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Résumeé :

La diarrhée aigué est I’émission de selles anormalement fréquentes et
liquides en dehors de tout contexte chronique évident. Fréquentent chez le
nourrisson pour lequel elles représentent un important motif de
consultation, les diarrhées exposent a un risque de déshydratation aigué,

d’autant plus rapide et gravent qu’elles sont associées a des vomissements.

Notre étude a pour but d’un isolement et identification des germes
bactériennes Chez le nourrisson diarrhéique au niveau de service de
pédiatre a 1’hopital, En analysant les prélevements des selles par les
examens macro et microscopiques et avec les méthodes coprocultures
aprés en a rechercher les micro organismes responsable des diarrhées

ex : Shigella ;Salmonella ;Campylobacter

Enfin, le traitement est avant tout celui de la déshydratation, soit

préventif, soit curatif. Il y a parfois un traitement étiologique a réaliser.

Mots-clés : Diarrhée aigué, déshydratation aigué, selle, nourrisson,
isolement, Salmonella, Campylobacter, Shigella, soluté oral de

réhydratation.



Abstract:

Acute diarrhea is the emission of unusually frequent and liquid stools
outside of any obvious chronic context. Diarrhea is common in infants for
whom it is an important reason for consultation, and is at risk of acute
dehydration, which is all the more rapid and serious because it is

associated with vomiting.

The aim of our study is to isolate and identify bacterial germs in
infants with diarrhea at the pediatrician service level in the hospital, By
analyzing the stool samples by macro and microscopic examinations and
with the methods of stool cultures after to seek the microorganisms

responsible for diarrhea ex: Shigella; Salmonella; Campylobacter.

Finlay; The treatment is primarily that of dehydration, -either

preventive or curative. There is sometimes an etiological treatment to be

Keywords: Acute diarrhea, acute dehydration, stool, infant, isolation,

Salmonella, Campylobacter, Shigella, oral rehydration solution.
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Introduction :

La diarrhée aigué est une affection frequente, parfois grave et urgente chez le
nourrisson et le jeune enfant. La déshydratation aigué est la principale cause des
déces par diarrhées dunourrisson et de I’enfant (plus de 3 millions d ’enfants de moins
de 5 ans meurent de diarrhées dans le monde). Dans les pays développés, elle est
aussi responsable d’une morbidité et d’une mortalit¢ non négligeable (en France, on
estime le nombre de décés par déshydratation entre 45 et 80 / an) [1].

En Algérie, elles sont considérées comme la premiére cause de mortalité
infantile et la 2éme cause de morbidité apres les infections respiratoires aigués.

En 1999 vingt et un mille six cents quatre vingt douze enfants de moins de cing
ans ont été hospitalisés pour diarrhée dont 1374 décéderont par déshydratation.

L’incidence annuelle est de 2.5 ¢épisodes de diarrhée par enfant et par an soit 10
millions de cas. La répartition des cas est saisonniére avec un pic estival, ce qui
explique la nécessité de renforcer la lutte chaque été en Algérie [2].

Dans 80 % des cas, les diarrhées aigués sont dues a des agents infectieux dont
les caracteéristiques épidémiologiques varient selon les pays. La connaissance de ces
agents permet d’améliorer la prise en charge des cas [3].

Les causes les plus fréquentes de diarrhées sont virales et aussi bactériennes ou
parasitaire, avec présence fréquente de vomissements (gastro-entérites virales). Le
traitement repose sur la réhydratation par voie orale et la réalimentation
précoce qui doivent étre parfaitement expliquées aux parents [1].

Ce travail comporte trois grandes parties :

Le ler chapitre contient des géneralités sur la diarrhée aigue chez le
nourrisson

Le 2éme chapitre sur les germes causant cette maladie et leur pouvoir
pathogénes.

Le 3eme chapitre la prévention contre la diarrhée aigue en suivant le
controle systématique des prelevements et on termine par conclusion.

-14 -
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CHAPITRE | : LA DIARRHEES AIGUE CHEZ LES NOURRISSONS

1.définition et types des diarrhées :

Diarrhée du nourrisson : On parle de diarrhée du nourrisson si les selles sont
plus liquides et plus fréquentes que d’habitude. A partir de plus de trois selles
molles ou liquides par jour, on parle de diarrhée aigué. Une diarrhée chez
bébe peut survenir seule, ou s’accompagner de plusieurs troubles ( ballonnements,
vomissements ou encore de maux de ventre) [1].

On définit trois syndromes cliniques de la diarrhée, qui refletent chacun une
pathogénie différente et qui justifient des traitements différents :

v’ La diarrhée aqueuse aigué : diarrhée qui a un début brusque et qui dure moins de
14 jours.

v" La dysenterie : diarrhée s’accompagnant de sang visible dans les selles. Ses causes
sont des Iésions de la muqueuse intestinale dues a I’envahissement de celle-ci par
les bactéries. Les principales conseéquences sont une anorexie et un
amaigrissement.

v' La diarrhée persistante : diarrhée a début brusque, mais dont la durée est longue
(au moins 14 jours) [2].

2. Prévalence et epidémiologie :

L’incidence annuelle des diarrhées aigu€s infantiles dans les pays industrialisés
est estimeée actuellement entre 1,3 a 2,3 épisodes par enfant, les chiffres étant plus
élevés chez les enfants séjournant en collectivité. Aux Etats-Unis, plus de 200 000
enfants sont hospitalisés chaque année pour diarrhée aigué, ce qui représente environ
900 000 journ¢es d’hospitalisation. Les enquétes publices montrent que les
recommandations thérapeutiques et/ou diététiques largement diffusées concernant
I’utilisation des solutions de réhydratation orale (SRO) et les indications tres limitées
des médicaments sont peu suivies. De nombreuses études confirment que les
diarrhées aigués dans les pays favorisés sur le plan économique sont peu severes et
évoluent favorablement de maniére spontanée, cependant le 87 risque de
déshydratation est bien réel et est malheureusement encore a l’origine de déces
évitables chez le nourrisson en France. Dans les pays en voie de développement
I'incidence des diarrhées aigués infantiles est nettement plus élevee : le nombre
d’épisodes variant de 3 a 9 par ans et par enfant. Les maladies diarrhéiques sont
encore plus fréequentes et plus séveres dans les parties les plus pauvres des pays en
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voie de développement surtout dans les régions tropicales et subtropicales. Un
rapport de POMS établi en 1992 avangait le chiffre de 3,3 millions de déces par
diarrhée aigué chez des enfants de moins de 5 ans en Afrique, Asie et Amerique
latine. Cependant gréce aux campagnes de prévention ce chiffre était nettement
inférieur a celui rapporté en 1980 qui faisait état de 4,6 millions de deces dans les
mémes regions. La prévalence des différents agents pathogenes ainsi que leur
recrudescence saisonniere est éminemment variable dans les différentes régions du
monde, le climat semblant étre le facteur le plus important a I’origine de ces
variations. La répartition moyenne des fréquences des différents agents infectieux est
présentée dans le tableau. Dans les pays nordiques et froids les infections virales
prédominent par rapport aux infections bactériennes et sont plus fréquentes pendant
la période hivernale, a I’exception remarquable de 1’adénovirus qui est plus fréquent
en période estivale. Les ¢étiologies bactériennes, a I’inverse, sont plus fréquentes dans
les pays chauds et les épidémies sévissent surtout en été et en automne [5].

3 . Les symptomes de la diarrhée chez le bébé

Les selles du nouveau-né sont fréquentes et different dans leur aspect et leur
couleur selon que I’enfant est allaité ou nourri au biberon : en général, un bébé allaiteé
aura des selles "jaune or", granuleuses et plutdt liquides, un bébé nourri au biberon
présentera des selles brun clair et plutdt fermes.

Les selles peuvent survenir apres chaque repas, d'autant plus si l'enfant est
allaité, sans que cela ne soit inquiétant. Des selles occasionnellement molles sont tout
a fait normales [6].

On parle toutefois de diarrhées en cas de :

v" Selles malodorantes, striées de glaires et tres liquides
v" Selles trés fréquentes

v" Fievre, surtout en cas de gastro-entérite

v’ Perte de poids

4 .Causes de la diarrhée chez le bébé

v 1l est nécessaire de différencier les "vraies" diarrhées des "fausses diarrhées :

Les fausses diarrhées qui représentent 90% des cas de diarrhées, sont liées a un
événement ponctuel comme une poussée dentaire, une allergie alimentaire, la prise
d'antibiotiques, de l'anxiété, un exces d’aliments trop riches. Ces diarrhées, peuvent
aussi étre la résultante de biberons mal préparés ou étre un des symptomes d’une
maladie comme une otite, une rhinite ou une bronchite par exemple... Dans ce cas, les
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selles sont effectivement de consistance plus liquide, mais la fréguence ne change pas
ou peu. Les fausses diarrhées ne doivent pas vous inquiéter : elles disparaissent
généralement spontanément avec les autres symptémes.

Les vraies diarrhées (10% des cas) sont dues la plupart du temps a une infection
intestinale, beaucoup plus souvent virale que bactérienne. Dans la majorité des cas,
c'est le rotavirus qui provogue une gastro-entérite qui abime les parois de lintestin et
dont les principaux symptémes sont les diarrhées et les vomissements [6].

5. Les principaux agents infectieux :

5.1. Les infections virales :

Représentent la grande majorité des diarrhées aigués dans les pays developpes.
Elles sont essentiellement dues au rotavirus (en seconde place les adénovirus). Elles
évoluent par épidémies automno-hivernales et touchent préférentiellement les
nourrissons de 6 mois a 2 ans. Elles surviennent dans un contexte d’infection virale
(fébricule, myalgies) et s’accompagnent fréquemment au début de vomissements qui
contribuent a la déshydratation. La diarrhée est essentiellement hydrique et fécale et
ne dure pas plus de 7 a 10 jours.

Sont en faveur de lorigine virale : la fréquence, le contexte épidémique, la
fréquentation d’une collectivité¢ (créche), I’existence d’un syndrome viral dans les
jours précédents, et I’existence de vomissements [1].

