,91 

rMLST et gyrA 83,2 0,775 

rMLST et rpoB 90,5 0,971 

  

Sur les 95 isolats d’Haemophilus, 73 étaient H. influenzae (76,8%), 15 H. haemolyticus 

(15,8%), 6 H. parainfluenzae (6,3%) et 1 Actinobacillus porcitonsillarum (1,1%). Le rMLST a 

identifié tous les H. parainfluenzae et Actinobacillus porcitonsillarum comme des 

Aggregatibacter segnis. MALDI-TOF a identifié Actinobacillus porcitonsillarum comme étant 

H. parahaemolyticus. La concordance d'identification entre le BLAST génome entier, rpoB et 

MALI-TOF était de 98,9%. Celle entre le rMLST et BLAST rpoB était de 90,5%. Le score 

d'identification de rMLST était de 81% pour H. segnis. 

III.2.8 Biotypage 

Les tests biochimiques pour la détermination des biotypes ont révélés que les 73 isolats 

de H. influenzae étaient de biotype II (31,5%), I (20,5%), III (17,8%), IV (15,1%), V (9,6%), 

VIII (2,7%), VI (1,4%) et VII (1,4%). Les six isolats de H. parainfluenzae étaient du biotype I 

(100%). La classification de biotype selon H. influenzae, les isolats de H. haemolyticus ont été 

groupés comme suit: 33,3% du biotype IV (5/15), 26,6% du biotype III (4/15), 13,3% des 

biotypes I et VI (2/15 chacun), 6,7% des biotypes VII et VIII (1/15 chacun). 

III.2.9 Étude de la diversité génétique des Haemophilus 

Le lien phylogénétique entre les espèces d’Haemophilus a été établi à partir de 

l'alignement des séquences protéiques des gènes ftsI, gyrA et rpoB (figure 22). Certains isolats 

de H. haemolyticus étaient groupés avec H. influenzae (figure 22B). En outre, des isolats positifs 

par PCR (gène ompP2) et présentant un profil MLST incomplet étaient regroupés avec H. 

haemolyticus et H. parainfluenzae (Figure 22C). L’arbre phylogénétique à partir du gène gyrA 

(figure 22B)  était moins individualisé par rapport à celui de ftsI (figure 22A) qui donnait un 

meilleur profil, avec les différentes espèces bien regroupées. 
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Figure 22: Arbres SplitsTree de Neighbor-Net générés à l’aide de SplitsTree4 pour 

visualiser les espèces d’Haemophilus isolées chez des patients présentant des infections 

respiratoires. 

 Les arbres montrent les liens génétiques des espèces Haemophilus sur la base de trois gènes: 

ftsI (A), gyrA (B) et rpoB (C). La couleur noire représente Haemophilus influenzae; la couleur 

verte indique Haemophilus parainfluenzae, la couleur rouge représente Haemophilus 

haemolyticus. 

Parmi les 73 isolats de H. influenzae, 46 avaient un profil MLST complet (Annexe 18) avec les 

sept gènes de ménage (adk, atpG, fucK, frdb, mdh, pgi et recA). Les 27 isolats restants étaient 

dépourvus d'un ou de plusieurs gènes de ménage et la base de données MLST n’attribue pas de 

ST à des souches dont l'un des sept loci est manquant. Un arbre phylogénique a été construit à 

partir d'un dendogramme afin de montrer le lien de parenté génétique entre les 46 isolats de H. 

influenzae ayant le profil complet avec les sept allèles ciblés extraits du génome entier (figure 

23). Parmi les 40 différentes ST,  11 étaient nouvelles. Les nouvelles ST décrites pour la 

première fois sont les suivantes (code attribué avant soumission des ST dans le site MLST): 
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ST-2152, ST-2150, ST-2144, ST-2145, ST-2143, ST-2147, ST-2151, ST-2148, ST-2154, ST-

2149 et ST(22;146;11;43;35;18;15). Des isolats ayant un profil MLST complet, 7 ST étaient 

rencontrées deux fois (ST-12, ST-107, ST-411, ST-860, ST-1218, ST-1482 et ST-2145) et les 

33 ST restantes étaient représentées par un seul isolat. L'algorithme eBURST a généré des 

différentes 40 ST, un complexe clonal et 46 singletons, révélant un niveau élevé de diversité 

génétique dans la structure de la population des Haemophilus influenzae. L'indice de diversité 

de Simpson était de 1 avec un intervalle de confiance de 95%: [1 ; 1].  

 

Figure 23: Liens phylogénétiques entre les isolats de H. influenzae. 

A : Arbre UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) de des séquences 

de H. influenzae construit à partir des sept loci de MLST. La distance de liaison indique le 

nombre de substitutions de nucléotides.  B : Un grapeTree basé sur les 7 loci MLST des isolats 

avec des données MLST complètes. Les nœuds ont été dessinés à l'échelle en fonction du 

nombre d'isolats (indiqué par le diagramme circulaire) de chaque nœud. Les branches entre les 

nœuds ont été dessinées à l'échelle et le nombre d'allèles différents entre les deux nœuds 

connectés est indiqué sur la branche. Le nœud gris correspond à des isolats non typables. Les 

deux isolats typables (capsulés) sont indiqués en rouge (sérotype b) et cyan (sérotype f). 
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L’analyse GrapeTree a également montré une structure très diversifiée de l'arbre 

phylogénétique et peu d'isolats étaient liés par moins de trois allèles différents des 7 gènes 

MLST (Figure 23). Les métadonnées de ces 46 isolats étaient également très diverses. En tenant 

compte des isolats dépourvus d'un ou plusieurs gènes de ménage MLST, l'ensemble des 73 

isolats comparés en utilisant l’analyse du génome entier avec «Gene Comparator» sur 

PubMLST (Rd KW20 comme souche de référence) a également montré une structure très 

diversifiée (Figure 24). 

 

Figure 24: Profils alléliques neighbour-network des 73 isolats de H. influenzae par rapport aux 

loci annotés de la souche de référence Rd KW20. 

Chaque isolat est représenté par un cercle et la couleur du cercle indique le sérotype de l’isolat 

correspondant. Les isolats non typables sont représentés par un cercle gris. Les deux isolats 

typables (capsulés) sont indiqués en cercle rouge (sérotype b) et cyan (sérotype f). ref : souche 

de référence Rd KW20. 
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III.2.10 Discussion partielle 

L’identification rapide et précise des agents pathogènes bactériens est très importante 

pour la mise en œuvre rapide de la gestion des cas, du contrôle stratégique et surveillance des 

maladies (Wang et al., 2011). La discrimination des espèces étroitement apparentées H. 

influenzae, H. parainfluenzae et H. haemolyticus revêt une importance diagnostique en raison 

de leurs différences en terme de pouvoir pathogène. Une identification fiable de H. 

haemolyticus et une discrimination de H. influenzae pathogène sont importantes à des fins 

diagnostiques et épidémiologiques (Frickmann et al., 2013). 

Les méthodes d'identification phénotypique des espèces d’Haemophilus ont montré un 

bon accord par rapport à la méthode protéomique (MALDI-TOF) et génotypique qui ont montré 

un accord presque parfait. L’approche génotypique était réalisée par BLAST du gène de la sous-

unité bêta de l'ARN polymérase (rpoB) et du génome entier. L’ensemble des différentes 

approches d’identification a permis d’identifier à partir des 95 isolats d’Haemophilus, 76,8% 

de H. influenzae,  15,8% de H. haemolitycus, 6,3% de H. parainfluenzae et 1,1% de A. 

porcitonsillarum. Les résultats similaires rapportant ces trois espèces d’Haemophilus avaient 

déjà été observés en Australie chez les enfants atteints de toux chronique (Hare et al., 2015). 

Dans cette étude, le taux d’identification de H. influenzae et H haemolyticus était 

différent de ce qui avait été déjà émis par d’autres chercheurs en Angleterre avec 93,7% et 6,3% 

respectivement (Osman et al., 2018) ou aux USA avec 39,5% de H. haemolyticus (Murphy et 

al., 2007) et 1,5% de H. haemolyticus identifiés en Australie (Zhang et al., 2014). En effet, 

l’identification phénotypique suggère que jusqu'à 40% des isolats d’Haemophilus sont des H. 

haemolyticus. La similitude génétique de H. influenzae et H. haemolyticus limite le pouvoir des 

techniques moléculaires simples telles que la PCR pour la discrimination d'espèce (E. Meats et 

al., 2003). Le taux d'erreur d'identification de H. haemolyticus en tant que H. influenzae ou 

H. parainfluenzae était relativement élevé dans cette étude au regard des résultats des tests 

basés sur les facteurs de croissance et l’approche moléculaire. 

La PCR détectant les gènes marqueurs spécifiques de l’espèce tels que la fuculose 

kinase (fucK), la protéine D (hpd) et l’IgA protéase (iga) pour H. influenzae et H. 

haemolyticus a été utilisée pour différencier les espèces, mais aucune n'était suffisamment 

spécifique pour être utilisée seule. Le marqueur d’identification hpd n’a pas permis de 

différencier H. influenzae de H. haemolyticus comme démontré dans l’étude de Theodore 
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(Theodore et al., 2012) car l’amplification du gène hpd était à la fois positive pour H. influenzae 

et les autres espèces Haemophilus. 

Historiquement, H. influenzae a été l’espèce la plus importante des Haemophilus isolée 

chez les personnes souffrant d’infection des voies respiratoires. H. influenzae est le plus 

pathogène des 8 espèces d’Haemophilus qui résident comme les 46 commensaux des voies 

respiratoires chez l’homme (McCrea et al., 2008). La détection d'autres espèces d’Haemophilus 

dans ces infections en Afrique n'est pas rapportée fréquemment. Ceci serait dû au fait qu’elles 

soient considérées comme des bactéries commensales. Par ailleurs, H. haemolyticus a été déjà 

signalé comme agent étiologique dans les infections invasives aux États-Unis (R. Anderson et 

al., 2012).  

Le MALDI-TOF a eu une bonne concordance d’identification avec le rMLST et le 

BALST du génome entier en permettant d’identifier les trois espèces d’Haemophilus (H. 

influenzae, H. haemolyticus et H. parainfluenzae). La concordance d'identification entre le 

BLAST du génome entier, rpoB et le MALDI-TOF était de 98,9%. Celle entre le rMLST et le 

BLAST rpoB était de 90,5%. L'aptitude de MALDI-TOF à distinguer les 3 espèces : H. 

influenzae de H. haemolyticus et H. parainfluenzae a déjà été décrite (Bruin et al., 2014; 

Frickmann et al., 2013; Zhu et al., 2013) . Néanmoins, la disponibilité d'un spectre de référence 

bien défini pour H. haemolyticus et H. parainfluenzae dans la base de données appliquée 

constitue un préalable important à cet égard. Il faut noter que les spectres de H. haemolyticus 

et de H. influenzae sont très similaires et que la variabilité intraspécifique est considérable. 

MALDI-TOF a identifié A. porcitonsillarum comme étant H. parahaemolyticus et une souche 

de H. haemolyticus (6,7% ; 1/15) comme étant H. influenzae. La disponibilité des spectres de 

référence spécifiques de H. influenzae et de H. haemolyticus permettra d'obtenir les meilleures 

concordances avec le spectre spécifique à l'espèce. Cependant, la distance spectrale des spectres 

de H. haemolyticus et de H. influenzae ne permet pas une large marge de sécurité pour 

l'identification. Dans une étude similaire à celle-ci, 12% (IC 95%: 4,5-24,3) des souches de  H. 

influenzae correspondaient à un spectre de H. haemolyticus avec un score pouvant 

théoriquement conduire à des erreurs d’identification (Frickmann et al., 2013). La performance 

de MALDI-TOF pour l'identification de H. haemolyticus et de H. influenzae dépend fortement 

d'un spectre de référence bien défini pour H. haemolyticus dans les bases de données pour ces 

espèces, qui varie d'un laboratoire à l'autre (Frickmann et al., 2013; Zhu et al., 2013). Son utilité 

pour la discrimination entre H. haemolyticus et H. influenzae nécessite une amélioration 

continue. Par ailleurs, aucune erreur d'identification n'a été observée pour  H. parainfluenzae 
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car le score était de 100%. Au regard des limites de l’identification phénotypique et par PCR et 

du faible taux d'erreur d'identification observé avec le MALDI-TOF, ce dernier présente 

l’avantage d’intégrer un débit élevé, la précision et la rapidité. C'est une excellente méthode 

pour différencier les espèces Haemophilus et bien d’autres micro-organismes.  

De nombreuses méthodes d’identification à partir du séquençage ont été développées 

pour les bactéries. Dans cette étude, l'identification des espèces Haemophilus à partir du 

séquençage du génome entier par BLAST (BLAST de la séquence rpoB) et par rMLST a été 

réalisée en vue de comparer ces méthodes. H. parainfluenzae n’était pas identifiable par rMLST 

et par défaut rendu en H. segnis avec un score de  81%. La non identification des isolats de H. 

parainfluenzae par rMLST pourrait être dû au fait que la base de données ne contienne pas tous 

les gènes codant pour les 53 protéines ribosomales. De plus, H. parainfluenzae est étroitement 

apparenté à H. segnis de par leurs similitudes phénotypiques et génomiques (Lau et al., 2004; 

Nørskov-Lauritsen, 2014).   

Par ailleurs la concordance entre le BLAST du génome entier et le gène rpoB avait une 

concordance de 100%. La comparaison des séquences du gène rpoB est utilisée pour les 

analyses phylogénétiques chez les bactéries (Rowland GC et al., 1992) et constitue un outil 

puissant pour leur identification (Mollet et al., 1997). Cette séquence présente quelques 

spécificités : La haute résolution du marqueur rpoB qui permet de révéler une variation 

moléculaire jusqu'au niveau de la population. La divergence génétique de rpoB correspond 

mieux à la divergence génomique globale et fournit un meilleur support bootstrap pour la 

reconstruction phylogénétique. Étant donné que rpoB est un gène codant pour une protéine, les 

données générées à partir de ce marqueur sont plus facilement interprétées dans un cadre 

évolutif (Case et al., 2007). Le séquençage du gène rpoB permet une détection et une 

identification bactériennes robustes, reproductibles et précises. Cela pourrait également 

permettre la reclassification des espèces et la détection de nouveaux organismes, y compris 

d'organismes non encore cultivés présents dans les communautés bactériennes (Adekambi et 

al., 2009). 

La différence d’identifications des Haemophilus par les facteurs de croissance et la PCR par 

rapport au séquençage met en évidence les difficultés d’identification de ces bactéries. Dans 

d'autres études, des différences ont été trouvées entre les cibles de la PCR. L'explication de cette 

différence est que certaines espèces Haemophilus partagent certaines séquences de gènes 

similaires qui peuvent être facilement discriminées par séquençage. Même si les valeurs kappa 

pour la concordance entre les résultats de l'identification bactériologique étaient bonnes, le 
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séquençage et le MALDI-TOF sont préférables aux autres identifications des Haemophilus. En 

effet, le séquençage du génome entier est un outil précieux pour mieux comprendre la génétique 

des bactéries et pour les identifier (Hu et al., 2016). 

Au fur et à  mesure que la capacité bioinformatique des laboratoires s’améliore et que les coûts 

d'acquisition du système diminuent, les outils de détection moléculaire avancés tels que les 

séquenceurs et le MALDI-TOF peuvent être largement utilisés dans les laboratoires de 

microbiologie de diagnostic, de santé publique et de recherche principalement. Cependant, des 

méthodes rapides et peu coûteuses à haut débit, telles que la PCR, restent utiles dans ces 

laboratoires pour le diagnostic et la surveillance des maladies infectieuses (Hu et al., 2016). 

  Les séquences peptidiques issues des gènes rpoB, gyrA, ftsI et le profil MLST ont été 

analysés en tant qu'outils pour analyser la phylogénie des espèces d’Haemophilus. 

L’appréciation des relations phylogénétiques entre les 3 espèces d’Haemophilus à savoir H. 

influenzae, H. haemolyticus et H. parainfluenzae variait suivant le gène cible. La classification 

phylogénétique à partir du gène gyrA était moins discriminante par rapport à celles de ftsI et 

rpoB qui donnaient un meilleur profil, avec les différentes espèces bien regroupées. En effet, la 

séquence peptidique issue du gène gyrA a déjà été utilisée comme marqueur pertinent pour la 

classification phylogénétique chez les bactéries (Menard et al., 2016; Shamsi et al., 2017). Par 

ailleurs, le gène rpoB offre une résolution phylogénétique améliorée. Ceci est particulièrement 

pertinent lorsque pour l’étude de la diversité des sous-espèces dans lesquelles l’analyse du gène 

rpoB à copie unique pourrait être utilisée pour compléter les informations (Adekambi et al., 

2003; Itoh et al., 2003; Kurabachew et al., 2008). Le MLST et le séquençage du gène ftsI 

représentent aussi un outil puissant pour l’analyse de la phylogénie des espèces d’Haemophilus 

(Deghmane et al., 2019; Skaare et al., 2014). L’arbre phylogénétique obtenu à partir de 

l’alignement multiple de séquences d'acides aminés déduite des séquences d'ADN de tous les 

allèles ftsI permet de définir 4 groupes de résistance des H. influenzae aux β-lactamines 

(Deghmane et al., 2019) et 3 groupes ont été décrits dans cette étude. 

  Des 73 isolats de H. influenzae soumis au séquençage du génome entier, seuls 46 avaient 

le profil MLST complet avec les 7 gènes de ménage. Le MLST a été choisi pour le fait qu’il 

s’agit de la meilleure méthode pour typer les séquences d’ADN de gènes de ménage 

sélectionnés d’isolats bactériens (Kozarewa et al., 2009). Le profil MLST a montré un pouvoir 

discriminant élevé, car il était capable de différencier ST-57 et ST-233, deux isolats très 

similaires qui ne différaient que d’un locus sur les sept. En termes de liens phylogénétiques, les 
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47 isolats ont montré une grande diversité génétique avec plusieurs ST qui correspondaient à 

de nouvelles ST incluses dans la base de données pubmlst. Il est à noter que l’unique isolat du 

sérotype b appartenait au ST-222 qui est assez différent du ST-6 auquel appartient la majorité 

des isolats invasifs du sérotype b (Deghmane et al., 2019). Aucune association n'a été trouvée 

entre la ST et d'autres paramètres cliniques et démographiques. Les isolats de H. influenzae 

étant constitués principalement de H. influenzae non typables seraient très éloignés en raison 

de la faible pression évolutive permettant des mutations dans leur génome. En effet, des 

résultats similaires ont déjà été rapportés aux Etats-Unis d’Amérique, en Espagne et en Italie 

avec une très grande diversité génétique parmi les isolats de H. influenzae non typables  (Giufre 

et al., 2018; Puig et al., 2013; Schumacher et al., 2012). Les souches capsulées sont plus 

conservées dans leur génome mais leur profil MLST n’était pas complet pour ces souches. 
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III.3 IDENTIFICATION DU TYPE CAPSULAIRE ET ÉVALUATION DE L’IMPACT 

DE LA VACCINATION CONTRE Haemophilus influenzae SÉROTYPE b 

III.3.1 Taux de couverture vaccinale 

Des 95 isolats issus de l’étude, ceux de H. influenzae obtenus chez 73 patients ont été 

analysés (tableau XVI ci-dessous). L’état d’immunisation des patients était différent suivant les 

tranches d’âge (p < 0,001) : 84,9% de patients (62/73) qui étaient vaccinés contre hib étaient 

agés de 6 semaines à 10 ans. Les patients non vaccinés étaient constitués de patients âgés de 

plus de 10 ans (13,7%) et de moins de 6 semaines (1,4%) (Figure 25). 

 

 

Figure 25: Taux de couverture du vaccin contre Haemophilus influenzae type b  suivant 

le groupe d’âge dans les sites d’étude. 

III.3.2 Détermination du type capsulaire (sérotype) des H. influenzae 

Parmi les 73 isolats de H. influenzae, 3 isolats capsulés étaient identifiés (4,1%)  chez 

des patients par le test d'agglutination, la PCR et le séquençage du génome entier avec un accord 

de 100%. Ces sérotypes étaient de type b, e et f. Parmi les 73 isolats, 70 étaient non capsulés, 

soit 95,9% des souches. L’isolat de sérotype b était obtenu chez un enfant de 12 ans non 

immunisé contre hib. Les sérotypes e et f sont survenus chez des patients âgés respectivement 

de 1 et 33 ans. Parmi les isolats capsulés, 66,7% (2/3) étaient rencontrés chez les patients non 

vaccinés et âgés de plus de 10 ans (p = 0,011 et p = 0,015 respectivement). 
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Tableau XVI: Caractéristiques de la population d’étude pour la détermination du type 

capsulaire 

/: Non applicable; CHE: Centre Hospitalier d’Essos ; H. influenzae non typables : 

Haemophilus influenzae non capsulé 

Caractéristiques N=73 HJ (n=12) 
CHE 

(n=61) 

Couverture 

vaccinale (%) 
Sérotype  

Genre       

  Masculin 29 5 24 26 (89,7) H. influenzae non 

typables 

  Féminin 44 7 37 36 (81,8) b, e, f et H. 

influenzae non 

typables 

Age médian (EI) 2,9 (0,9-4,6) 29,9 (7,8-38,6) 1,7 (0,9-4) / / 

Groupe d’âge      

  < 5 58 2 56 56 (94,9) e 

  5-10 7 2 5 6 (85,7) H. influenzae non 

typables 

>10 9 8 1 0 b, f 

Échantillon clinique      

  Écouvillon 

nasopharyngé 

63 2 61 / b, e 

  Liquide pleural 2 2 / / H. influenzae non 

typables 

  Lavage broncho-    

alvéolaire 

3 3 / / f 

  Expectoration 5 5 / / H. influenzae non 

typables 



125 

 

III.3.3 Impact de la vaccination contre Haemophilus influenzae type b 

Chez les patients vaccinés, H. influenzae type b n’a été détecté chez aucun (figure 26). 

Par ailleurs, parmi les patients non vaccinés, un cas d’Haemophilus influenzae type b a été 

détecté représentant 9,1% (1/11). 

 

Figure 26: Impact de la vaccination sur la circulation d’Haemophilus influenzae type b 

III.3.4 Discussion partielle 

H. influenzae est à l'origine de plus de 3 millions de cas de maladies graves, 

principalement les méningites et les pneumonies chez les enfants de moins de 5 ans, provoquant 

environ 386 000 décès chaque année dans le monde (Deraz et al., 2012). Dans cette étude, les 

H. influenzae non typables (non capsulés ou non sérotypables) représentaient 95,9% des isolats 

de H. influenzae (70/73). Ce résultat est comparable à celui obtenu dans d'autres études dans 

lesquelles les H. influenzae non typables sont davantage isolés chez les patients présentant une 

infection des voies respiratoires (Behrouzi et al., 2017; Chang et al., 2011; Setchanova et al., 

2013). H. influenzae non typable est une menace majeure pour la santé publique, en particulier 

dans les pays en développement, et est responsable d'infections de l'oreille moyenne et de 

plusieurs maladies infectieuses des voies respiratoires chez l'homme, telles que la pneumonie, 

la sinusite et la maladie pulmonaire obstructive chronique (Behrouzi et al., 2017; Cerquetti & 

Giufrè, 2016; Roier et al., 2012).  