5.2. Les bactéries entérotoxiniques :

Au premier rang desquelles vient Escherichia Coli dans nos climats, agissent en
adhérant a la muqueuse intestinale et en secrétant une entérotoxine qui pénetre la
muqueuse et stimule la sécrétion de sodium et donc d'eau. Le choléra est le type le
plus grave de diarrhée sécrétoire. Les salmonelles, shigelles peuvent également agir
par effet toxinique. La diarrhée est trés abondante, aqueuse, dure moins de 5 jours et
s’accompagne de douleurs abdominales. Il n’y a habituellement pas de syndrome
infectieux.

Sont en faveur : le caractere profus et aqueux, voire afécal, de la diarrhée, en
I’absence de syndrome infectieux [1].
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5.3. Les bactéries invasives :

Pénetrent et détruisent l'entérocyte, diminuent les possibilités d'absorption
intestinale et entrainent une réaction exsudative donnant un aspect glairo-sanglant
aux selles. Les bactéries invasives sont essentiellement les Salmonelles, Shigelles,
Yersinia et campylobacter. La diarrhée peut étre modérée mais aussi Sévere avec
syndrome toxique voire septicémique : douleurs abdominales importantes, fievre
¢levée (qusqu’a 40°C), altération de 1’état geénéral, voire choc, ténesme, diarrhée
contenant du pus et du sang.

Sont en faveur d’une diarrhée a germe invasif : les signes généraux intenses avec
syndrome septicémique et diarrhée glairo-sanglante [1].

5.4. Les infections parasitaires :

Sont représentées essentiellement par la lambliase (ou giardiase), infection
cosmopolite, plutdt responsable de diarrhée chronique, et I’amibiase chez I’enfant de
retour ou vivant en pays d'endémie [1].

5.5. Les infections extradigestives :

O.R.L (otite, mastoidite), broncho-pulmonaires, urinaires, et les méningites
peuvent s'accompagner de diarrhée. Chez le nouveau-né la diarrhée est un signe non
spécifique d'infection néonatale, et doit faire rechercher une infection systémique.
Sont en faveur de l'origine extradigestive de cette diarrhée : des antécédents
néphrologiques, neurologiques ou ORL ou I'existence d’une infection extradigestive

[1].

5.6.Les autres causes :

De diarrhée incluent les diarrhées médicamenteuses (en particulier dues aux
antibiotiques) et beaucoup plus rarement congenitales (diarrhée chlorée congeénitale).

Les antécédents chirurgicaux (laparotomie), I’existence d’épisodes de douleur
abdominale aigué de début brutal et spontanément résolutifs doivent faire évoquer
une urgence chirurgicale (invagination, occlusion sur bride, appendicite aigué)
devant un tableau de gastro-entérite avec vomissements et douleurs abdominales
iImportantes [1].
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6.LES ETIOLOGIES :

6-1/Les virus :

La présence de virus dans les selles quelle que soit la méthode d’identification
utilisée ne suffit pas pour affirmer que tel ou tel agent viral est a 1’origine d’une
diarrhée aigué. En effet, des particules virales peuvent étre retrouvéees en quantité non
négligeable chez des enfants sans pathologie digestive. Pour le rotavirus par exemple,
une trés forte concentration de virus dans les selles (1010 virus par gramme) a été
retrouvée chez les sujets malades et la différence était significative par rapport au
groupe témoin. Il faudrait pour avoir une certitude étiologique, mettre en évidence
une seroconversion a partir de deux prélevements sanguins a deux semaines
d’intervalle [5].

Rotavirus :

Mis en évidence en 1973, les rotavirus sont la cause majeure des entérites chez
le nourrisson et I’enfant. Les rotavirus ont un génome constitué de onze segments
d’ ARN bicaténaire, chacun des brins code pour une protéine structurale ou non. Trois
couches protéiques entourent le génome. Les deux couches externes portent les
principaux antigenes. Parmi les 14 protéines isolées, les sérotypes lies aux proteines
1, 2, 3, 4, représentent 90 % des souches isolées chez I’homme [11]. Les rotavirus ont
un tropisme localis¢ a I’épithélium des villosités intestinales et dirigé spécifiquement
sur les entérocytes matures. Les entérocytes infectés accroissent en taille, se
vacuolisent puis desquament. Les particules virales sont incluses dans le réticulum
endoplasmique. Ces modifications histologiques apparaissent 24 heures apres
I’infection et sont maximales entre 24 et 72 heures. Une atrophie minime a modérée
associée a une hyperplasie des cryptes a été rapportée. Sur le plan moléculaire il
semblerait que ce soit la protéine NSP4 qui augmenterait spécifiquement Ila
concentration de calcium intracellulaire et modifierait les transports membranaires
ioniques. Cette protéine agirait en fait comme une Véritable toxine en agissant sur la
sécrétion d’eau et de chlore par la voie calcium-dépendante [11]. Les facteurs de
virulence des rotavirus sont avant tout dépendants de I’hote : le jeune age, 1’existence
d’une malnutrition et les déficits immunitaires sont des facteurs de gravité. Les
différences de virulence sont également expliquées par la spécificité des souches
virales. La pathogénie des rotavirus ne serait pas liée a un seul gene. Les genes
codant pour les protéines NSP1, NSP4, VP3, VP4 et VP7 interviennent dans la
spécificité et la capacité de multiplication du virus [11].
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Adénovirus :

Parmi les 47 sérotypes connus d’adénovirus seuls les adénovirus de type
entérique correspondant aux serotypes 40 et 41 sont responsables de diarrhées aigués
chez I’enfant. C’est une des causes les plus fréquentes d’infections nosocomiales en
milieu hospitalier se traduisant par une diarrhée aigué apparaissant chez les enfants
hospitalisés pour une autre cause. L’évolution naturelle de cette infection est peu
connue cependant elle semble se caractériser par une durée prolongée du syndrome
diarrhéigue (environ 10 jours) accompagnée de fiévre et, contrairement au rotavirus,
peu ou pas de vomissements [11].

Astrovirus :

Il n’existe pas a I’heure actuelle d’examens fiables, de routine, permettant de
connaitre la fréquence réelle des diarrhée aigués a astrovirus chez I’enfant [12].
Cependant les études par immuno-enzymologie utilisant les anticorps monoclonaux
et les recherches par microscopie électronique semblent indiquer que la fréquence des
infections intestinales a astrovirus chez I’enfant serait bien supérieure a celle estimée
[12].

Calicivirus :

Les calicivirus sont des virus a ARN sans enveloppe qui ont été décrits pour la
premiere fois en 1972 au cours d’une épidémie en milieu scolaire & Norwalk dans
I’Ohio. Ces virus sont transmis par ’homme, les animaux domestiques ou par
contamination de I’eau et des fruits de mer. La diarrhée est trés souvent accompagnée
de signes ORL ou respiratoires [5].

Autres virus :

De nombreux autres virus ont été identifiés dans les selles mais leur réle
¢tiologique au cours des diarrhées aigués infantiles n’a pas toujours €té clairement
démontré. Les coronavirus représentent une cause tres fréquente de diarrhée dans
I’espéce bovine ; chez ’homme ils ont ét¢ isolés au cours d’épidémies de diarrhées
aigués, retrouvés chez des adultes présentant une sprue tropicale et chez des nouveau-
nés souffrant d’entérocolite nécrosante. Les torovirus ont été isolés plus fréquemment
chez les enfants diarrhéiques que chez les sujets témoins. Chez les patients
immunodéprimés le cytomégalovirus et les picornavirus peuvent étre a 1’origine
d’épisodes de diarrhée aigué [11].

-21-



6.2. Les bactéries :

Les agents bactériens responsables de diarrhée varient beaucoup selon la
localisation geographique. Les facteurs socio-économiques et les conditions
d'hygiéne jouent un grand réle dans la prévalence des infections bactériennes [13].

Campylobacter jejuni :

Cet agent microbien, gram négatif, est tres répandu tant dans les pays
industrialisés que dans les pays défavorisés. Sa prévalence peut atteindre 10 % des
cas de diarrhees aigués infectieuses, cependant le portage asymptomatique dans les
pays pauvres peut concerner, suivant les régions, 40 % des sujets. Ce micro-
organisme est capable de produire une entérotoxine qui provoque une diarrhée
aqueuse abondante mais aussi de se comporter comme un agent entéro-invasif
pénétrant la muqueuse au niveau de I'iléon et du cdlon et déclenchant une colite
severe avec syndrome dysentérique, douleurs abdominales violentes et selles
sanglantes. Une bonne corrélation peut étre établie entre la symptomatologie clinique
et les propriétés de virulence du germe (entérotoxinogene ou entéro-invasif) grace a
des isolements par technique ELISA [5].

Salmonelles :

Plus de 2000 sérotypes de salmonelles ont été répertoriés, cependant Salmonella
typhi et Salmonella entéritidis représentent la majorité des souches isolées dans les
pays industrialisés et en particulier en France [11]. Les différentes souches ont en
commun leur caractere invasif et leur capacité a sécréter une entérotoxine. La fievre
typhoide se présente exceptionnellement comme une simple diarrhée aigué, elle est
rare chez le jeune enfant et le probleme principal est représenté par les salmonelles
non typhoidiques [12].La mise en évidence d’une salmonelle a la coproculture chez le
nourrisson et le jeune enfant ne doit pas conduire a un traitement antibiotique
systématique compte tenu du plus grand nombre d’échecs par rapport a I’adulte et du
risque fréquent de portage asymptomatique. Le risque du portage chronique est mal
connu, tant pour I’enfant porteur que pour son entourage, malgré tout il est observe
plus fréquemment chez I’enfant de moins de 5 ans (50 % apres un €pisode aigu), que
chez I’adulte (15 % environ). Méme si les quantités excrétées sont faibles, elles
représentent un risque certain de contagion, en particulier chez les enfants vivant en
collectivité [5].
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Escherichia coli [12][11]:

Les colibacilles représentent la population microbienne commensale la plus
nombreuse a I'intérieur du tube digestif. Le sérotypage reconnaissant I’antigene O est
encore largement utilisé mais il est compliqué a réaliser et peu fiable ; dans I’avenir la
biologie moléculaire et les techniques de PCR (Polymérase Chain Réaction)
permettront une identification plus précise et une nouvelle classification. Pour
I'instant les Escherichia coli sont regroupés en fonction de leur mécanisme d’action
et des tableaux cliniques qu’ils réalisent.