Les H. influenzae non typables sont de plus en plus reconnus comme agents pathogènes 

émergents. L'immunisation systématique des nourrissons avec des vaccins conjugués contre H. 

influenzae de type b (hib) a considérablement réduit l'incidence des maladies invasives à hib. 
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Cependant, un changement marqué du sérotype invasif prédominant b à H. influenzae non 

typables s'est produit. La mise en œuvre de vaccins conjugués contre le pneumocoque a entraîné 

des changements dans la fréquence des pathogènes colonisateurs du nasopharynx avec une 

augmentation de H. influenzae non typables, bien que cette hypothèse  soit très controversée 

(Cerquetti & Giufrè, 2016). Actuellement, il n'existe pas de vaccin homologué contre H. 

influenzae non typables disponible dans le commerce (Roier et al., 2012) et en raison du 

manque de vaccins efficaces, ainsi que de la propagation et de la prévalence des H. influenzae 

non typables dans le monde, il est urgent de concevoir et de développer des vaccins candidats 

efficaces contre ces souches. Ces bactéries expriment plusieurs protéines de la membrane 

externe, dont certaines ont été étudiées en tant que candidats au développement de vaccins. 

L'absence de capsule de protection, la forte hétérogénéité antigénique et les fortes variations 

des antigènes exposés constituent des obstacles importants à la mise au point de vaccins 

efficaces contre H. influenzae non typables. Par conséquent, les études portant sur le 

développement de vaccins se sont concentrées sur la zone protectrice des protéines de la 

membrane externe, du lipooligosaccharide et des pili. À cette fin, divers vaccins candidats ont 

été développés avec l'immunogénicité de la protéine D, offrant une protection élevée contre H. 

influenzae non typables (Behrouzi et al., 2017). 

La proportion des H. influenzae de type b était de 1,4% (1/73), proportion très faible 

comparée aux 27,7% chez les patients atteints de méningite bactérienne aiguë signalée avant la 

couverture vaccinale au Cameroun (Gervaix et al., 2012). Depuis l’introduction du vaccin, 

l'incidence des infections à hib a diminué drastiquement, et s’en ait suivi l’émergence d'autres 

types capsulaires et surtout des H. influenzae non typables. Avant le vaccin anti-hib dans de 

nombreux pays, la plupart des infections invasives à H. influenzae étaient dues à hib et le taux 

de colonisation chez les nourrissons était de 3 à 5%  (Agrawal & Murphy, 2011). Aucun hib n'a 

été observé dans cette étude chez les patients vaccinés pouvant suggérer un effet positif du 

vaccin, comme c'était le cas lors de la précédente étude dans le Nord du Cameroun (Massenet 

& Tapindjin-Gake, 2010). Des infections à hib ont été rapportées chez des personnes vaccinées 

dans certains pays et l’échec de l’efficacité du vaccin était lié à un défaut de l’amorçage 

immunologique (Agrawal & Murphy, 2011; Burns et al., 1985; Roberts et al., 1980; von 

Gottberg et al., 2012). Parmi les patients non vaccinés chez lesquels H. influenzae était isolés, 

9,1% (IC 95% : 0,2-41,3) étaient infectés par H. influenzae de type b. Ce résultat est similaire 

à ceux rapportés lors d’études sur les méningites au Cameroun avec 18,5% (M. C. Fonkoua et 

al., 2001) et 27,7% (Gervaix et al., 2012) avant l’introduction du vaccin conjugué dans le 
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programme élargi de vaccination. Avec le cas de hib isolé chez un participant non vacciné (ce 

qui signifie que cette souche circule toujours) confirmé par les résultats de la surveillance sur 

l'étiologie de la méningite bactérienne chez l'enfant à Yaoundé à l'ère post-vaccinale (Boula et 

al., 2019), les mesures visant à immuniser devraient inclure les personnes de tous les groupes 

d'âge. 



128 

 

III.4 PROFIL DE RÉSISTANCE DES ISOLATS DES Haemophilus AUX 

ANTIBIOTIQUES ET MODIFICATIONS MOLÉCULAIRES ASSOCIÉES 

III.4.1 Caractéristiques de la population d’étude 

Au total, 94 isolats étaient identifiés comme appartenant au genre Haemophilus. Parmi 

ces 94 souches, 52 soit 55,3% provenaient de patients qui avaient préalablement pris un 

traitement antibiotique avant le diagnostic bactériologique (Tableau XVII). Suivant le genre, 

61,4% de patients féminins (35/57) étaient sous antibiotique contre 48,6% chez les patients de 

sexe masculins (17/35) (p=0,228). Les patients âgés de moins de 5 ans (33%) étaient les plus 

nombreux à être sous traitement antibiotique (p=0,018). 

Tableau XVII: Caractéristiques des patients et antibiothérapie préalable 

CHE : Centre Hospitalier d’Essos ; EI : Écart interquartile ; HJ : Hopital Jamot ;  

III.4.2 Sensibilité des isolats d’Haemophilus aux antibiotiques 

La ceftriaxone, le céfotaxime et  l’amoxicilline/acide clavulanique étaient les 

antibiotiques les plus actifs (100%) sur tous les isolats d’Haemophilus. Les principaux profils 

de résistance comprenaient le cotrimoxazole, l’ampicilline, le chloramphénicol et la 

tétracycline avec respectivement 91,5%, 55,3%, 11,7% et 10,6% (Tableau XVIII). La résistance 

à l'acide nalidixique et à la rifampine était de 4,2%. Concernant les isolats résistants à 

l’ampicilline, 14 étaient producteurs de la β-lactamase (26,9%) parmi lesquels 35,7% 

Caractéristiques N=94 HJ CHE Prise préalable d’antibiotique (%) 

Genre       

  Masculin 35 9 26 17 (18,1) 

  Féminin 59 15 44 35 (37,2) 

Age médian  

en année (EI) 

3.2  

(1.1-10.6) 

37.7  

(27.4-54.7)   

2.4  

(0.8-4.1) 

/ 

Groupe d’âge (an)     

  < 5 66 2 64 31 (33) 

  5-15 8 2 6 5 (5,2) 

  >15 20 20 0 16 (17) 
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présentaient une résistance multiple au cotrimoxazole, à la tétracycline, à la ampicilline et au 

chloramphénicol (5/14). Les taux d’isolats producteurs de β-lactamase étaient élevés chez les 

enfants (78,6%; 11/14). Les isolats issus des expectorations étaient plus résistants à l’acide 

nalidixique, la rifampicine, la tétracycline et au chloramphénicol (avec respectivement p=0,049; 

p=0,012; p=0,006 et p=0,034) comparé aux souches isolées des autres types de prélèvements. 

Tous les isolats à l’exception d’un seul avaient un profil de sensibilité intermédiaire pour 

l’érythromycine et le seul isolat résistant ne presentait aucune mutation.  Le taux de multi-

résistance (2 classes d’antibiotiques) était de 55,3% (52/94) et impliquait cotrimoxazole et 

l’ampicilline. 

Tableau XVIII: Profil de résistance des isolats d’Haemophilus  aux antibiotiques 

Famille d’antibiotique Antibiotique (charge du disque) Nombre (%) 

Bêta-Lactamines 

Ampicilline (2µg) 52 (55,3) 

CMI Amoxicilline 15 (16) 

Céfuroxime (30µg) 5 (5,3) 

Aminosides Gentamicine (15µg) 1 (1,1) 

Macrolides Erythromycine (15µg) 1 (1,1) 

Phénicolés Chloramphénicol (30µg) 10 (10,6) 

Cyclines Tétracycline (30µg) 10 (10,6) 

Quinolones 
Acide nalidixique (30µg) 4 (4,3) 

CMI Ciprofloxacine 3 (3,2) 

Sulfamides 

Cotrimoxazole (25µg) 86 (91,5) 

Triméthoprime (5µg) 93 (98,9) 

Sulfonamide (300µg) 93 (98,9) 

Rifamicines Rifampicine (30µg) 4 (4,3) 

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice 

III.4.3 Mécanismes de résistance aux bêta-lactamines 

Parmi les 52 isolats d’Haemophilus résistants aux β-lactamines (ampicilline), 12 

(23,1%) n’arboraient aucune mutation dans le domaine transpeptidase du gène ftsI liée à une 

sensibilité réduite. Des isolats de H. influenzae séquencés, 15 nouvelles séquences ftsI étaient 



130 

 

rapportées (concernant les allèles 119 à 133) avec 7 qui n’arboraient aucune mutation. Ces 

allèles appartenaient au groupe I du gène ftsI  qui ne présente pas de mutations associées à la 

résistance aux β-lactamines (figure 27). 

 

 

Figure 27: Proportion des allèles ftsI du groupe I des H. influenzae identifiés. 

Parmi les 52 souches d’Haemophilus identifiées, 40 (76,9%) arboraient une ou plusieurs 

mutations dans le domaine transpeptidase du gène ftsI liées à une sensibilité réduite (figure 28, 

tableau XIX). Parmi les nouveaux allèles associés à la résistance des Haemophilus, on avait 

entre autres 119, 120, 121, 122, 123, 126 et 127.  
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Figure 28: Mutations de la Protéine de Liaison à la Pénicilline 3. 

 Les lettres en rouge indiquent les acides aminés mutés pour les isolats H. influenzae résistants 

aux bêta-lactamines. Les lettres en bleu et noir désignent les aminoacides inchangés dans les 

isolats sensibles. 

Parmi les 14 isolats d’Haemophilus producteurs de β-lactamase, 28,6% (4/14) 

présentaient des mutations dans le gène ftsI codant pour la PLP3. La plateforme génétique 

arborant la β-lactamase de type TEM-1 a été détectée dans tous les isolats producteurs de β-

lactamase. Le tableau XIX résume les changements d'acides aminés observés.  

Parmi les 20 isolats de H. influenzae résistants avec mutations, 10 appartenaient au 

groupe ftsI II et 10 au groupe ftsI III (tableau XIX). Quatre isolats de H. influenzae étaient 

résistants à la céfuroxime et présentaient toutes une mutation appartenant au groupe III du gène 

ftsI. 

Les substitutions E398D et I488V les plus rapportées ont été observées dans 4 isolats 

de H. parainfluenzae résistantes  à l’ampicilline, comme indiqué dans le tableau XIX. 