Escherichia coli enterotoxigenes (ETEC) :

Les ETEC sont responsables d’un grand nombre de diarrhées bactériennes
infantiles dans les pays en développement et de la diarrhée des voyageurs chez
I’adulte. Leur pouvoir pathogene est dii a leur capacit¢ d’adhérence et de production
d’entérotoxines thermostables et/ou thermolabiles. Certains sérotypes sont souvent a
I’origine de diarrhées mais, contrairement aux EPEC, les sérotypes sont plus variés
selon les pays. L’identification précise repose sur la mise en évidence des facteurs
d’adhérence aux cellules épithélales, trés caractéristiques des ETEC, et sur
I’identification de la toxine.

Escherichia coli entéropathogenes (EPEC) :

Les EPEC furent les premiers a étre identifiés dans les années 50. Les sérotypes
055 et O111 étant les plus fréquemment isolés. Actuellement ces souches sont plus
largement retrouvées dans les pays en développement. Une toxine n’a jamais pu étre
identifiée pour ce groupe, mais ces Escherichia coli se caractérisent par des capacités
d’adhésion trés fortes sur la bordure en brosse des entérocytes.

Escherichia coli entéro-invasifs (EIEC) :

Ces micro-organismes partagent bien des caracteres : biologiques,
morphologiques et fonctionnels avec les shigelles. lls déclenchent un syndrome
dysentérique fébrile particulierement séveére. Leur isolement repose sur la positivité
du test de Sereny (keratoconjonctivite provoquée chez le cobaye). Une entérotoxine
(30 a 100 kDa) vient d’étre récemment isolée.
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Escherichia coli entéro-hémorragique (EHEC) :

Les EHEC représentent également un groupe recemment identifié depuis que le
sérotype 0157 : H7 a été démontré comme responsable d’épidémies de colites
hémorragiques. La survenue de syndromes hemolytiques et urémiques est notée chez
environ 10 % des enfants présentant une infection a Escherichia coli 0157 : H7. Cette
complication peut survenir méme en I’absence de diarrhée glairo-sanglante. Il
convient donc de rechercher ce germe par sérotypage devant toute atteinte de la
fonction rénale pour pouvoir débuter un traitement précoce. La toxine peut étre
recherchée dans les selles par étude de cytoxicité sur des cellules Véro en culture ou
par PCR.

Escherichia coli entéro-agrégant (EA-AgQEC) :

Ce groupe de germes semble étre a I’origine de diarrhées prolongées chez le
nourrisson et le jeune enfant. Ils semblent trés proches des EPEC mais pour I’instant
aucun sérotype n’a pu étre défini et aucune toxine n’a été isolée.

Shigelles [12][11]:

Les shigelloses ne sévissent pas uniquement dans les pays en développement.
Elles sont a I’origine de nombreuses diarrhées dans les pays développés et touchent
avant tout I’enfant. La mortalité, trés élevée dans les pays pauvres n’est pas
exceptionnelle en Occident. Les shigelles sont des bactéries gram négatif sans
capsides externe. On décrit 40 sérotypes appartenant a quatre S€rogroupes :

groupe A, Shigella dysenteriae
groupe B, Shigella flexneri
groupe C, Shigella boydii
groupe D, Shigella sonnei

AN NI NN

Les souches a I'origine des formes les plus graves, entrainant une mortalité
élevée, sont S. dysenteriae (en particulier de sérotype 1) et S. flexneri. Les shigelles
envahissent [I'épithélium colique et déterminent une réaction inflammatoire et des
ulcérations, mais sont egalement a [lorigine d'une diarrhée sécrétoire par
I'intermédiaire d'une entérotoxine [13]. Les shigelloses sont une des causes de
diarrhées bactériennes les plus transmissibles. L’inoculum nécessaire est tres faible
(dix bacilles engendrent des symptomes chez 10 % des volontaires) ; la survenue
d’épidémies intra-familiales ou dans les collectivités autour du cas initial sont tres
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fréquentes. Le tableau est tres polymorphe. Il peut s’agir d’une diarrhée modérée
guérissant spontanément ou, au contraire, d’un syndrome dysentérique avec choc et
manifestations neurologiques. Les convulsions sont tres fréquentes et la regle est de
pratiquer une coproculture chez un enfant fébrile et diarrhéique qui a des convulsions.
Toutes les souches de shigelles sécretent, a des degrés divers, une toxine dite Shiga-
toxine, tres cytotoxique, ou Veérotoxine. Les souches de S. dysenteriae de sérotype 1
en sécrétent de mille a dix mille fois plus que les autres espéeces [5].

Yersinia enterocolitica :

Il s’agit d’un agent pathogéne, invasif pour la muqueuse de I’intestin gréle au
sein de laquelle il entraine des Iésions de la bordure en brosse et des altérations des
fonctions de transport pouvant conduire a une malabsorption de certains nutriments.
Il pourrait également sécréter une toxine. Ce germe est a I'origine de diarrhées
d’évolution prolongée (1 a 2 semaines). [5] L’ infection s’accompagne de fievre et de
douleurs abdominales. Chez certains sujets I'infection a Yersinia peut entrainer une
adénite meésentérique et un tableau clinigue qui ressemble aux maladies
inflammatoires chroniques intestinales [11].

Vibrion cholérique :

Vibrio cholerae et un micro-organisme mobile, aquatique a I origine
d’épidémies spectaculaires mais qui subsiste a 1’état pandémique dans de nombreuses
régions du globe. Il posséde I’antigéne 01 qui peut étre reconnu par anticorps
monoclonal ou polyclonal. Les deux principaux sérotypes sont Inaba et Ogawa. La
diarrhée profuse induite par les vibrions cholériques est le prototype du mécanisme
dd a une entérotoxine [11].

Toutes les souches sauvages de Vibrio cholerae produisent une protéine binaire
de 84000 Da. Elle et dix fois plus puissante que celle de 'ETEC ; elle se combine
avec un recepteur spécifique GM1 situé dans la bordure en brosse, la partie active
pénétre la cellule par endocytose et en moins de 15 minutes, par une action
enzymatique elle active de facon irréversible I’adenyl cyclase et '’ AMP cyclique ce
qui a pour conséquence une hypersécrétion d’eau et de chlore dans la lumic¢re. Une
autre toxine est secrétéee, dénommée Zona Occludens Toxin (ZOT), qui augmente la
perméabilité intestinale par atteinte des jonctions serrées inter-entérocytaires [5].

-25-



Clostridrium difficile :

Le role de clostridrium difficile dans les diarrhées associées aux antibiotiques est
parfaitement établi, ainsi que dans la forme majeure représentée par la colite
pseudomembraneuse, au demeurant peu fréquente chez I’enfant. Il semblerait que ce
germe puisse également étre a 1’origine de diarrhées aigués sporadiques chez des
enfants n’ayant pas re¢u d’antibiotiques [12].

Autres agents bactériens :

Klebsiella pneumoniae : est apte a sécréter une toxine thermostable qui
provoque une diarrhée sécrétoire chez certains enfants présentant une malnutrition.
Citrobacter freundii posséde des analogies avec les ETEC [14], plus particulierement
une entérotoxine similaire a la toxine STa. Plesiomonas shigelloides n’a été décrit
que dans les régions asiatiques (Japon, Thailande) et contaminerait essentiellement
les poissons et fruits de mer [5].

6.3. Les parasites :

Méme dans les zones de trés forte endémie, les parasites digestifs sont loin de
représenter une cause majeure des diarrhées de l'enfant. C'est encore plus vrai en
France ou les parasites digestifs sont peu fréquents [12].

Giardia intestinalis Giardia lamblia :

Est un des parasites intestinaux les plus largement répandu, pouvant affecter
I’étre humain a tous les ages. L’infection s’acquiert par voie oro-fécale a partir d’eau
contaminée, aliments, mains insuffisamment lavées ou par contact intrafamilial ou
chez les nourrissons vivant en collectivité [14]. Les manifestations cliniques de
I’infection a Giardia peuvent varier du portage asymptomatique jusqu’au tableau de
malabsorption chronique sévére. L’ infestation massive et aigué a Giardia peut donner
des episodes brutaux de diarrhée aigué mais aussi des episodes de selles liquides plus
marqués sur un fond de diarrhée chronique. Il est cependant difficile dans les régions
d’endémie d’affirmer que la présence du parasite dans les selles puisse étre a I’origine
d’un épisode précis de diarrhée aigué. Par ailleurs, le germe peut étre retrouvé a la
biopsie intestinale, par étude des sécrétions duodénojéjunales par technigque
d’mmunofluorescence et ne pas étre identifi€¢ au méme moment dans les selles méme
par des techniques performantes [15].
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Cryptosporidies :

Cryptosporidium est un protozoaire de petite taille initialement décrit comme
agent pathogéne chez les animaux. Il se localise puis se multiplie au niveau de la
bordure en brosse des entérocytes ou il peut produire des altérations structurales tres
importantes. Sa présence peut étre revelee en microscopie optique apres coloration de
Ziehl-Neelsen, en microscopie électroniqgue ou par marquage par des anticorps
monoclonaux. Chez I’homme, son rdle pathogéne a d’abord été mis en évidence chez
les sujets immunodéprimés ; les épisodes de diarrhées aigués a répétition chez les
enfants présentant un déficit immunitaire avec atrophie villositaire ou infectés par le
virus du SIDA étant freqguemment due a une cOlonisation du tube digestif par des
cryptosporidies, ces données justifiant méme la pratique de cure de désinfection
systématique par antibiotiques dérivés de la spiramycine chez ces patients. Ce
parasite a depuis été décrit comme une cause de diarrhée aigué chez le sujet
immunocompétent, mais une plus grande fréquence et surtout un risque de
dissémination rapide a été¢ rapporté au sein de populations d’enfants souffrant de
malnutrition [11] [13].

Autres parasites :

Dans les régions tropicales, et a un degré bien moindre dans les pays tempérés,
certains parasites peuvent étre a I’origine d’authentiques poussées de diarrhées
aigués. L'amibiase due a Entamoeba histolytica est également redoutée: la dysenterie
et I'emission douloureuse de selles sanglantes et aféecales sont tres évocatrices. Le
tableau peut étre beaucoup plus banal, fait d'une simple diarrhée aigué. Le
métronidazole doit étre prescrit a doses élevées (25 mg/kg/j) pendant au moins 7
jours [13].

Parmi les protozoaires autre que les cryptosporidies, peuvent étre cités :
entamoeba histolytica, balantidium coli, isospora belli et cyclospora. Par ailleurs, les
infections dues aux nématodes ne peuvent en principe pas engendrer de perturbations
des mécanismes de sécrétions et d’absorption de ’eau et des €lectrolytes mais ils
peuvent en colonisant Tintestin créer des phénoménes inflaimmatoires de la
muqueuse, géner la déconjugaison des sels biliaires et favoriser la malabsorption de
certains nutriments qui se traduisent par une augmentation et une acceélération du
débit fécal. Ces troubles de transit plus ou moins aigus ont été décrits en présence
d’Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis, necator
americanus ou de formes adultes d’ankylostomes [11].
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Tableau 1 : principaux agents responsables de diarrhées aigues infectieuses [5].

agents Fréquence(%)

- Campylobacter jejuni - 68

- Escherichia coli - 25
Bactéries - Salmonelles - 37

- Shigelles - 13

- Yersinia enterocolitica - 12

- Vibrion cholérique i 0?'2

- Rotavirus - 30-60

- Adenivirus - 24
Virus - Cleivirus -

- Astovirus = 7

- Giardia intestinalis - 12

- Cryptosporidies - 02
Parasites - Entamoeba histolytica -7

-Ce tableau représente la fréquence des agents responsables plus abondants chez
les nourrissons diarrhéique.

7. Physiopathologie:

7.1. Mécanismes cellulaires et moléculaires
Physiologie cellulaire :

La survenue d’une diarrhée résulte d’interactions complexes entre I’agent
pathogéne et les cellules intestinales de I’hote. Ces échanges entre 1’agent extérieur et
la cellule eucaryote procedent d’une véritable communication, d’un langage, qui
s’établit entre des récepteurs effecteurs cellulaires et des zones de contact du micro-
organisme infectant ou des molécules secrétées par celui-ci.

Barriére intestinale et zones de passage et d’échanges :

L’épithélium intestinal a une structure polarisée qui lui permet de fonctionner
comme une barriere seéparant deux milieux mais egalement de transporter des
molécules ou des fluides d’un compartiment a I’autre. La continuité de la barriére est
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assurée par des rapprochements entre les cellules qui sont aussi des lieux de passage
figurés par les complexes jonctionnels, ou jonctions serrées (encore appelées zona
occludens). Cette zone est située a la partie la plus apicale de deux entérocytes
comprenant de bas en haut : la jonction serrée proprement dite, puis une section
intermédiaire contenant un filament d’actine-myosine et enfin le desmosome. Ces
régions sont des lieux de passage parfaitement controlés : I’ étanchéité de la muqueuse
est en outre renforcée par un épais tapis de mucus (glyocalyx) qui recouvre les
entérocytes. Malgré tout, cette barriere présente des points faibles ou le tapis
muqueux s’interrompt représentés par les structures lymphoides : plaque de Peyer et
nodules solitaires. Ces zones contiennent des cellules M dont le role est d’assurer
I’entrée  de particules pour faciliter leur présentation aux cellules
immunocompétentes. Ce sont ces ““ pores ” qu’utiliseront préférentiellement certains
pathogenes pour franchir la barriere épithéliale [5].

Voies de controle de la sécrétion et de la perméabilité de I’entérocyte :

Les phénomenes de controle de I’absorption et de la sécrétion d’eau et
d’électrolytes sont régulés par 4 mécanismes sous la dépendance de 4 effecteurs
principaux : 'AMP cyclique, la GMP cyclique, le calcium intracellulaire et les
proteines du cytosquelette. Les nucléotides cycliques (AMPc et GMPc) peuvent
stimuler la sécrétion entérocytaire par trois effets : ils activent le canal principal a
chlorure CFTR (cystic fibrosis Trans-membrane conductance régulator), ils
augmentent la production de calcium intracellulaire, enfin ils agissent sur les
jonctions serrées et sur les protéines du cytosquelette. Le calcium intracellulaire par
son ¢lévation stimule les protéines transporteuses d’ions et la sécrétion, active le
CFTR et module la perméabilité intestinale par action sur les jonctions serrées.

Les protéines du cytosquelette assurent la rigidité du cytoplasme par des
microfilaments (kératine et actine) et I’amarrage au niveau des jonctions serrées.
C’est le maintien de la structure cylindrique des entérocytes et leur polarité¢ qui est le
garant du fonctionnement normal des autres meécanismes [5].

Facteurs moléculaires de virulence des agents pathogenes :

Les agents pathogeénes disposent d’une ou plusieurs propriétés leur permettant
de “ dialoguer ” avec les cellules intestinales et de troubler leur mécanisme, ou plus
radicalement d’envahir et de forcer la barriére muqueuse. Ces capacités sont au
nombre de 4 : adhésion, multiplication (colonisation), sécrétion de toxine(s) et
Invasion.
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Ces différentes aptitudes sont codées par des déterminants antigéniques qui sont
eux-mémes transférables par conjugaison, transduction ou transposition.

La capacit¢ d’adhésion d’une bactérie est liée a des microfibrilles (frimbriae)
portées comme une chevelure ou une touffe de poils ou a la présence d’un flagelle.
Le contact avec la cellule induit la production de ligands bactériens qui sont des
adhésines favorisant I’attachement. L’aptitude a sécréter des toxines est trés répandue
chez les agents pathogenes. Elles sont regroupées en 4 classes principales : les
entérotoxines, les toxines altérant le cytosquelette (ZOT par exemple), les cytotoxines
et les toxines a tropisme nerveux. La capacit¢ d’invasion est liée essenticllement a
I'utilisation de la cellule M comme porte d’entrée. Une fois franchie la barriere
mugqueuse, les agents bactériens procedent de deux manieres différentes :

v’ Certains restent localisés au sein de la muqueuse intestinale (campylobacter
jejuni, shigelles, EIEC)

v' D’autres comme les salmonelles ou yersinia entérocolitica utilisent les cellules
phagocytaires ou dendritiques pour se répandre et essaimer a distance [5].

7.2 .Conséquences physiopathologiques :

L’équilibre entre les phénomenes d’absorption et de sécrétion électrolytique
conditionne et caractérise le cycle entéro-systémique de I’eau. Toute diarrhée aigué
est liee a une anomalie de ce cycle entéro-systémique, par déréglement des processus
d’absorption ou de sécrétion des électrolytes, essentiellement du sodium. La
conséquence univoque de ces troubles de la sécrétion ou de I’absorption
hydroélectrolytique est une perte anormale d’eau et d’électrolytes par les selles, a
I’origine d’une déplétion hydroélectrolytique.

Dans notre pays quelle que soit I’étiologie en cause, les concentrations
moyennes fécales sont sodium : 25 a 75 mmol/l, potassium : 30 a 75 mmol/l et chlore
: 10 2 40 mmol/l.

Cette déperdition hydroélectrolytique est généralement a 1’origine d’une
déshydratation de type hyponatrémique. La perte fécale de potassium, a I’origine
d’une baisse du potassium extracellulaire entraine un hyperaldostéronisme qui
augmente la deplétion potassique par hyperkaliurie, 1’hypokaliémie qui en résulte
pouvant elle-méme étre a lorigine d’un iléus paralytique qui aggrave les pertes
électrolytiques fécales. Plus rarement, la conséquence de ces déperditions hydro-
électrolytiques est une deshydratation de type hypernatremique qui s’observe
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particulicrement dans les diarrhées aigu€s tres séveres et lorsque I’enfant a une
alimentation hyper-osmolaire, trop riche en sel ou en hydrates de carbone.
L’utilisation de formules lactées a charge osmolaire réduite a permis de diminuer
considérablement ce risque de déshydratation hypernatrémique.

Toute diarrhée aigué peut étre par ailleurs a I’origine de troubles de la digestion
et de labsorption de certains nutriments. Des lésions épithéliales et une atrophie
villositaire modérée ont surtout éte démontrees au cours des infections a rotavirus.

Elles sont a l'origine d’une diminution des activités disaccharidiques. Les
troubles de la motricité intestinale peuvent également diminuer les capacités
d’absorption des hydrates de carbone. La survenue d’un déficit en lactase et d’une
intolérance secondaire en lactose ont pendant longtemps été considérés comme des
complications fréquentes des diarrhées aigués et ont ét¢ a I'origine de la mise en
ceuvre de régime spéciaux ou de protocoles de réintroduction trés progressive du lait.
Si le déficit en lactose secondaire a Datrophie villositaire qui accompagne la
malnutrition reste une complication fréquente et redoutable dans les pays pauvres
chez un enfant qui va présenter en plus une diarrhée aigué, I’intolérance au lactose au
cours des diarrhées aigués habituellement rencontrée dans les pays développés est
devenue exceptionnelle. Une étude récente menée sous I'égide de la Société
Européenne (ESPGHAN) chez 230 enfants dans 12 centres hospitaliers en Europe
confirme cette notion et conduit cette Société a ne plus recommander 1’utilisation des
laits sans lactose et a préconiser une renutrition trés précoce au cours de tout épisode
de diarrhée aigué.

Une autre complication a également conduit a la prescription de régime spéciaux
plus particulierement chez le jeune nourrisson : il s’agit du risque de sensibilisation
aux protéines du lait de vache. Cette entité¢ a ét¢ un temps dénommée “ syndrome
post-entéritique ” et semblait plus spécifiquement liée a I’infection a rotavirus.

En fait cette complication parait peu fréquente et fait discuter I’utilisation
systématique d’hydrolysats de protéines, en des formules partiellement hydrolysées
chez les nourrissons de moins de 4 mois présentant un épisode diarrhéique. Seule une
évolution supérieure a une semaine justifie, chez les trés jeunes enfants, I’utilisation
de formule es extensivement hydrolysées [5].
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8.Aspects cliniques :

La diarrhée aigué est généralement definie par une modification de la
consistance des selles (plus molles ou liquides) et/ou par une majoration de la
fréquence des exonérations (supérieure ou egale a 3 selles par 24 heures), avec ou
sans fievre ou vomissements. En général, la diarrhée dure moins de 7 jours et jamais
plus de 14 jours. Cependant, un changement dans la consistance des selles par
rak2pport a la consistance antérieure est plus significatif d'une diarrhée que le nombre
de selles, en particulier au cours des premiers mois de vie [16] [17]. En fonction des
principaux symptomes 3 entités cliniques peuvent étre réalisées (Tableau 2).