Parmi les 15 isolats de H. haemolyticus, 14 étaient résistants à l’ampicilline et tous ces 

isolats résistants présentaient des mutations. L’unique isolat de H. haemolyticus qui était 
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résistant à la céfuroxime présentait 16 mutations dans le gène plp3 (tableau XIX) en 

comparaison avec la souche de référence Rd KW20. 
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Tableau XIX: Mutations d’aminoacides de la Protéine de Liaison à la Pénicilline 3 des isolats d’Haemophilus résistants aux β-lactamines 

Espèces  
Nombre 

d’isolats 
fstI 

Nombre de 

blaTEM-1 

Groupe 

fstI 
Substitutions d’aminoacide 

Haemophilus 

influenzae 

2 2 0 III D350N; M377I; A502V; N526K 

3 6, 55, 127 0 II D350N 

4 43 0 III D350N; G490E; N526K 

2 97 0 II A502V; R517H 

1 119 0 III D350N; M377I; G490E; A502V; N526K 

2 120 0 III D350N; G490E; A502V; N526K 

1 121 0 II G490E; N526K 

1 122 0 III I449V; N526K 

1 123 0 II A437S 

3 126 3 II A502S 

      

Haemophilus 

haemolyticus 

8 / 1 / 
F332L; K344R; I348V; D350N; T352G; K355T; L356V; M377I; S406G; P408S ; 

V418A ; A437S; V461I; I519L 

1 / 0 / 
F332L; K344R; I348V; D350N; T352G; S353A; K355T; L356V; M377I; P392A; 

S406G; P408S ; V418A ; A437S; V461I; I519L 

4 / 0 / K344R; D350N; T352G; K355T; L356V; M377I 

1 / 0 / K344R; D350N; T352G; K355T; L356V; A368V; M377I 

1 / 0 / 
K344R; D350N; T352G; K355T; L356V; M377I; K486Q; G490E 

 

 2 / 0 / 
V342A; K344R; I348V; D350N; T352G; K355T; L356V; A368P; M3771; S406G; 

P408D; D410E; V418R; I420V; A444S; V461I; K477Q; I488V; I491M 

Haemophilus 

parainfluenzae 

2 / 0 / 
V342A; K344R; I348V; D350N; T352G; K355T; L356V; A368P; M3771; E398D; 

S406G; P408D; D410E; V418R; I420V; A444S; V461I; K477Q; I491M 

1 / 0 / 
V342A; K344R; I348V; D350N; T352G; K355T; L356V; A368P; M3771; S406G; 

P408D; D410E; V418R; I420V; A444S; V461I; K477Q; I491M 

/: Non applicable; A: Alanine; D: Aspartate; E: Glutamate; F: Phenylalanine; G: Glycine; H: Histidine; I: Isoleucine; K: Lysine; L: Leucine; M: 

Methionine; N: Asparagine; P: Proline; Q: Glutamine; R: Arginine; S: Serine; T: Threonine; V:Valine; blaTEM-1: β-lactamase TEM-1
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III.4.4 Mécanisme de résistance au chloramphénicol: production de 

chloramphénicol acétyltransférase 

Parmi les 10 isolats d’Haemophilus résistants au chloramphénicol, il y avait 1 H. 

parainfluenzae, 2 H. haemolyticus et 7 H. influenzae. Le mécanisme moléculaire à la base de 

cette résistance était la production de l'enzyme chloramphénicol acétyltransférase dans ces 

isolats, à l'exception de deux isolats de H. influenzae. L’unique isolat non Haemophilus 

(Actinobacillus porcitonsillarum) qui appartient à la famille des Pasteurellaceae était résistant 

au chloramphénicol et était producteur de chloramphénicol acétyltransférase.  

III.4.5 Mécanismes de résistance aux fluoroquinolones: mutations dans les QRDR 

Toutes les séquences QRDR de gyrA (sous-unité A de l'ADN gyrase), de ParC (sous-

unité A de l'ADN topoisomérase IV) et du parE (sous-unité B de l'ADN topoisomérase IV) des 

isolats d’Haemophilus sensibles et résistants à la ciprofloxacine ont été comparées à celles des 

H. influenzae HEAM01394, HAEM01649 et HAEM01650 respectivement sur le site Web 

MLST (http://pubmlst.org/hinfluenzae/). En plus des 3 isolats résistants d’Haemophilus 

présentant une mutation dans les QRDR de gyrA, 2 isolats sensibles présentaient une mutation 

S84L, comme indiqué sur la figure 29. Les isolats résistants présentaient au moins deux 

modifications en position 84 de gyrA et de parC. Parmi les isolats résistants avec une CMI> 2 

µg/mL, les mutations impliquaient deux substitutions aux positions 84 et 88 dans les QRDR de 

gyrA (tableau XX). Aucune mutation n'a été obtenue dans gyrB ou parE. 

 

Figure 29: Substitutions d’aminoacides issues de la traduction du gène gyrA et parC. 
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Les lettres en rouge indiquent les acides aminés mutés. Les lettres en bleu et noir désignent les 

aminoacides inchangés dans les isolats sensibles et résistants. 
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Tableau XX: Diamètre de la zone d'inhibition, CMI des fluoroquinolones et mutations des acides aminés des QRDR des gènes gyrA et parC 

dans les isolats d’Haemophilus 

Isolats Espèces 

Diamètre de la zone 

d'inhibition (mm) 
CMI (µg/mL) Mutation de QRDR 

NAL CIP CIP gyrA parC 

108-13Cr H. parainfluenzae 10 14 4 S84L, D88Y S84F, D88Y 

173-AN* H. haemolyticus 31 34 0.19 S84L Pas de mutation 

178-AN H. influenzae 6 14 2 S84L, D88N S84I 

283-CN* H. influenzae 33 35 0.012 S84L Pas de mutation 

326-CN H. influenzae 15 25 1 S84L S84R 

*Isolats d’Haemophilus sensible à la ciprofloxacine et ayant une substitution d’aminoacide dans le gène gyrA. 

QRDR: Régions Déterminant la Résistance aux Quinolones; CMI : Concentration Minimale Inhibitrice; CIP : Ciprofloxacine; D: Aspartate; F: 

Phenylalanine; I: Isoleucine; L: Leucine; N: Asparagine; R: Arginine; S: Serine; Y: Tyrosine.
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III.4.6 Mécanismes de résistance aux rifamicines: mutations du gène rpoB 

La séquence nucléotidique du gène rpoB de tous les isolats des Haemophilus sensibles 

et résistants à la rifampicine a été extraite, traduite et comparée. Sur les 94 isolats 

d’Haemophilus, 4 (4,3%) étaient résistants à la rifampicine, dont 1 H. haemolyticus et 3 isolats 

de H. parainfluenzae (voir tableau XXI). Deux isolats de H. parainfluenzae avec une CMI de 

32 µg/mL présentaient une mutation aux positions 516 (D516N) et 518 (N518D). En plus des 

mutations à la position 516 ou 518, ces isolats résistants avec les CMI de 32 µg/mL arboraient 

des substitutions supplémentaires en positions 506, 634, 724 et 979 (figure 30). 

Les deux autres isolats avec des CMI de 1,5 et 2 µg/mL ne présentaient pas de mutation à la 

position 516 ou 518 du gène rpoB. Des substitutions V634I et L979V ont été observées dans 

l’isolat de H. parainfluenzae qui avait une CMI de 2 µg/mL (voir figure 30).  

 

Figure 30: Substitutions d’aminoacides issues de la traduction du gène rpoB. 

Les lettres en rouge indiquent les acides aminés mutés pour les isolats H. parainluenzae 

résistants à la rifampicine. Les lettres en bleu et noir désignent les aminoacides inchangés dans 

les isolats sensibles et résistants. 
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Aucun des isolats sensibles à la rifampicine n'a révélé de mutation dans la région du gène rpoB 

déterminant la résistance à la rifampicine. 

Tableau XXI: Diamètres d’inhibition, CMI de la rifampicine et mutations d’aminoacides 

du  gène rpoB dans les isolats d’Haemophilus. 

Isolats Espèces 

Zone 

d’inhibition 

(mm) 

CMI 

(µg/mL) 
Mutations de rpoB  

080-6cr H. parainfluenzae 17 32 F506S, N518D, T724I, L979V 

117-9Cr H. parainfluenzae 17 2 V634I, L979V 

157-Acr H. parainfluenzae 11 32 D516N, T724I, L979V 

340-AN H. haemolyticus 16 1 .5 NA 

CMI: Concentration Minimale Inhibitrice; D: Aspartate; F: Phenylalanine; I: Isoleucine; N: 

Asparagine, S: Serine; T: Threonine; V: Valine; NA: Non Applicable 

III.4.7 Discussion partielle 

La résistance aux antibiotiques des espèces d'Haemophilus dans cette étude reste un 

problème important. En effet, la fréquence élevée de la résistance aux antibiotiques pourrait 

être due au fait que la plupart des patients prenaient des antibiotiques avant les investigations 

bactériologiques. Cependant, aucune association n'a été trouvée entre la résistance bactérienne 

et le traitement antibiotique antérieur chez les patients, même si ce dernier peut inhiber de 

manière significative la croissance. L'un des objectifs de cette étude était de décrire les 

mécanismes moléculaires associés à la résistance aux antibiotiques. 

Dans cette étude, plus de 99% de résistance aux inhibiteurs de la voie des folates ont été 

rencontrées dans le plus grand nombre d'isolats (Abotsi et al., 2017). Ce résultat est similaire à 

ceux obtenus en Ethiopie, en Thaïlande et en Turquie (Kuvat et al., 2015; Lulitanond et al., 

2012; Mulu et al., 2018) qui ont montré que la résistance des espèces d’Haemophilus aux 

antibiotiques est élevée dans cette voie. Ces résultats de la résistance aux sulfamides ont une 

importance épidémiologique et non thérapeutique car la plupart des bactéries de la famille des 

Pasteurellaceae sont résistantes à cette classe d’antibiotique (Matter et al., 2007). De ce fait, 
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les modifications moléculaires (mutations) associées à la résistance des Haemophilus à cette 

classe d’antibiotique n’ont pas présenté une spécificité. 

Un seul isolat d'Haemophilus était résistant (1,1%) à la gentamicine, résultat proche de 

0% signalé en Tunisie en 2015 (Mzilem et al., 2015) et différent des 65% rapportés au 

Cameroun en 2001 (M. C. Fonkoua et al., 2001). Ce profil de susceptibilité peut suggérer que 

cet antibiotique reste efficace contre les espèces d’Hamophilus dans notre environnement par 

rapport au précédent résultat de 2001 (M. C. Fonkoua et al., 2001). Aucune mutation dans la 

molécule cible ne pouvait être observée. En effet, la substitution nucléotidique de la molécule 

cible est rarement impliquée dans la résistance aux aminoglycosides. La résistance par mutation 

de la cible ribosomale est cliniquement pertinente uniquement pour la streptomycine chez 

Mycobacterium qui est le seul genre d’eubactéries dont l’espèce contient une seule copie de 

l’opéron ribosomal (Magnet & Blanchard, 2005). Cependant d’autres mécanismes moléculaires 

sous-jacents à la résistance à la gentamicine incluent l'efflux actif, la réduction de la 

perméabilité de la membrane externe et l’inactivation par des enzymes comme les 

phosphotransférases, acétyltransférases et nucléotidyltransférases (Doi & Arakawa, 2007; 

Magnet & Blanchard, 2005). 

La résistance des 3 espèces d’Haemophilus à la tétracycline était de 10,6% et était 

différent du profil obtenu dans les pays de haute résistance à la tétracycline dans le monde 

comme la Thaïlande avec 25% (Tribuddharat et al., 2017) ou le Pakistan avec 3,5% (Zafar et 

al., 2016). Le faible taux de résistance dans cette étude contraste nettement avec la situation 

dans certains pays d’Afrique où l’automédication est une menace. Aucune mutation du gène 

tet(B) n’a été observée suggérant qu’un autre mécanisme de résistance était impliqué. Il a été 

rapporté que la résistance à la tétracycline chez les Hamophilus bien qu’associée à un 

mécanisme d’efflux codé par le gène tet(B) habituellement situé sur des plasmides conjugatifs 

(Chopra & Roberts, 2001a), inclut aussi la production de protéines de protections ribosomales 

(Chopra & Roberts, 2001a; Roberts, 1989; Spaic et al., 2019). 

La résistance à la classe des macrolides était faible avec 1,1% pour l’érythromycine 

comparée aux autres profils de résistance. Dans cette étude, aucune mutation des gènes L4 et 

L22 de l’ARNr 23S ou acquisition des gènes de résistance erm(B) ou mef(A)  n’a été observée. 

Ces observations confortent l’hypothèse selon laquelle, la résistance aux macrolides se 

caractérise par l’inhibition de la synthèse des protéines via une modification de la cible ou à un 

efflux actif et rarement à une inactivation d'antibiotiques. En dehors des différentes mutations 

dans les protéines L4 et L22 de l'ARNr 23S du ribosome, la modification du site cible est 

obtenue par méthylation de résidus spécifiques dans l'ARNr 23S, par des méthylases 
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spécifiques codées par la classe de gènes erm (Peric et al., 2003; Sutcliffe et al., 1996). Par 

ailleurs, la faible proportion des isolats d’Haemophilus résistantes à l’érythromycine conforte 

les trouvailles selon lesquelles la résistance élevée aux macrolides chez les Haemophilus est 

rare (Jacobs et al., 1999) et parmi les isolats cliniques, les taux de résistance ont été rapportés 

inférieurs à 3% (Peric et al., 2003). La connaissance de ce faible taux de résistance des 

Haemophilus à l’érythromycine au Cameroun pourrait être l’occasion de le maintenir bas le 

plus longtemps possible à travers le contrôle de la distribution des antibiotiques en général. 

La résistance aux β-lactamines revêt une grande importance car ce sont les médicaments 

de traitement de première intention pour de nombreuses infections bactériennes au Cameroun 

et leur profil de résistance est une préoccupation clinique. Au total, 55,3% des isolats étaient 

résistants à l'ampicilline en plus de l'activité de la β-lactamase. Ce résultat est similaire aux 

58,5% de résistance à l'ampicilline en Corée (Bae et al., 2010). Trois mécanismes de résistance 

aux β-lactames ont été rencontrés: l’un impliquait l’hydrolyse enzymatique des β-lactames 

(10/52), le second était dû uniquement à la modification du domaine transpeptidase de PBP3 

dans le gène ftsI (25/52) et le troisième concernait l’association deux premiers mécanismes 

(4/52). Tous les isolats d’Haemophilus producteurs de β-lactamase étaient de type TEM-1, 4 

sur les 14 (28,6%) étant β-lactamase-productrice ampicilline résistante. La TEM fait partie des 

principaux plasmides associés à la production de β-lactamase chez les Haemophilus (S. 

Tristram et al., 2007). Les résistances aux β-lactamines sont acquises couramment par la 

production de β-lactamase et la fréquence de cette production peut varier en fonction de 

l’environnement. Nous avons signalé 14,9% d’isolats producteurs de β-lactamase, très proches 

des 13,3% signalés dans les pays d’Afrique du Nord (Algérie, Maroc et Tunisie) (Benouda et 

al., 2009) et légèrement différentes de ceux de certains pays d’Afrique subsaharienne (Sénégal, 

République démocratique du Congo et de la République centrafricaine) (Bercion et al., 2007; 

Kacou-Ndouba et al., 2016; Ndiaye et al., 2009)  avec une prévalence supérieure à 20%. 

Parmi les 76,9% des isolats d’Haemophilus porteurs d'une mutation de la PLP3, la 

mutation N526K était la plus récurrente chez H. influenzae suivie de la mutation D350N. Ce 

résultat est similaire à celui de nombreuses autres études en Espagne (Puig et al., 2013) et au 

Portugal (Barbosa et al., 2011) qui montrent l’implication de ces mutations dans la résistance à 

l'ampicilline. 

Les mutations associées à la résistance à H. haemolyticus étaient différentes de celles 

publiées dans de nombreuses études comme l’utilisation de la souche H. haemolyticus ATCC 

33390 comme référence  (Maddi et al., 2017; Marti et al., 2015; Witherden & Tristram, 2013). 
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Cette étude des mutations associées à la résistance à l'ampicilline chez H. haemolyticus a pris 

H. influenzae (Rd KW20) comme souche de référence (Marti et al., 2016): c'est pourquoi nous 

avons eu un plus grand nombre de mutations. Ici, nous avons aussi comparé les séquences 

protéiques des isolats sensibles par rapport aux isolats résistants après alignement. En revanche, 

les profils de résistance à l'ampicilline chez H influenzae et H. parainfluenzae étaient typiques 

de ceux trouvés dans plusieurs études. Par exemple, la modification de PLP3 due aux 

substitutions E398D et I488V représentait 66,7% (4/6) de H. parainfluenzae. Ces résultats sont 

conformes à ceux d'Espagne et d'Italie  (Cardines et al., 2015; García-Cobos et al., 2013) avec 

les mêmes mutations aux positions 398 et 488 de PBP3 du gène ftsI de H. parainfluenzae. Ces 

mutations semblent être responsables d'une faible résistance ou d'une sensibilité réduite aux 

deux β-lactamines (S. Tristram et al., 2007). 

Douze isolats résistants ne présentaient aucune mutation. Le mécanisme de résistance 

aux β-lactamines de ces dernièrs pourrait être dû à une altération de la perméabilité à 

l’antibiotique et à un efflux. En effet, l’expulsion active de molécules de β-lactamine à partir 

de cellules au moyen de pompes à efflux et la sous expression de la perméabilités de la 

membrane externe ont été démontrées chez des bactéries à Gram négatif (Wilke et al., 2005).  

Il y a deux décennies, la résistance à la classe d'antibiotiques fluoroquinolones était 

considérée comme extrêmement rare (inférieure à 1%) chez les espèces d’Haemophilus (Pérez-

Trallero et al., 2010; C. Puig et al., 2015). Aujourd'hui, la résistance aux fluoroquinolones est 

prédominante dans le monde entier, avec une moyenne de 4,2% enregistrée dans la présente 

étude. Elle est associée à des altérations des gènes de l'ADN gyrase et de la topoisomérase IV 

chez les espèces d’Haemophilus. Les altérations sont caractérisées par des substitutions dans 

les séquences peptidiques des gènes gyrA, parC (mutations en positions 84 et 88) et parE 

(mutation en position 420) qui sont principalement responsables de l'expression de la résistance 

aux quinolones en diminuant la liaison de la fluoroquinolone aux complexes enzyme-ADN 

(Abotsi et al., 2017). Les substitutions d'acides aminés sont S84L, D88N/Y dans GyrA et 

S84F/I/ R, D88N/Y dans ParC et sont similaires aux études précédentes (Abotsi et al., 2017; C. 

Puig et al., 2015; Rodriguez-Martinez et al., 2011). Seuls les isolats d'Haemophilus avec des 

CMI> 2 µg/mL présentaient les mutations 84 et 88, à la fois en GyrA et en ParC. Ce résultat 

diffère de nombreuses autres études où la valeur de la CMI entre 0,5 et 2 µg/mL (2> CMI 

(µg/mL)> 0,5) présentent au moins deux mutations (Faccone et al., 2016; Shoji et al., 2014). 

La plus part des études portant sur les mécanismes de résistance est focalisée uniquement sur 

les mutations impliquées dans les isolats résistants. Dans cette étude, deux isolats de profil 



142 

 

phénotypique sensible présentaient une mutation en position 84 du gyrA. Ceci est similaire à 

ce qui a été trouvé au Japon où 3 isolats de H. influenzae sensibles portaient une mutation unique 

(mutations S84L du gène GyrA et une mutation à G82R) dans le ParC (Shoji et al., 2014). Nos 

résultats sont différents de la plupart des études qui montrent que la mutation en position 84 

était associée à une résistance aux fluoroquinolones. En Afrique du Sud, il a été constaté que la 

seule mutation en position 84 de GyrA était associée à une résistance au fluoroquinolones 

(Elliott et al., 2003). Les isolats sensibles trouvés avec la mutation S84L comme dans les isolats 

résistants suggèrent qu'il s'agit de la première étape dans le développement de la résistance aux 

fluoroquinolones (Seyama et al., 2017; Shoji et al., 2014).  

Après avoir analysé la séquence de la région du gène rpoB qui détermine la résistance à 

la rifampicine, 2 isolats résistants sur les 4 ont présenté 2 substitutions au niveau de la région 

conservée du cluster I (507-533) du gène rpoB (D516N et N518D) par rapport aux isolats 

observés sensibles. Ces mutations sont des sites associés à la résistance à la rifampicine. Des 

substitutions D516N et N518D dans RPOB ont déjà été identifiées dans des isolats 

d'Haemophilus résistants à la rifampicine en tant que marqueurs de cette résistance (Abadi et 

al., 1996; Cruchaga et al., 2003; Goldstein, 2014). D'autres changements d'acides aminés en 

dehors des clusters (acides aminés 507 à 533; acides aminés 563 à 572 et acides aminés 687), 

y compris F506S, V634I, T724I et L979V, ont été détectés dans des isolats résistants de H. 

parainfluenzae mais pas dans des isolats sensibles. Ces nouvelles substitutions suggèrent 

qu'elles pourraient jouer un rôle dans la résistance à la rifampicine. Le mécanisme de résistance 

de H. haemolyticus avec une CMI de 1,5 µg/mL qui ne présentait aucune mutation dans la 

région du gène rpoB (déterminant la résistance à la rifampicine) pourrait être expliqué par le 

fait que la substitution d’acides aminés dans RPOB n’est pas le seul mécanisme de résistance 

chez les Haemophilus. La résistance à la rifampicine pourrait être due aux modifications des 

mécanismes d'absorption et d'efflux de médicaments et aux modifications de la perméabilité de 

la membrane externe à la rifampicine (Abadi et al., 1996; Cruchaga et al., 2003; Goldstein, 

2014). 

Parmi les 94 isolats d'Haemophilus, 10,6% étaient résistants au chloramphénicol. Cette 

fréquence de résistance est faible comparée à celle rapportée au Cameroun en 2001, avec 21,7% 

des isolats de H. influenzae (M. C.  Fonkoua et al., 2001) mais similaire aux 14% enregistrés 

en Thaïlande en 2017 (Tribuddharat et al., 2017) et aux 11.8%  en Chine (Jiang et al., 2017). 

La différence de profil de résistance peut être liée au fait que la plupart des souches 

d'Haemophilus n'étaient pas invasives ou en raison de l'effet indirect de la non utilisation du 
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chloramphénicol, cet antibiotique n’étant plus prescrit aux patients en routine. La production 

d'enzyme chloramphénicol acétyltransférase a été observée dans 80% des isolats résistants. En 

effet, l'inactivation enzymatique par acétylation du médicament via différents types de 

chloramphénicol acétyltransférases est le mécanisme de résistance le plus fréquemment 

rencontré (S. Tristram et al., 2007). Cependant, le mécanisme de résistance était inconnu pour 

2 isolats d'espèces d'Haemophilus résistantes (20%). Pour ceux-ci, nous avons émis l'hypothèse 

qu’un autre mécanisme de résistance pouvait être impliqué tel que les systèmes d'efflux, 

l'inactivation par les phosphotransférases, les mutations du site cible et les barrières de 

perméabilité. En général, le mécanisme de résistance des bactéries au chloramphénicol peut 

être de haut niveau avec l’élaboration de la chloramphenicol acetyltransférase et de bas niveau 

de résistance avec la réduction de la perméabilité membranaire ou une mutation de la sous-unité 

ribosomale 50S (Fernández et al., 2012; van Hoek et al., 2011). 

Au regard du faible taux d’isolats capsulés, aucune association n’a été repertoriée entre 

le type capsulaire et le profil de resistance. Pareillement, aucune association n’a été  retrouvée 

entre la prise préalable des antibiotiques avant investigation bactériologique et le profil de 

résistance aux antibiotiques après antibiogramme (Annexe 19) pourtant l’usage inapproprié des 

antibiotiques favorise le phénomène de la résistance (Nepal & Bhatta, 2018).
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CONCLUSION GÉNÉRALE 

Au terme de ce travail dont l’objectif était de décrire les bactéries détectées chez les 

patients souffrant d’infection des voies respiratoires à Yaoundé a Cameroun et de typer 

phénotypiquement et génotypiquement les souches d’Haemophilus; nous pouvons dégager les 

points suivants : 

 Des 440 patients, l’étude montre que les bactéries détectées pouvaient être regroupées 

en bactéries à Gram positif (35,7%), bactéries à Gram négatif (47%), bactéries atypiques 

(4,3%) et les mycobactéries (14,8%). Les Haemophilus étaient les bactéries les plus 

détectées avec une fréquence de 21,6% par culture. L’approche moléculaire (58,6%) a 

permis de détecter un plus grand nombre de bactéries et d’espèces comparativement à 

la culture standard (32%). Le taux de co-détection bactérienne était de 44,5% et 

impliquait les pneumocoques et Haemophilus (38,3%). Les facteurs associés à la 

détection bactérienne étaient l’âge, le sexe, le type de prélèvement biologique, le délai 

de consultation, certains signes cliniques tels la myalgie, la dyspnée, la conjonctivite, la 

prise préalable d’antibiotique avant l’investigation bactériologique, le statut VIH positif 

et le tabagisme. 