8.1.Entérite virale

Ce sont les diarrhées les plus fréequentes chez l'enfant avant 18 mois. Les
infections digestives virales touchent essentiellement ['intestin gréle et se manifestent
par un tableau d'entérite aigué. L'atteinte isolée du cdlon est peu fréquente, par contre
chez le nouveau-né, l'atteinte est souvent diffuse se traduisant par une entérocolite.
Les vomissements sont fréquents et intenses; ils sont le plus souvent dus a un état de
cétose.

La période d'incubation varie selon le type de virus: de 18 a 48 heures pour les
calicivirus, de 2 a 4 jours pour les ratavirus et les astrovirus et de 3 a 10 jours pour les
adénovirus.

Les symptomes se caractérisent par des selles liquides aqueuses souvent
associées a des vomissements. La phase aigué est parfois précédee ou accompagnée
de signes ORL (rhinopharyngite, otite) ou respiratoires. Dans la majorité des cas, les
signes régressent en quelques jours, mais une déshydratation aigué peut compliquer
le tableau clinique [11] [18] [19].

8.2.Diarrhée invasive bactérienne

Un mécanisme «invasif» est suspecté devant un tableau dysentériforme. Les
germes invasifs déclenchent un tableau clinique assez caractéristique fait d'une fievre
élevée, de douleurs et de crampes abdominales, de ténesme (contractions
douloureuses du sphincter anal), de faux besoins associés a des selles sanglantes,
purulentes ou glaira-sanglantes. Les vomissements sont absents mais le risque de
déshydratation n'est pas negligeable. Les selles sont précédées, accompagnées et
suivies pendant quelques minutes de crampes abdominales et d'épreintes
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(contractions douloureuses du cOlon terminal) parfois particulierement pénibles; si
I'atteinte colique est intense, le tableau diarrhéique et douloureux peut prédominer en
période nocturne. Les causes habituelles sont les salmonelles mineures, les shigelles,
Campylobacter, Yersinia, les colibacilles entéro-invasifs et entéro-hémorragiques (et
quelques parasites) [11] [18].

8.3. Diarrhée par production de toxine

Les différentes toxines agissent par des mécanismes différents cependant elles
réalisent sur le plan clinigue un tableau assez univoque marqué par un début tres
brutk2al, des selles profuses et un météorisme abdominal.

Il n’y a pas de douleurs abdominales et peu ou pas de fievre. Ces diarrhées
peuvent prendre un caractére sécrétoire trés marqué (choléra) et la réhydratation doit
étre menée de facon precoce parallelement au débit fecal.

Les aspects cliniques des diarrhées aigués infantiles peuvent également étre
classifiés en fonction de 1’état de déshydratation apprécié sur le pourcentage de perte
de poids ou estimé en fonction de critéres cliniques.

v Diarrhée aigué bénigne : i n’y a pas de signes cliniques de
déshydratation, la perte de poids est nulle ou inférieure a 5 % du poids du corps,
I’enfant n’a pas de vomissements ni de mét€éorisme abdominal.

v' Diarrhée aigué d’intensité moyenne : les signes de déshydratation sont
nets (soif, persistance du pli cutané, perte de poids entre 5 et 8 % du poids du corps),
associés a de la fievre, a une anorexie, a des vomissements, a une diarrhée
iImportante.

v Diarrhée grave : la diarthée est profuse, I’'intolérance gastrique absolue, les
signes de déshydratation marqués (soif, “ faciés toxique ”, état de choc, polypnée
témoignant de I’existence d’une acidose, persistance du pli cutané, sécheresse des
mugqueuses, oligoanurie, parfois troubles de la conscience) ; le météorisme abdominal
est net. La perte de poids dépasse 10 % du poids du corps [5].
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Tableau 2 : Principaux symptémes observés en fonction du mécanisme et de

I’étiologie des diarrhées aigués [5].

Entérite Diarrhée par Diarrhée
virale production de toxine invasive

Fiévre + + +++
Déshydratation +++ ++ +
Choc + - -
Vomissements +++ + +
Selles aqueuses +++ - -
Leucocytes fécaux + - +++

9. Diagnostic

9.1. Analyse seméiologique de la diarrhée
9.1.1. Caracteres des selles : Il faut préciser :
e | a date de début.

e |es caractéristiques des selles :

v" Leur nombre, le volume, la consistance : allant de selles molles a des

selles liquides profuses (syndrome dysentérique dans les mécanismes
entérotoxiniques hypersécreétoires)

v Leur aspect : fécal, acqueux (entérotoxinique hypersécrétoire)
v La présence de sang, de glaires, de pus (processus entéroinvasif) [7].

9.1.2 .Signes associés Il faut préciser ’existence et ’ancienneté de signes
associes:

¢ \/omissements

e Refus de boire
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e Fievre élevée Et préciser les mesures dietétiques et/ou thérapeutiques déja mises en
route (ou non) en particulier I’arrét de 1’alimentation lactée, ainsi que toute prise
medicamenteuse [7].

9.2. Recherche de signes de gravité
9.2.1. Gravité de la déshydratation

Rappels : Evaluation de la perte de poids= poids antérieur récent - Poids
actuel/Poids antérieur.

e Perte de poids <5 % : déshydratation moderée.
e Perte entre 5 et 10 % : apparition des signes cliniques de déshydratation :

v extracellulaire : persistance anormale du pli cutané, hypotonie des globes
oculaires, dépressionde la fontanelle.

v Intracellulaire : soif vive, sécheresse muqueuse, fiévre.

v’ Perte > 10 % : déshydratation grave :

o signes précédents et collapsus périphérique : allongement du temps de
recoloration cutanée, extrémités froides, tachycardie

o puis collapsus central : chute de la tension artérielle

o troubles de la conscience allant jusqu'au coma [7].

9.2.2. Autres signes de gravité

e Nourrisson de moins de 6 mois

e Dénutrition associée (diarrhée aigué sur terrain digestif chronique) [7].
9.3. Recherche étiologique

Les étiologies sont dominées par les Gastro-entérites aigués d’origine
infectieuse

L’identification du micro-organisme causal n’est le plus souvent pas
indispensable, puisqu’il s’agit le plus souvent de virus, dont la guérison est
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spontanée. La recherche virologique a surtout un intérét épidemiologique et doit étre
pratiqué essentiellement en phase épidémique.

En ce qui concemne les diarrhées d’origine bactériennes, il faut retenir comme
indication d’examen bactériologique des selles (coproculture) :

v Une diarrhée sanglante ou purulente
v" Une diarrhée rebelle

v Un contexte épidémique

Les infections extra-digestives ont fréeguemment des manifestations
digestives en particulier une diarrhée chez le nourrisson :

v’ Otite
v Pneumopathie
v" Pyélonéphrite.....

Les causes non infectieuses de diarrhée :

v" Syndrome Hémolytique et Urémique (ou la diarrhée peut précéder I’hémolyse et
I’insuffisance rénale aigu€)
v" Intolérance Protéines du Lait de Vache [7].

10. les particularités de la déshydratation chez ’enfant :

La déshydratation aigué est définie par un déficit hydro électrolytique corporel
d’nstallation rapide.

Plusieurs particularités physiologiques permettent de comprendre la fréquence
et la gravité accrues des déshydratations chez le nourrisson, le retentissement rapide
sur le secteur extracellulaire et notamment vasculaire, avec le risque de choc

hypovolémique.

e Le contenu et la répartition de 1’eau varie avec I’age : plus I’enfant est jeune,
plus il est constitué¢ d’eau et plus cette eau se situe dans les secteurs extra-cellulaires.
Un nouveau-né est constitué de 80 % d’ecau (45 % extracellulaire et 35 % intra-
cellulaire). Vers un an, le nourrisson est constitu¢é de 70 % d’eau (25 %
extracellulaire et 45 % intra-cellulaire).

e Le nourrisson a un cycle de remplacement hydrique beaucoup plus rapide en
raison notamment d’un métabolisme basal plus élevé, et de pertes cutanées plus
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importantes. A la naissance, 25 % de I’eau est recyclée par jour alors que ce chiffre
est de 6 % chez I’adulte. Les besoins hydriques journaliers rapportés au poids sont
ainsi plus importants chez le nourrisson (tableau 3).

e Le pouvoir de concentration urinaire est moindre au cours des premiers mois
de vie.

e Les nourrissons dépendent de leurs parents pour leurs apports hydriques et

I’expression de leur soif est plus difficile a percevorr.

Tableau 3 : Besoins hydrosodés et volume sanguin selon 1’age(1)
(1 gramme de NaCl contient 17 mEq de Na+)

Nouveau-ne | Nnourisso | Petit enfant | Grand enfant
n

3kg —— 10kg — + 20kg | —— 70 kg
Besoins hydriques 100 ml /kg +50mlkg | +20ml/kg
journaliers
Ex :enfant de 29 kg 100*10ml +(50*%10) |+ (20*9)= 1680m|
Besoins sodés 2 a 3mEqNa*/kg
journaliers
Volume sanguins 80ml/kg 75ml/kg 65ml/kg 46-50ml/kg

Rappels physiologiques sur les mouvements transmembranaires de 1’eau et
classification des déshydratations :

Les membranes cellulaires sont perméables a I'eau et a certains solutés
seulement. Le passage d’eau a travers ces membranes dépend de la concentration des
substances dissoutes non diffusibles (responsables de la pression osmotique) de part
et d’autre de ces membranes, I’eau allant vers le milieu le plus osmolaire.

Dans les déshydratations aigués par gastro-entérites, la connaissance de la
natrémie (qui refléte le plus souvent bien I’osmolarité extra-cellulaire) permet de
classer les difféerents types de déshydratations.

1. Le déficit en eau et en sel sont proportionnels : la déshydratation est globale,
Isonatremique, iso-osmolaire.

-37-


http://umvf.omsk-osma.ru/campus-pediatrie/cycle2/poly/3000faq.html#tab1

2. Le déficit en sel est proportionnellement supérieur au déficit en eau : il s'agit
d'une déshydratation a prédominance extracellulaire, hyponatrémique, hypo-
osmolaire.

3. Le déficit en eau est proportionnellement supérieur au déficit en sel : il s'agit
d'une déshydratation a prédominance intracellulaire, hypernatrémique,
hyperosmolaire (moins de 5% des déshydratations du nourrisson) [1].