 Des 95 isolats d’Haemophilus, 3 espèces étaient identifiées comprenant H. influenzae 

(76,8%), H. haemolyticus (15,8%) et H. parainfluenzae (6,3%). Le BLAST du génome 

entier ou de la séquence rpoB était l’approche d’identification présentant la meilleure 

performance. Une grande diversité génétique était observée au sein des isolats 

Haemophilus. Pour les H. influenzae, 46 isolats avaient un profil MLST comprenant 40 

ST différentes dont 11 nouvelles. 

 Après l’introduction du vaccin conjugué contre hib au Cameroun depuis une décennie, 

la plupart des infections à Haemophilus était dominée par les espèces non hib. Trois 

isolats capsulés (5,5%) ont été détectés et incluaient un hib, un hie et un hif. La 

couverture vaccinale chez les patients à culture positive était de 73,7%  et 100% des 

participants vaccinés étaient protégés contre hib. Par ailleurs, un cas de hib était détecté 

chez un patient non immunisé (9,1%). 

 Le profil de résistance des Haemophilus aux antibiotiques était un problème sérieux 

compte tenu de la fréquence élevée des isolats dans cette étude. Tous les isolats 

d’Haemophilus étaient résistants à au moins un antibiotique testé. La résistance aux 

sulfamides était la plus rencontrée (98,9%) suivie de celle aux bêta-lactamines qui était 

de 54,7%. Parmi les isolats résistants aux bêta-lactamines, 26,9% étaient producteurs de 
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bêta-lactamases. Les autres profils de résistance étaient inférieurs à 11%. Les 

modifications moléculaires associées à la résistance aux antibiotiques étaient 

caractérisées par la production de bêta-lactamase et mutations du gène ftsI pour les bêta-

lactamines, la production de chloramphénicol acétyltransférase pour les phénicolés, les 

mutations du gène rpoB pour les rifamicines et les mutations des gènes gyrA et parC 

pour les fuoroquinolones. 

 

PERSPECTIVES 

Les conclusions de ce travail ouvrent la voie vers de nouveaux aspects  des Haemophilus 

et d’autres bactéries pour lesquelles les vaccins ont été introduits au Cameroun, et qu’il 

conviendrait d’explorer à l’avenir pour une meilleure compréhension. Ainsi, nous proposons 

de : 

• étendre cette étude sur une durée plus longue en se focalisant sur d’autres zones 

géographiques du Cameroun pour rechercher les spéficités liées à la détection 

bactérienne ; 

• décrire la diversité génétique des pneumocoques, l’une des principales bactéries 

impliquée dans les infections des voies respiratoires ; 

• éudier les infections invasives à H. influenzae pour rechercher les potentiels switch 

génétiques associés hib et rechercher les sérotypes des pneumocoques afin d’évaluer 

l’impact du vaccin anti-pneumococcique conjugué valence 13 et du vaccin anti-

pneumococcique polysaccharidique Pneumovax 23 dans notre contexte ; 

• mener des études complémentaires sur les Haemophilus pour analyser les mutations sur 

d'autres portions de gènes qui seraient associées à la résistance aux antibiotiques ; 
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Annexe 5 : NOTICE D’INFORMATION 

 

1. Titre de l’étude : Etude de la circulation et typage moléculaire de Streptococcus pneumoniae 

et d’Haemophilus influenzae chez les patients souffrant d’infection des voies respiratoires au 

Cameroun. 

2. Investigateur Principal : TCHATCHOUANG Serges 

3. Il s’agit d’une invitation à participer à un projet de recherche de doctorat qui va porter sur les 

patients hospitalisés présentant les signes cliniques d’infection des voies respiratoires. 

4. Objectifs de la recherche 

L’objectif général de ce projet de recherche consistera à caractériser phénotypiquement et 

génotypiquement les souches des bactéries isolées chez les patients hospitalisés souffrant 

d’infection des voies respiratoires au Cameroun : Streptococcus pneumoniae et Haemophilus 

influenzae quelques années après introduction des vaccins conjugués (Hib et PCV13) et 

Pneumovax 23. 

5. Période de l’étude et population d’étude  

L’étude se déroulera pendant un an (début 2017)  et portera sur les patients hospitalisés 

souffrant d’infection des voies respiratoires. 

6. Procédure   

Chaque patient avec les signes cliniques des infections des voies respiratoires qui acceptera de 

prendre part à l’étude devra signer une lettre de consentement éclairé ou son représentant (tuteur 

ou parent). Il devra remplir un questionnaire aidé d’un enquêteur. Les réponses à ce 

questionnaire permettront d’obtenir les caractéristiques socio-démographiques de chaque 

participant  et des informations relatives aux  facteurs de risque des infections des voies 

respiratoires. 

Deux écouvillons naso-pharyngés par participant seront obtenus. A titre exceptionnel, des 

lavages broncho-alvéolaires, des liquides pleuraux, et autres liquides des voies respiratoires 

seront prélevés par le personnel qualifié. 

7. Les échantillons collectés, tout document relatif à l'étude ainsi que le fichier informatisé de 

saisie de la base de données ne pourront être utilisés qu’à but de recherche et seront conservés 

pendant une durée indéterminée au Centre Pasteur du Cameroun.  

8. La participation à cette étude est strictement volontaire, donc le participant est libre 

d’accepter ou de refuser d’y participer. En plus, le participant a le droit de retirer son 

consentement à participer à tout moment sans représailles. 

9. Considérations éthiques  

a. Les risques dans cette étude pour les participants sont liés aux prélèvements d’écouvillons 

nasopharyngés notamment une sensation de douleur passagère lors de l’introduction de 

l’écouvillon dans le nasopharynx. A titre exceptionnel pour certaines formes sévères des 

infections des voies respiratoires, des lavages broncho-alvéolaires, des liquides pleuraux 

, et autres liquides des voies respiratoires seront prélevés. Pour éviter et minimiser ces risques, 

le personnel médical et qualifié s’occupera des prélèvements. 

Les bénéfices potentiels de cette étude  sont à deux volets : en santé publique et d’ordre 

scientifique 

Sur le plan santé publique, cette étude permettra d’évaluer l’impact de la vaccination contre 

Streptococus pneumoniae (vaccin pneumocoque conjugué PCV13 et vaccin polysaccharidique 
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pneumovax23  introduits respectivement en 2011 et 2012) et Haemophilus influenzae (Vaccin 

Hib introduit en 2009) à travers les sérotypes circulant. Elle permettra aussi d’évaluer la 

résistance aux antibiotiques guidant ainsi le personnel médical pour une meilleure prise en 

charge des patients et de la surveillance de ces infections des voies respiratoires. 

Sur le plan scientifique, cette étude permettra de décrire les souches bactériennes de 

Streptococus pneumoniae et Haemophilus influenzae notamment les caractéristiques 

génétiques et phylogénétiques au Cameroun. 

b. Mesures prises pour le respect de la vie privée des participants et de la confidentialité des 

données : Nous garantissons que les informations personnelles des participants auxquels nous 

avons accès seront utilisées uniquement  dans le cadre de l’étude.  

Toutes les précautions seront mises en œuvre de manière à préserver la confidentialité des 

données recueillies auprès des sujets de l’enquête. Ces précautions concernent en particulier le 

domaine de l’archivage des formulaires de l’enquête, le domaine de la saisie des données 

informatiques (anonymisation des données avant saisie). La diffusion ou la publication de 

résultats de cette étude se fera dans un strict respect des mesures interdisant l’accès à des 

informations directement ou indirectement nominatives. 

10. Aucune compensation financière ne sera donnée aux participants de l’étude. 

11. Adresse complète de l’investigateur principal et des personnes à contacter en cas de 

nécessité : 

Investigateur principal : TCHATCHOUANG Serges ; Université de Yaoundé 1 ; Tel.: 

698324513 ; Email: t_serges2005@yahoo.fr 

Co-investigateurs : 

o Pr. NJOUOM Richard, Centre Pasteur du Cameroun, Tel.: 699654767, 

Email: njouom@pasteur-yaounde.org 

 

o Dr FONKOUA Marie-Christine, Centre Pasteur du Cameroun, Tel.: 699 944 111, 

Email: fonkoua@pasteur-yaounde.org 

 

o Pr. PENLAP BENG Véronique, Université de Yaoundé 1, Tel.: 677695459  

Email : v.penlap@yahoo.fr 

 

12. Adresse détaillée du Comité National d’Ethique de la Recherche pour la santé Humaine : 

Yaoundé, Cameroun. Email: cnethique_minsante@yahoo.fr ; Téléphone: 

699767427/243674339 

mailto:njouom@pasteur-yaounde.org
mailto:fonkoua@pasteur-yaounde.org
mailto:v.penlap@yahoo.fr
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Annexe 5’: INFORMATION SHEET 

 

1. Title of Study: « Study of circulation and molecular typing of Streptococcus pneumoniae and 

Haemophilus influenzae from patients with respiratory tract infections in Cameroon ». 

2. Principal Investigator: TCHATCHOUANG Serges 

This is an invitation to participate in a Doctoral research project involving patients presenting 

clinical signs of respiratory infection: hospitalized patients  

4. Research objectives 

The main objective of this research project is to characterize phenotypically and genotypically 

bacterial strains responsible for respiratory infections in Cameroon: Streptococcus pneumonia 

and Haemophilus influenzae, a few years after introduction of conjugated vaccines (Hib and 

PCV13) and Pneumovax 23. 

5. Study period and study population: 

This study will run for one year starting in 2017 and will involve hospitalized patients suffering 

from respiratory tract infection. 

6. Procedure:  

Each participant with clinical signs of respiratory infection and consenting to take part in this 

study will sign a consent form. He must complete a questionnaire with the helped of a clinician. 

The answers to this questionnaire will allow us to achieve the socio-demographic characteristics 

of each participant (age, gender, place of residence, etc.) and if he or she has been exposed to 

risk factors of respiratory tract infections: HIV status; pollution of the ambient air due to the 

use of kerosene and / or wood for cooking; the fact of living in crowded conditions; parental 

smoking. 

Two nasopharyngeal swabs per participant will be obtained. Exceptionally, bronchoalveolar 

lavage, pleural fluid, and other respiratory tract fluids will be collected by qualified medical 

personnel. 

7. Samples collected, any document relating to the study and the computerized file of database 

can be only used for research purposes and will be kept indefinitely at Centre Pasteur du 

Cameroun.  

8. Participation to this study is strictly voluntary, so the participant is free to accept or refuse to 

be enrolled. In addition, the participant has the right to withdraw consent to participate at any 

time without reprisal. 

9. Ethical considerations: 

a. The risks in this study for participants are related to nasopharyngeal swabs, especially a 

transient sensation of pain during insertion of the swab into the nasopharynx. Exceptionally for 

certain severe forms of respiratory tract infections, bronchoalveolar lavage, pleural fluid, and 

other respiratory tract fluids will be collected. To avoid and minimize these risks, medical and 

qualified staff will handle the sampling.  

The potential benefits of this study are twofold: public health and scientific 

At the public health level, this study will evaluate the impact of vaccination against 

Streptococcus pneumoniae (pneumococcal conjugate vaccine PCV13 and pneumovax 23 

polysaccharide vaccine introduced respectively in 2011 and 2012) and Haemophilus influenzae 

(Hib conjugate vaccine introduced in 2009) through the circulating serotypes. It will also assess 
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antibiotic resistance and guiding the medical staff to better care for patients and the monitoring 

of these respiratory infections. 

Scientifically, this study will describe the bacterial strains of Streptococcus pneumoniae and 

Haemophilus influenzae including genetic and phylogenetic characteristics in Cameroon. 

b. Measures taken to respect the privacy of participants and confidentiality of data: We 

guarantee that the personal information of participants available to us will be used only within 

the framework of the study. 