11 . les signes clinigues propres a la déshydratation extra-intra
cellulaire :

11.1. Etat de choc par hypovolémie (déshydratation importante
du secteur vasculaire)

* Les signes cliniques les plus précoces chez le nourrisson sont :

v' la tachycardie,

v' la polypnée,

v" les signes de vasoconstriction cutanée (teint gris, extrémités froides et
cyanosées, marbrures cutanées et allongement du temps de recoloration
cutanée),

v I’état d’agitation qui précede I’altération de la conscience.

* Les valeurs des fréquences cardiaques et respiratoires doivent étre
interprétées en I’absence de pleurs, et selon la température. L hypotension artérielle
est un signe tardif de choc chez le nourrisson en raison de I'importance de la
vasoconstriction (réponse adrénergique de stress) qui permet longtemps le maintien
de la pression artérielle. La persistance de I’état de choc aboutit a un tableau de
defaillance multiviscérale pouvant évoluer ensuite malgré la correction secondaire du
choc [1].

11 .2. Le diagnostique de déshydratation aigué est clinique

On distingue des signes de déshydratation globale (perte de poids),
extracellulaire et intracellulaire (tableau 4). Le critére « étalon» pour le diagnostic de
déshydratation aigué est en théorie la perte de poids, reflet le plus fiable de la
déshydratation et de son importance. Malheureusement dans la pratique courante, elle

n’est qu’exceptionnellement évaluable de fagcon fiable puisqu’il convient de disposer
d’un poids tres récent (le nourrisson grossit rapidement) mesuré si possible sur la
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méme balance de précision (imprécision de mesure d’une balance a ’autre). De plus,
en cas d’affection chirurgicale avec constitution d’un troisiéme secteur, il peut exister
des signes de déshydratation et de choc hypovolémique sans perte de poids.

Le diagnostic de deshydratation nécessite 1’association de plusieurs signes
cliniques, la sensibilité et la spécificité de chacun étant médiocre. Les premiers signes
cliniques de déshydratation apparaissent pour une perte de poids d’environ 3 %. Ces
signes et la tolérance de la déshydratation dépendent aussi de la rapidité d’installation
du déficit hydrosodé. Les principaux signes de déshydratation sont reportés dans le
tableau II. Le nombre de signes présents augmente avec I'importance de la
déshydratation. La présence de trois ou plus de ces signes représente le meilleur
compromis pour la prédiction d’une déshydratation >=5% [1]

Tableau 4 : Signes cliniques de déshydratation [1].

Extracellulaire Intracellulaire
Cernes oculaire Muqueuses séches et soif
Pli cutané persistant Hypotonie des globes oculaires

Fontanelle déprimée
Absence de larmes lors des pleurs

Fievres
Troubles de conscience

Tachycardie

Polypnée

Marbrures ; temps de recoloration cutané allonge
Tardifs : hypotension artérielle et oligurie
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CHAPITRE
1

LES AGENTS RESPONSABLE A LA

DIARRHEE AIGUE

LEUR CARACTERISTIQUES
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CHAPITRE 1l : LES AGENTS RESPONSABLE A LA DIARRHEE
AIGUE ET LEUR CARACTERISTIQUES (LES BACTERIES) :

Les agents bactériens responsables de diarrhée varient beaucoup selon la
localisation geographique. Les facteurs socio-economiques et les conditions
d'hygiéne jouent un grand réle dans la prévalence des infections bactériennes[8].

1-caractéristiqgues de Closridium difficile [9] :

Habitat :

Elle est présente dans I’environnement naturel, I'intestin de I"homme
ainsi que celui de nombreuses especes animales.

-Chez ’homme, le taux de colonisation varie selon I’age : (20 a 70) %
des enfants sains de moins de 1 an.

-Ainsi, on le retrouve dans I’environnement des malades (sols des
chambres des hopitaux, vétements, poignées des portes, les robinets, les
toilettes).

Caracteres bactériologique :
- Clostridium difficile est un bacille a gram positif, anaérobie strict,

donnant les spores ovales sub terminales déformantes.
- mobile grace a une ciliature péritriche.

- Chez quelques souches, des fimbriae on capsule ont été mis en
évidence, mais leurs réles dans la pathogénicité restent discutes.

Caracteres culturaux
- L’incubation se fait a 37 °C en atmosphere anaérobie.

- Dans un bouillon constitu¢é de peptone d’extraits de levure et du
glucose (bouillon PGY ou TGY) un trouble homogene est obtenu en 24
heures avec un sédiment abondant.

- Sur geélose au sang, les colonies sont circulaires, plates ou légerement
bombées, opaques, grisatre, ou blanchatres sans zones d’hémolyse [20].
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caracteres biochimigues

-Métabolisme protéique : pas déshydrations du lait, hydrolyse de la
gélatine.

-Nitrate réductase (-), uréase (-). -Meétabolisme glucidique
fermentation du glucose, du fructose, du mannitol, et du mannose .
Pouvoir pathogene

-Clostridium difficile est responsable des diarrhées se manifestant apres une
antibiothérapie (diarrhées post-antibiothérapie ) [21].

2-Caracteristigues de Campylobacter jejuni

Habitat
-Campylobacter jejuni sont des germes pathogenes dont on note la présence
dans les intestins et de I’homme. L.’eau peut étre un vecteur de contamination.

Caracteresbactériologique :

-C. jejuni est un bacille & Gram négatif, fin, incurvé et de forme spiralée ; Cette
bactérie présente généralement une ondulation qui lui donne un aspect en
virgule ou en « S » et quelquefois en hélice pour les plus longues

-Elle est asporulée et posséde un ou deux flagelles polaires de taille variable

-lIs lui conférent une grande mobilité

-qui est importante dans le phénomene de colonisation du tractus intestinal. La
présence d’une capsule a été démontrée, celle-ci aurait des conséquences sur la
virulence et la variabilité antigéenique de C. jejuni

Caracteresculturaux :

-Campylobacter jejuni peut étre cultivé sur un milieu sélectif particulier
"CAMP" a42°C

- Campylobacter jejuni préfere les conditions microaérophiles (elle privilégie
les atmospheres pauvres en dioxygene) et capnophile, nécessitant une
atmosphere de croissance aux proportions suivantes : 5% O2 (dioxygene),
10 % CO2 (dioxyde de carbone) et 85 % N2 (diazote).

- Elle se multiplie entre 30 °C et 47 °C avec une température optimale de
croissance a 42 °C. Elle est dite thermotolérante
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caracteresbiochimiques :

-Croissance a 25 °C(-) ; Croissance a 35—37 °C (-) Croissance a 42 °C (+)
-reduction de nitrates (+) ; teste a catalase (+) et oxydase (+)

- Croissance sur agar de MacConkey(+) ; mobiité (+)

- Consommation de glucose(-) ; Hydrolyse de I'hippurate (+) ; Résistance a
I'acide nalidixique (-)

- Resistance a la céphalothine(+) .

Pouvoir pathogene :
-cause la gastro-entérite, dont le symptdme le plus courant est une diarrhée

C. jejuni possédent le géne de la toxine cytolétale distendante

3-Caractéristique E.coli [9].

Habitat
- E.coli est un germe habituel de la flore intestinale de tous les animaux, y compris
les humains .
- C’est un commensal de I'intestin, il représente 80 % de la flore intestinale aérobie.
- La présence d ’E.coli dans le milieu environnant ou dans les aliments est signe d’une
contamination fécale, mais pas obligatoirement une contamination humaine : tous les
animaux a sang chaud abritent Escherichia coli[22].
Caracteres bactériologique :
- bacilless a gram négatif, aérobie, soit mobiles par ciliature péri triche, soit
immobiles, parfois capsulé [23].
Caracteresculturaux :
- se developpe en 24 heures a 37°C, sur les milieux en donnant des colonies rondes,
lisses, a bord réguliers de 2 a 3 mm de diametre, non pigmenteées.
- Sur milieux lactoses, les colonies sont généralement lactose positif.
- Sur gélose au sang peuvent étre hémolytiques.
Caracters biochimique :
- Indoles (+) (exception). - ONPG (+) (exception).
- Mannitol (+)
Pouvoire pathogene :
- Infection extra intestinales urinaire, abdominales.
- Méningites néonatales
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- Infections intestinales : les entérites (diarrhée aigue) présentant des différents
syndromes cliniqgues (syndrome coliques et dysentériques) due a des Escherichia coli
différents de sérotypes particuliers [23]

TABLEAU 5 : Caractéristique des 5 variétés d 'E.Coli responsable de diarrhée
[10].

Virulence
Genre Syndromes cliniques Adhésions aux
entérocytes

Toxines

ECET Diarrhée liquide profuse | Adhésion aux sommets Entérotoxines
des microvillosités des
entérocytes de lintestin
gréle

ECEP Diarrhée infantiles aigue Adhésion et destruction Verotoxine ou
des microvillosités des Shighalike toxine
entérocytes de lintestin

gréle
ECEH Diarrhée sanglante, colite | Invasion et multiplication Verotoxine ou
hémorragique dans les microvillosités Shighalike_toxine
des entérocytes de colon

ECEI Dysenterie Invasion et multiplication Toxines
dans les entérocytes du dysentérique
colon préférentiellement

ECEA Diarrhée infantiles aigue Non déterminé Non déterminé

4-Caractéristiques de Salmonelle

Habitat
-On trouve donc les bactéries sur le sol, dans la nourriture, I'eau et tout ce qui a
été contaminé par des selles infectées
Caracteres bactériologique :
Cesont des bacilles a Gram négatif
-mobiles dans toutes les directions grace a des flagelles.
- Elles sont aéroanaérobies facultatifs

Caractéresculturaux :

Température optimale 35-37°C

- Milieux liquides : aprés un temps d’incubation de 18- 24h : trouble homogene.

- Milieux solides : Apres 24 H Hektoen : Colonies de 2 a 4 mm de diamétre couleur
verte (couleur du milieu) avec ou sans centre noir.
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-Milieu XLD agar: (Xylose Lysine (XL) agar + thiosulfate de sodium + citrate d °
ammonium ferreux + desoxycholate de sodium) : Colonies noires révelent la
production d’H2S.

- Milieu DCLS : (Lact-sacch) Colonies incolores, legerement rosé de 0,5-2 mm de
diametre.