All precautions will be implemented so as to preserve the confidentiality of data collected from 

the subjects of the investigation. These precautions in particular the area of archiving of survey 

forms, the field of entering data on computer (anonymous data before printing). The 

dissemination or publication of the results of this study will be done in strict compliance with 

measures preventing access to information directly or indirectly personal.  

10.  No financial compensation will be given to participants of this study  

11. Full address of main investigator and of persons to contact in case of necessity: 

Principal investigator: TCHATCHOUANG Serges, University of Yaoundé 1, Tel.: 

698324513 

Email: t_serges2005@yahoo.fr 

For any complementary information regarding this study, please contact the following co-

investigators.  

o Pr. NJOUOM Richard, Centre Pasteur du Cameroun, Tel.: 699654767 

Email: njouom@pasteur-yaounde.org 

 

o Dr FONKOUA Marie-Christine, Centre Pasteur du Cameroun, Tel.: 699 944 111 

Email: fonkoua@pasteur-yaounde.org 

 

o Pr. PENLAP BENG Véronique, University of Yaoundé 1, Tel.: 677695459  

Email : v.penlap@yahoo.fr 

 

12. Detailed address of National Ethics Committee for Research on Human Health: Yaoundé, 

Cameroon. Email: cnethique_minsante@yahoo.fr ; Phone: 699767427/243674339 

 

  

mailto:njouom@pasteur-yaounde.org
mailto:fonkoua@pasteur-yaounde.org
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Annexe 6 : FORMULAIRE DE CONSENTEMENT ECLAIRE POUR PATIENT 

MAJEUR 

Je soussigné(e), M./Mme/MLle ……………………………………………………… 

certifie avoir été informé(e) oralement et par écrit sur la nature, le but, les objectifs et les 

méthodes concernant le projet intitulé :  

« Etude de la circulation et typage moléculaire de Streptococcus pneumoniae et Haemophilus 

influenzae chez les patients souffrant d’infection des voies respiratoires au Cameroun ». 

J’ai obtenu des réponses satisfaisantes aux questions posées. J’ai aussi compris ce que les 

investigateurs attendent de moi et ce qui adviendrait si je participe à cette étude à savoir les 

risques et les bénéfices. J’ai bien compris que je suis libre d’accepter ou de refuser d'y participer 

et que mon consentement ne décharge pas les investigateurs de la recherche de leurs 

responsabilités, je conserve tous mes droits garantis par la loi. 

J’accepte librement de participer à cette étude dans les conditions précisées dans la notice 

d’information c’est-à-dire (par exemple): 

o de répondre aux questions d’enquête, 

o de communiquer mes informations médicales, 

o de donner les écouvillons naso-pharyngés, (à titre cas exceptionnel, un liquide pleural 

ou autre échantillon provenant des voies respiratoires).  

Je donne mon accord pour que le reste de l’échantillon prélevé pour cette étude soit utilisé dans 

les études ultérieures. 

  

Fait à ……………………… le …………… 

Nom de l’informateur 

Adresse 

Signature 

 

Nom du participant 
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Annexe 6’ : ADULT INFORMED CONSENT FORM 

 

I, the undersigned, M/Mrs/Miss/………………………………………………………………... 

Certify to have been informed orally and by written on the nature, aim, objectives and methods 

involved in the following project: 

 « Study of circulation and molecular typing of Streptococcus pneumoniae and Haemophilus 

influenzae from patients with respiratory tract infections in Cameroon ». 

I obtained satisfactory answers to questions asked. I also understood what the investigators are 

waiting from me and the risks and benefits associated to my participation to this study. 

I have clearly understood that I am free to accept or to refuse to participate and that my refusal 

will not discharge the investigators of their responsibilities, I conserve all my rights as guarantee 

by law.  

I freely accept to participate in this study according to the conditions precised in the information 

note that is (for example): 

o To answer questions related to study, 

o To communicate my medical information, 

o To let the collection of nasal swabs (only in exceptional cases, pleural fluids or others 

respiratory tract samples can be collected). 

I give my consent that the rest of samples collected for this study can be used for further 

research.  

  

At ……………………, on …………… 

Name of informer 

Address 

Signature 

 

Name of participant 

Address 
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Annexe 7 : FORMULAIRE DE CONSENTEMENT ECLAIRE PARENTAL 

 

Je soussigné(e), M./Mme/MLle …………………………………………………………… 

certifie avoir été informé(e) oralement et par écrit sur la nature, le but, les objectifs et les 

méthodes concernant le projet intitulé :  

« Etude de la circulation et typage moléculaire de Streptococcus pneumoniae et Haemophilus 

influenzae chez les patients souffrant d’infection des voies respiratoires au Cameroun ». 

J’ai obtenu des réponses satisfaisantes aux questions posées. J’ai aussi compris ce que les 

investigateurs attendent de mon enfant et ce qui adviendrait si il/elle participe à cette étude à 

savoir les risques et les bénéfices. J’ai bien compris que je suis libre d’accepter ou de refuser 

que mon enfant y participe et que mon consentement ne décharge pas les investigateurs de la 

recherche de leurs responsabilités, je conserve tous mes droits et ceux de l’enfant garantis par 

la loi. 

J’accepte librement de participer à cette étude dans les conditions précisées dans la notice 

d’information c’est-à-dire (par exemple): 

o de répondre aux questions d’enquête, 

o de communiquer les informations médicales de l’enfant, 

o de donner les écouvillons naso-pharyngés (à titre exceptionnel, un liquide pleural ou 

autre échantillon provenant des voies respiratoires).  

Je donne mon accord pour que le reste de l’échantillon prélevé pour cette étude soit utilisé dans 

les études ultérieures. 

  

Fait à ……………………… le …………… 

Nom de l’informateur 

Adresse 

Signature 

 

Nom du participant 

Nom du représentant légal du mineur   

Adresse 
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Annexe 7’: PARENTAL INFORMED CONSENT FORM 

 

I, the undersigned, M/Mrs/Miss/………………………………………………………………... 

Certify to have been informed orally and by written on the nature, aim, objectives and methods 

involved in the following project: 

 « Study of circulation and molecular typing of Streptococcus pneumoniae and Haemophilus 

influenzae from patients with respiratory tract infections in Cameroon ». 

I obtained satisfactory answers to questions asked. I also understood what the investigators 

await of my child and the risks and benefits associated to his (her) participation to this study. 

I have clearly understood that I am free to accept or to refuse that my child should participate 

and that my refusal will not discharge the investigators of their responsibilities, I conserve all 

my rights and those of my child as guarantee by law.  

I freely accept to participate in this study according to the conditions precised in the information 

note that is (for example): 

o To answer questions related to study, 

o To communicate my child’s medical information, 

o To let the collection of nasal swabs (only in exceptional cases, pleural fluids or others 

respiratory tract samples can be collected). 

I give my consent that the rest of samples collected for this study can be used for further 

research.  

  

At ……………………, on …………… 

Name of informer 

Address 

Signature 

 

Name of participant 

Name of legal representative of participant   

Address 
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Annexe 8: QUESTIONNAIRE 

A. IDENTIFICATION DE LA FORMATION SANITAIRE ET DU MALADE 

1. Nom de la formation sanitaire :   

 

2. Noms et Prénoms du patient :   

3. N° du malade dans le registre                            

4. N° téléphone:  

5. Date d'enregistrement : __ __ /__ __ /__ __ __ __ 

 

 B. ASPECTS SOCIO-DEMOGRAPHIQUES DU MALADE 

6. Age ou date de naissance : |__________| 

7. Sexe:    □ Masculin (M)    □  Féminin (F)  

8.  Nationalité :      |__________| 

9. Lieu/quartier de résidence : |__________| 

   

C. VACCINATION 

Statut vaccinal Hib 
 

10.  Le patient a-t ‘il déjà reçu le  vaccin Hib (DTC HepB +Hib) ? □ Oui   □ Non 

Si oui préciser la ou les date(s) des doses prises : __/__/__    __/__/__       __/__/__ 

Statut vaccinal pneumococcique 

|__________| 

11. Le patient a-t’il déjà reçu le  vaccin anti-pneumococcique PCV13 ? □ Oui   □ Non  

Si oui, préciser la ou les date(s) : __/__/__    __/__/__       __/__/__ 

 

|__________| 

12.   Le patient a-t ‘il déjà reçu le  Vaccin Pneumovax 23 ? □ Oui      □ Non 

Si oui préciser la ou les date(s) des doses prises : __/__/__    __/__/__       __/__/__ 

 

|___________| 

13.  Preuve de vaccination : □ Carnet de vaccination        □ Déclaration orale  

D. ANTECEDENTS D’INFECTION DES VOIES RESPIRATOIRES 

 

 

 

14. Le patient a-t’il été en contact avec un malade connu ? 

       □ Oui    □ Non     □ Ne sait pas  

15. Le patient a-t ‘il déjà été traité pour une infection des voies respiratoires ?                         □ 

Oui    □  Non     □  Ne sait pas  

 Si non ou ne sait pas, passer aux questions 16  
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 Si oui à la question 13: Répondre aux questions 14 et 15 

16. Combien de fois le patient a-t-il déjà été traité pour une infection des voies 

respiratoires ?     □ Une fois      □ Deux fois     □  Trois fois ou plus 

17. Quel(s) antibiotique(s) a ou ont été pris ? ___________________________________  

18. Durée du traitement déjà reçu  |_________| 

E. FACTEURS DE RISQUE 

19. Le statut VIH  du patient est connu? 

        □ Oui      □ Non     

 

 

 

 

 

20. Si oui, quel est son statut VIH? 

  □   Positif     □ Négatif      □  Indéterminé 
 

21.  Combien de personnes dorment par chambre? □ 1 à 3   □ 4 à 6   □ 7 et +  

22.  Les combustibles fossiles (pétrole) sont-ils utilisés pour la cuisson ? □ Oui  □Non  

Si oui, le(s)quel(s) ? ____________________________________________ 

23. Le(s) parent(s) du patient est (sont) il(s) fumeur(s) de tabac ? □ Oui     □ Non      

F. EPISODE D’INFECTION DES VOIES RESPIRATOIRES ACTUEL 

 

 

 

24. Température (en degrés Celsius)  du patient : |__________| 

25. Symptômes : □ Difficultés à respirer ;     □ Toux ;        □ Mal de gorge  

□ Ecoulement nasal ;    □  Autre(s) symptôme(s) (préciser) :__________________ 

____________________________________________________________________  

26. Le patient a-t ’il déjà pris un traitement antibiotique ? □ Oui   □ Non                                 ou 

antipyrétique ?  □ Oui   □ Non         Si oui le(s)quel(s) ? ________________________  

27. Durée des symptômes au moment du diagnostic |__________| 

28. Type de patient : □  Ambulatoire;     □   Hospitalisé  

Questionnaire rempli par :   

 

Date : __ __ /__ __ /__ __ __ __   

Signature   
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Annexe 8’ : QUESTIONNAIRE 

A.  IDENTIFICATION OF HEALTH STRUCTURE AND PATIENT 

1) Name of Health centre :   

 

2) Name and surname of patient :   

3) N° of patient in the register                

4) Telephone No.:  

5) Registration date : __ __ /__ __ /__ __ __ __ 

 

 B.   SOCIO-DEMOGRAPHIC CHARACTERISTICS OF PATIENT 

6) Age or date of birth : |__________| 

7) Gender:    □ Male     □  Female  

8)  Nationality :      |__________| 

9) Place/Quarter of residence : |__________| 

   

C.   VACCINATION  

10) Has the participant already received the Hib (DTC HepB +Hib) vaccin ? □ Yes  □ No 

If Yes, precise the date(s):  __/___/__     __/___/___          __/__/____ 

 

|__________| 

11) Has the participant already received the PCV-13 vaccin ? □ Yes ;   □ No    

If Yes, precise the date(s): __/___/__     __/___/___          __/___/____ 

 

|__________| 

12) Has the participant already received the Pneumovax 23 vaccin ? □ Yes   □ No 

If Yes, precise date : __/___/__     __/___/___          __/___/____ 

 

|__________| 

13) Proof of vaccination:   □ Vaccination card              □ Oral statement  

D. HISTORY OF RESPIRATORY INFECTION 

 

 

 

14) Has the participant been in contact with a known patient? 