-Milieu SS : les colonies apparaissent incolore (Lactose négatif) a centre noir
(production d’H2S)

Caracters biochimique :

Ce sont des entérobactéries bacilles a Gram négatifs mobiles pour la plupart (ciliature
péritriche), mais certaines sont immobiles,

- aéro-anaérobies facultatifs, oxydase( -), nitrate réductase( +), fermentative du
glucose, lactose(-), H2S (+ ) ;uréase (-), lysine décarboxylase (+)

-utilisant la voie des acides mixtes, indole(-)

-ne possédant pas la béta-galactosidase,

Pouvoire pathogene :

-Toxi-infections alimentaires ou salmonelloses

-Fiévres typhoides et paratyphoides

5- Caractéristiques de Shigelle:

Habitat

Ne font partie d'aucune flore commensale chez I'étre humain, elles sont toutes

pathogenes et specifiques du tube digestif éliminées par les selles.

- dispersées dans les sols et les eaux ou elles ne survivent que peu de temps

Caracteresbactéeriologique :

Ce sont des bacilles Gram négatifs, immobiles ; dépourvus de spores.

Groupement : Variable, ils se présentent isolés, en diplobacilles et parfois méme en

chainettes.

Caracteres culturaux :

- milieu basique convient pour la mise en culture tel que la gélose ordinaire ou bien

une GTS

Caracteres biochimique :

-absence d'uréase, de desaminase et de lysine décarboxylase ;

-absence de production de H2S et d'acétone ;

-pas d'utilisation du citrate comme seule source de carbone sur milieu citrate de

Simmons ;

-immobiles ; Les caractéres ONPG, mannitol, indole et ODC varient selon les
biotype
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Pouvoire pathogene :
Responsables des Shigelloses (infections intestinales spécifiquement humaines)
-sont egalement responsables de diarrhées aigiies

6-Caractéristiques de Yersinia :

Habitat

-Ce sont des bactéries de I'environnement, présentes dans l'eau, les sols et sur les
Vegetaux.

-Elles se retrouvent également sur les animaux malades ou porteurs sains mais
également chez I'homme

Caracteres bactériologique :

Sont des bacilles Gram negatifs, immobiles, dépourvus de spores et de capsules.
Groupement : Variable, lls se présentent isolés, en diplobacilles et en chainette
Caractéresculturaux :

-Sur gelose ordinaire apres 24 heures d'incubation a 37°C, l'espece présente des
colonies de petites tailles (moins de 1 mm de diameétre) réguliéres, lisses et brillantes,
de type Smooth ; transparentes ou translucides.

-Elles n'évoquent des colonies d'entérobactéries qu'apres 36 a 48 heures d'incubation.
Condition de culture :

-Elles possedent une température optimale de croissance entre 28 et 37 °C. Leur
isolement dans un échantillon polymicrobien est facilité a 28°C car les autres
entérobactéries ont une température optimale de croissance de 37°C.

-Ce sont des bactéries psychrotrophe, elles peuvent donc se multiplier a 4°C.

- Elles peuvent donc étre a l'origine de toxi-infections alimentaires a partir de denrées
réfrigérées.

Caracteresbiochimique :

Absence de fermentation de lactose, absence de gaz lors de la fermentation
du glucose.

-Absence d'utilisation du citrate comme seule source de carbone sur milieu citrate-
Simmons

-Absence de désaminase (sauf Yesiniamassiliensis), de lysine-décarboxylase et de
production de H2S ;En revanche il y a fermentation constante du mannitol avec un
test ONPG positif,

Pouvoire pathogene :

Ce genre comporte plusieurs especes responsables de yersinioses parmi les
quelles Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis et Yersinia enterocolitica
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- mais Y.pseudotuberculosis responsable d'infections intestinales caractérisées par des
diarrhées et /ou douleures abdominales et / ou fievre

7- caractéristigue de Vibrio cholera :

Habitat :
-La bactérie Vibrio cholera vit dans I’eau et a une grande capacité de survie
environnementale .
- Elle tolére tres bien la salinité mais ne se trouve pas vraiment en mer plutét dans les
estuaires ; les rivieres et les nappes phréatiques et toutes les sources d’eau
contaminées par des déjections humaines
-La sueur ; riche en vibrions ;joue un réle important dans les contaminations inter-
humaines surtout en zone tropicale séche
Caracteres bactériologique :
-Peu incurvé ; tres mobiles par ciliature ; monotriche ; mobilité en bac de poisson.
Caractéres culturaux
-Culture sur milieux usuels mais le vibrion tolere des ph tres élevés ; d’ou I’emploi
d’une eau peptonée alcaline (ph 8.5) et hypersalée (halotolérance) (Nacl 3 %) qui
permet I’enrichissement du germe a partir des selles et inhiber la plupart des autres
bactéries non halotolérantes
-Milieu sélectif : milieu TCBS et milieu alcalins
Caractéres biochimique :
-Glucose positive ; nitrate réductase + : oxydase + ; sensible au composé 0129
Pouvoir pathogene :
-Prototype du mécanisme du a une enterotoxine
-La diarrhée profuse

8- caractéristigue de Klebsilapnumoniae :

Habitat :

-Tube digestif de '’homme et des animaux a sang chaud : peut se trouver dans I’eau,
le sol et la poussiére

Caracteres bactériologique :

-Ce sont des bacilles a gram négatif, immobiles et capsulés.

Caracteres culturaux :

-Sur les milieux classiques d’isolement pour les entérobactéries (Drigalski, EMB,
Hektoen, Mac Conkey), les colonies de Klebsiella pneumoniae sont lactoses
positives, bombeées, muqueuses, parfois filantes a I’anse de platine

-D’un diamétre de 3 a4 mm en 18 a 24 heures a 37C o
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-En milieu liquide (bouillon nutritif, eau péptonée), la culture est rapide (quelgues
heures) a 30 o et 37 o C pour Klebsiella pneumoniae avec parfois dép6t muqueux et
collerette visqueuse en surface. A 10 Co

-Croissent a 44 o C en bouillon lactosé bilie vert brillant et plus de 80 % en
fermentant le lactose avec production de gaz

Caracteres biochimique :

-Fermentation des sucres : glucose+

-Réduction des nitrates en nitrites : NO3+

-Métabolisme du tryptophane en indole : ind -ONPG+ ;ornithine décarboxylase :
ODC- ;H2S-urease+ ; TDA - ; VP+ (réaction de VVoges-Proskauer)

Pouvoir pathogene :

- Germe opportuniste impliqué dans des infections nosocomiales, généralement des
infections urinaires, des pneumopathies et des septicémies.
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CHAPITRE Il :TRAITEMENT ET PROPHYLAXIE DES
DIARRHEES AIGUES

1. le Principe :

Le diagnostic étiologique de la diarrhée par des examens au laboratoire ne peut
étre fait couramment, et il est également impossible sur les seules manifestations
cliniques. Les traitements du diarrhéique doit donc étre basé sur les principaux
caractéristiques de la maladie et la compréhension de la pathogénie sous-jacente [10].

L es principes essentiels du traitement sont les suivants:

* une diarrhée aqueuse quelle qu’en soit I’étiologie, exige le remplacement des

liguides et des électrolytes perdus.
* Talimentation doit étre poursuivi, dans toutes la mesure du possible, dans
tous les types de diarrhée, et augmentée pendant la convalescence afin d’éviter tout

effet néfaste sur I’ état nutritionnel

* les antibiotiques et les antiparasitaires ne doivent pas étre systématiquement
utilisés ; la plupart des épisodes diarrhéiques, y compris lorsqu’ils sont graves et
accompagnés de fievre, ne répondent pas a un tel traitement. Les exceptions sont :

v" la dysenterie, doit étre traité par un antibiotique actif sur Shigella; quand
aux quelgues malades qui ne répondent pas a ce traitement, une amibiase éventuelle
doit étre rechercheée et traité

v" la suspicion de cholera avec déshydratation grave

v" lorsque des trophozoites ou des kystes de Giardia, ou lorsque des
bactéries entero-pathogenes sont mises en evidence dans les selles par des examens
appropries.

* Le but recherché dans le traitement d”une déshydratation due a la diarrhée est
de corriger rapidement les déficits hydro-électrolytiques (c’est ce qu’on appelle «
thérapie de réhydratation») puis de remplacer les pertes au fur et & mesure qu’elles
surviennent jusqu’a cessation de la diarrhée (c’est le «traitement d’entretien»). Elles
peuvent étre remplacées par voie orale ou intraveineuse.

2.TRO :

Le principe de la TRO (la thérapie par réhydratation orale) est que 1’absorption
intestinale du sodium (et, de ce fait, des autres €lectrolytes et I’eau) est favorisée par
I’absorption active de certaines molécules alimentaires comme le glucose ou les
acides aminés. Par chance, ce processus se produit normalement pendant une diarrhée
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seécretoire alors que d’autres voies d’absorption intestinale du sodium sont altérées.
Ainsi si les maladies atteintes de diarrhée sécrétoire boivent une solution salée
isotonique ne contenant ni glucose ni acides aminés, le sodium n’est pas absorbé et le
liquide demeure dans [Dintestin, augmentant en définitive le volume de selles
émissent par le malade. A I'inverse, lorsqu’on administre une solution équilibré
isotonique de glucose et de sels, une absorption de sodium lié au glucose se produit et
s’accompagne de I’absorption d’eau et d’autres électrolytes.

Ce processus peut corriger les déficits hydro-électrolytiques et compenser,
chez la plupart des sujets atteints de diarrhée sécrétoire, des pertes fécales ultérieures,
quelque soit la cause de la diarrhée ou I’age du patient [10].