□ Yes    □ No     □ Don’t know 

  

15) Has the patient been treated already for a respiratory infection?                      

□ Yes    □  No     □  Don’t know  

 If No or Don’t know, go to question 16  

 If Yes to Question 13, answer 14 and 15   
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16)  How many times has the participant been treated for a respiratory infection?     □ 

Once      □ Twice     □  Thrice 

17) Which antibiotic(s) was (were) used? ___________________________________  

18) Duration of treatment received   |_________| 

E. RISK FACTORS 

18. Is the HIV status of the patient known? 

        □ Yes      □ No     

 

 

 

 

 

19. If yes, what is his/her HIV status? 

  □   Positive     □ Negative      □  Indeterminate 
 

20.  How many people sleep in one room? □ 1 to 3   □ 4 to 6   □ 7 and more  

21.  Are fossil fuel (kerosene) used for cooking? □ Yes  □No                

 If yes, which one ? __________________________________ 

22. Do the patient’s parent(s) smoke cigarette? □ Yes     □ No      

F. EPISODE OF EXISTING RESPIRATORY TRACT INFECTION 

 

 

 

23. Temperature ( degrees Celsius)  of patient : |__________| 

24. Symptoms : □ Breathing difficulties;     □ Cough;          □ Sore throat  

□ Running nose ;    □  Other symptoms (precise) :__________________ 

____________________________________________________________________  

25. Has the patient taken antibiotic(s)? □ Yes       □ No         or antipyretics? □ Yes       □ 

No          

If yes, which one? ______________________________________________  

26. Duration of symptomes at diagnosis |__________| 

27. Type of patient:    □  Outpatient ;          □ Hospitalized   

Questionnaire filled by :   

 

Date : __ __ /__ __ /__ __ __ __   

Signature   
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Annexe 9: FAST TRACT DIAGNOSTIC RESPIRATORY PATHOGENS 33 (RT-PCR) 

 

 

 

 

Annexe 10 : COURBES SIGMOIDALES DES CIBLES AMPLIFIEES PAR RT-PCR 

(FTD-33) 
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Annexe 11 : PREPARATION DES MILIEUX 

Milieu de conservation pour les pneumocoques (pour 100 mL) 

Bouillon trypto-caséine-soja additionné de 0,5% de glucose, lait écrémé 2% et de glycérol 10% : 

Glucose    0,5 g 

Lait écrémé    2 g 

Glycérol    10 mL 

Bouillon trypto-caséine-soja  Q.S.P 100 mL 

Milieu de conservation pour Haemophilus (pour 100 mL) 

Bouillon cœur-cervelle  80 mL 

Glycérol    20 mL 

Conservation: deux mois à +4°C 

Gélose G2 (GCB: milieu Gc base), pH = 7,2±0,2 

Milieu Gc base  145 g 

Gélose Bacto   8 g 

NaOH    Q.S.P pH = 7,2 

H2O    3,956 L 

Supplément 1   40 mL 

Supplément 2   4 mL 

Supplément 1 (Conservation : 6 mois à -20°C) 

C4H12O6  208 g 

C5H10N2O3  5,2 g 

H2O   Q.S.P 520 mL 

Supplément 2 (conservation : 6 mois à -20°C) 

FeN3O9 -9H2O 260 mg 

H2O   Q.S.P 52 mL 

Conservation: deux mois à +4°C 

 

 

 

 



clix 

 

Milieu chocolat+polyvitex 

Formule typique de la poudre  

Peptone spéciale 23 g/L 

Chlorure de sodium 5 g/L 

Amidon soluble 1 g/L 

Gélose 10 g/L 

 pH final à 25°C ; 7.3 ± 0.2   

 

Suspendre 39 g dans 1 litre d'eau distillée stérile et porter à ébullition pour dissoudre 

complètement. Stériliser à 121 ° C à l'autoclave pendant 15 minutes. Refroidir à 50 ° C. Enrichir 

avec 5% v/v de sang défibriné stérile et 2 ampoules de supplément de croissance vitalex. Bien 

mélanger, distribuer dans des boîtes de Pétri stériles. Conserver les milieux préparés à +4°C 

pour 14 jours. 

Milieu gélose Cystine Lactose Electrolyte-Deficient (CLED) 

Formule typique de la poudre pour 1L 

Digestion enzymatique de gélatine 4 g 

Digestion enzymatique de caséine 4 g 

Extrait de bœuf 3 g 

Lactose 10 g 

L-cystine 0.128 g 

Bleu de Bromothymol 0.02 g 

Gélose 15 g 

pH final à 25°C 7.3 ± 0.2 

 

Suspendre 36 g de poudre dans 1 litre d'eau distillée stérile et porter à ébullition pour dissoudre 

complètement. Stériliser à 121 ° C à l'autoclave pendant 15 minutes. Refroidir à 45-50 ° C. Bien 

mélanger et distribuer dans des boîtes de Pétri stériles. Conserver les milieux préparés à +4°C 

pour 14 jours. 
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Milieu gélose au sang de mouton 

Formule typique de la poudre  

Tryptone 14 g/L 

Peptone neutralisée 4,5 g/L 

Extrait de lévure 4,5 g/L 

Chlorure de sodium 5 g/L 

Gélose 12 g/L 

 pH final à 25°C ; 7.3 ± 0.2   

Suspendre 40 g dans 1 litre d'eau distillée stérile et porter à ébullition pour dissoudre 

complètement. Stériliser à 121 ° C à l'autoclave pendant 15 minutes. Refroidir à 50 ° C et ajouter 

de manière aseptique 7% de sang de mouton stérile. Distribuer dans des boîtes de Pétri stériles 

et conserver les milieux préparés à +4°C pour 14 jours. 
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Annexe 12 : PREPARATION DES SOLUTIONS 

Coloration de Gram 

Colorant primaire : Violet de gentiane 

Solution A : 

Crystal violet :   2 mg 

Ethanol absolu :  20 mL 

Solution B : 

Oxalate d’ammonium:  0.8 mg 

Eau distillée:    80 mL 

Mélanger les solutions A et B. Conserver pendant 24 heures et filtrer. Conserver dans une 

bouteille sombre 

Mordant : Lugol 

Iode     1 mg 

Potassium d’iodure  2 mg 

Eau distillée  Q.S.P 100 mL 

Mélanger et conserver à température ambiante dans une bouteille sombre. 

Décolorant : Ethanol/acétone en proportion 4:1 

Contre-colorant : Fuchsine 

Safranine O   0,34 g 

Alcool absolu  10 mL 

Eau distillée   90 mL 

Mélanger les solutions, filtrer et conserver dans une bouteille sombre 
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Tampon phosphate 0,15 M, pH =7,2 ±0,2: mélange de 3 solutions A, B et C 

Solution A 

Na2HPO4 42,58 g 

H2O  Q.S.P 2 L 

Solution B 

KH2PO4 10,25 g 

H2O  Q.S.P 500 mL 

Solution C 

NaCl  8,76 g 

H2O  Q.S.P 1 L 

Conservation : température ambiante pendant un an maximum 

Tampon AW1  

Ethanol absolu (96-100°C)    135 mL 

AW1     98 mL 

Conservation : température ambiante pendant un an maximum 

 

Tampon AW2  

Ethanol absolu (96-100°C)  160 mL 

AW2     66 mL 

Conservation : température ambiante pendant un an maximum 

Carrier RNA  

ARN carrier lyophilisé    

Eau distillée DNase/RNase free  1 mL 

 

Conservation : température ambiante 
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Annexe 13 : PROFILS DE QUELQUES BACTERIES ISOLÉES 

1- Bactéries à Gram positif 
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2. Bactéries à Gram négatif 
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Annexe 14 : RÉSULTATS D’IDENTIFICATION PAR MALDI-TOF 
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Annexe 15 : PROFILS ÉLECTROPHORÉTIQUES DES DIFFÉRENTS GÈNES 

CIBLES AMPLIFIÉS PAR PCR 
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Annexe 16 :  STRUCTURE CHIMIQUE DES ANTIBIOTIQUES 



clxxiv 

 

Annexe 17 : IDENTIFICATION ET ANTIBIOGRAMME DES ESPECES Haemophilus 

 

  



clxxv 

 

Annexe 18 : INDICE DE DIVERSITÉ DE SIMPSON 

ST;adk;atpG;frdB;fuck;mdh;pgi;recA  Fréquence absolue Fréquence relative 

10000;22;146;11;43;35;18;15  1 0,025 

1043;50;12;32;50;147;193;125  1 0,025 

107;33;8;16;16;49;2;3  1 0,025 

1218;33;8;16;16;17;2;127  1 0,025 

12;1;1;1;13;13;25;16  1 0,025 

1482;14;107;52;1;22;1;5  1 0,025 

1494;1;1;101;10;1;31;13  1 0,025 

149;3;9;8;13;14;8;4  1 0,025 

1523;14;7;15;14;9;235;1  1 0,025 

159;33;8;16;16;17;2;29  1 0,025 

165;44;2;16;37;17;2;3  1 0,025 

1894;69;20;7;1;26;36;29  1 0,025 

2142;1;2;7;41;17;14;10  1 0,025 

2143;3;3;22;15;161;138;21  1 0,025 

2144;4;15;106;87;26;186;41  1 0,025 

2145;5;115;7;15;26;14;29  1 0,025 

2147;6;42;43;9;15;52;35  1 0,025 

2148;6;20;7;14;84;92;43  1 0,025 

2149;42;57;131;18;22;70;4  1 0,025 

2150;43;115;6;30;7;231;160  1 0,025 

2151;60;20;7;7;51;49;31  1 0,025 

2152;123;26;1;10;15;49;48  1 0,025 

2153;146;115;6;4;108;231;160  1 0,025 

2154;202;54;38;12;7;3;48  1 0,025 

222;6;20;23;1;33;29;7  1 0,025 

233;14;7;13;7;17;13;1  1 0,025 

243;1;1;1;14;59;14;5  1 0,025 

262;63;50;22;15;30;40;3  1 0,025 

264;5;8;58;14;91;13;29  1 0,025 

408;1;1;1;1;1;21;5  1 0,025 

411;14;7;13;30;1;21;1  1 0,025 

436;40;1;1;10;15;1;5  1 0,025 

474;3;54;65;1;64;78;48  1 0,025 

481;5;1;1;1;1;2;91  1 0,025 

57;14;7;13;7;17;13;17  1 0,025 

589;107;20;7;12;26;92;29  1 0,025 

644;1;8;1;14;174;14;13  1 0,025 

764;1;1;1;70;15;21;5  1 0,025 

860;1;121;1;1;1;1;5  1 0,025 

914;1;1;1;14;89;127;37  1 0,025 

Uniques: 40 Total: 40 Total: 1 

Intervalle de confiance à 95% : [1.0, 1.0], Indice de Simpson = 1. 
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Annexe 19 : IMPACT DE LA PRISE PRÉALABLE D'ANTIBIOTIQUE ET PROFIL 

DE RÉSISTANCE 

 

 

 

 

Antibiotiques (ATB), Bêta-lactamase (BL), Ampicilline (API2, 2µg), Chloramphenicol 

(CHL30, 30 µg), Acide Nalidixique (NAL30, 30µg), Cefuroxime (CXM30, 30 µg), Co-

trimoxazole (SXT25, 25 µg), Tetracycline (TET30, 30 µg) et Rifampicine (RIF30, 30µg). 
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