3. Solution de SRO :

La solution de SRO a été utilisée pour traiter des millions de cas de diarrhée
de toutes ¢étiologies chez des malades de tous les Aages, et s’est révélée
remarquablement efficace et exempte de danger. Néanmoins étant donné que les
concentrations d’électrolytes dans les selles varient selon les types de diarrhée et
I’age des patients, les médecins hésitent parfois a utiliser qu’une seule solution de
SRO dans les toutes situations cliniques. Les selles des cholériques contiennent des
quantités relativement élevees de sodium, de potassium et de bicarbonate. Chez les
enfants atteints de diarrhée aigue non cholérique, les concentrations de sodium, de
bicarbonate et de chlorure dans les selles sont plus faible bien que trés variables. Un
enfant atteint de déshydratation due a une diarrhée présente un déficit en sodium et en
eau. Dans les cas de déshydratation sévére, on a pu estimer que le déficit en sodium
était de 70-110 mmol pour chaque litre d’eau perdu. La concentration de sodium de
90 mmol/L dans la solution de SRO se trouve comprise dans ces limites et convient
par conséquence au traitement de la déshydratation. Au cours de la phase d’entretien
toutefois, lorsqu’on utilise les SRO pour remplacer les pertes continues d’eau et
d’¢électrolytes dans les selles, la concentration de sodium excrétée dans les selles est
en moyenne de 50 mmol/L. Si une solution spéciale contenant 50mmol/L de sodium
peut corriger ces pertes, le méme résultat peut étre obtenu en administrant la solution
standard de SRO, accompagné d’un apport normal d’eau ou de lait maternel. Cette
méthode permet d’abaisser la concentration moyenne de sodium ingérée a un niveau
ou elle est sans danger et efficace ; tout excédant modérer de sodium et d’eau étant
excreté dans les urines. Cela est particulierement important chez les jeunes
nourrissons dont la fonction rénale n’a pas atteint son maximum. Une autre solution,
plus ek2fficace et de moindre osmolarité (avec concentrations réduites de sodium et
glucose, associ¢ avec moins de vomissements moins d’émissions de selles, et un
besoin réduit de perfusions intraveineuses en comparaison avec des solutions de
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réhydratation orales standard) a été développée pour un usage global. La solution de
réhydratation orale hypotonique de I’OMS est aussi recommandée pour traiter les
enfants atteints de choléra [10].

4 . Prophylaxie :

La prophylaxie repose sur des actions touchant a la démographie, aux
conditions socioéconomiques, I’environnement culturel, la lutte contre la
malnutrition, le mode d’alimentation (allaitement maternel), la contamination de
I’eau et des aliments et les possibilités de défenses immunitaires du sujet. Pour les
enfants vivant en collectivités se pose essentiellement le probleme de la transmission
de germes pathogénes par les aliments, le matériel, le personnel soignant et les
porteurs sains asymptomatiques. L’isolement des sujets infectant, le respect des
régles d’hygiene (désinfection, lavage des mains, blouses de protection), I’éviction
des porteurs asymptomatiques, sont des mesures fondamentales lors d’une épidémie.
Les antibiotiqgues a visée préventive sont inefficaces pour les sujets non encore
infectés et pour les porteurs asymptomatiques [5].

5. Diététique :

La nécessité¢ d’une alimentation précoce, voire tres précoce 4 heures apres le
début de la réhydratation, n’est plus a discuter : elle maintient ou améliore I’état
nutritionnel sans aggraver le syndrome diarrhéique. Les conclusions des études
récentes et les recommandations actuelles peuvent étre résumees de la fagon suivante.

v' Pour les enfants atteints de diarrhée aigué modérée ou bénigne en
Europe, une réintroduction rapide de I’alimentation avec le lait habituel de I’enfant,
non dilué, doit étre proposée deés la 3eme ou 4éme heure de la réhydratation avec une
SRO, tout en poursuivant celle-ci. Si I'enfant est nourri au sein, 1’allaitement
maternel sera maintenu pendant toute la durée de I’épisode diarrhéique.

v Il n’y a pas plus de complications et de rechutes chez les enfants avec
déshydratation modérée ou absente qui recoivent immédiatement un lait non dilué
que chez eux a qui une réintroduction progressive est proposée. L'utilisation de
formules pauvres en lactose n'est justifiée que si I'enfant recoit une alimentation
lactée exclusive et n'a pas d'aliments solides riches en pectine[s].

6. Médik2caments * anti-diarrhéiques ” :

Pour diminuer le volume de I’excrétion fécale ou augmenter sa consistance de
nombreux médicaments ont €té proposés. Les dérivés de I'épméphrine et de la
norépinéphrine (lidamidine, clonidine) la chlorpromazine, et les derivés de
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I’indomethacine sont contrindiqués en raison de leurs effets secondaires. Les produits
dérivés de la somatostatine (octreotide) sont efficaces sur le contrdle de la sécrétion
intestinale, cependant aprés I’administration d'une dose de charge ils nécessitent une
administration réguliere par voie sous-cutanée.

L’acetorphan a fait ’objet d’études contrdlées chez I’enfant et son activité
antisécrétoire semble certaine par diminution du nombre et du volume des selles. Les
médicaments inhibiteurs de la motricité intestinale comme le loperamide ne doivent
plus étre prescrits comme le recommande I’OMS, en raison de leur inutilit¢. Un autre
groupe de médications est constitué par les substances qui visent a épaissir les selles
soit en absorbant ’eau contenue dans la selle, soit en renforgant sa consistance par
effet de liant ou d’hyperviscosité. L’efficacit¢ de produits a base de caroube, de
pectine, de kaolin ou de gel d’alumine n’a jamais ét€ prouvée. Les silicates et argiles
naturelles comme la diosmectite sont largement utilisés. L’OMS déconseille leur
utilisation, leur efficacit¢é n’ayant pas ét€¢ prouvée dans les diarrhées aqueuses ou

sécrétoires.

v" Une place particuliére doit étre faite pour les probiotiques et modulateurs de la
flore. Certaines études ont montré qu’ils diminuaient la fréquence des diarrhées
associées a Iantibiothérapie et de certaines diarrhées infecticuses. Enfin ils
amélioraient 1’évolution des colites pseudo-membraneuses associées a Clostridium
difficile. Leur intérét reste toujours a évaluer au cours des diarrhées d’origine virale

[5].

7. Antibiotiques :

L’utilisation des antibiotiques dans le traitement des diarrhées infecticuses de
nourrisson ne doit pas étre systématique en raison de 4 arguments principaux|[5]:

1) dans les pays occidentaux les étiologies virales sont 3 fois plus fréquentes
que les étiologies bactériennes

2) pour de nombreuses infections bactériennes, 1’effet des antibiotiques n’a
pas été prouvé comme étant bénéfique

3) le nombre de résistances et de portages asymptomatiques développés aprés
les traitements antibiotiques n’est pas négligeable
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4) le délai nécessaire pour obtenir des résultats concernant I’isolation d’un
germe par culture de selles et I’étude de sa sensibilit¢ aux antibiotiques est le plus
souvent supérieur a la durée de I’épisode diarrhéique.

Indications indiscutables de I’antibiothérapie :

Les shigelloses sont la seule cause de diarrhées bactériennes pour lesquelles
’antibiothérapie raccourcit I’évolution de la maladie et permet I éradication
définitive du germe (20,27). Le choix en premiére intention repose sur le
cotrimoxazole (50 mg/kg/j) ou I’ampicilline (100 mg/kg/j). Dans les cas, rares en
Europe, d’épidémies a germes multirésistants, les quinolones (Ciprofloxacine a la
dose de 20 mg/kg/j) peuvent étre utilisées sur un traitement court de 5 jours. Il est
probable que le traitement par une dose unique soit bientdt validé pour certaines
souches particulieres.

Pour le vibrion cholérique il faut insister sur le fait que sur le plan individuel
c’est la réhydratation par voie orale qui est le seul traitement susceptible de réduire
I’hypersécrétion intestinale et de corriger les troubles hydro-électrolytiques (20,27).
L’indication de I’antibiothérapie n’est justifié¢e qu’en situation d’épidémie au sein de
collectivités car si elle réduit peu la durée de la diarrhée, elle diminue surtout la durée
du portage et donc le risque de contamination. La tétracycline (50mg/kg/j) ou le
cotrimoxazole a la méme dose sont les indications de premiere intention. Cependant
les résistances sont fréquentes et Dantibiogramme est indispensable ; I’acide
nalidixique ou les fluoroquinolones répondent a ces situations.

Si un épisode de diarrhée aigué est formellement rapporté a une infection a
Giardia intestinalis une antibiothérapie par metronidazole (25 mg/kg/j) ou par
tinidazole (25-50 mg/kg en une dose) est justifiée.

Situations pour lesquelles ’antibiothérapie est discutée :

Pour les infections a Campylobacter jejuni : le traitement n’est indiqué que
dans les formes trés seéveres et chez les enfants immunodéficients. Cependant,
I’erythrocine (40-50 mg/kg/j) administrée trés tdt peut raccourcir la durée de la
diarrhée, diminuer les symptomes et favoriser 1’éradication. La durée du traitement
doit étre de 5 a 7 jours. Les infections a Salmonelles, quels que soient leurs types, ne
nécessitent aucun traitement antibiotique si elles sont de résolution rapide et de
symptomatologie limitée au tube digestif (diarrhée glairosanglante). Les traitements
systématiques entrainent un taux élevé de rechute et le risque d’induction de
résistance. Les salmonelloses séveres avec colite invasive intense, fievre tres élevée,
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manifestations systémiques et parfois tableau d’angiocholite doivent bénéficier d’une
antibiothérapie : ceftriaxone (50 mg/kg/j), cefotaxime (100 mg/kg/j) amoxicilline (50
a 75 mg/kg/j) en premi€re intention ; si aprés 72 heures aucune amélioration n’est
notee on utilisera la ciprofloxacine a la dose de 20 mg/kg/j pendant 5 jours.

Les tableaux cliniques réalisés par les différentes souches d’Eschérichia coli
dues a des mécanismes infectieux spécifiques pour chacune ne permettent pas de
généraliser les indications de I’antibiothérapie. Sil ‘évolution de la symptomatologie
n’excéde pas 3 jours et si la tolérance clinique est bonne il vaut mieux privilégier
’abstention thérapeutique. Pour des situations individuelles préoccupantes c’est le
cotrimoxazole (50 mg/kg/j) qui reste le médicament de choix. Deux indications
spécifiques sont représentées par les formes dysentériques dues a EIEC et les
infections @ EHEC ou le cotrimoxazole donné trés précocement pourraient prévenir la
survenue d’un syndrome hémolytique et urémique ; par contre, commencé plus
tardivement lorsque cette complication est patente il aurait plus d’effet nocif que
favorable.

Les formes chroniques de diarrhées et les tableaux pseudo-appendiculaires dus
aux yersinioses font habituellement partie des indications d’un traitement par
cotrimoxazole.

Les diarrhées associées a la présence de Clostridium Difficile doivent d’abord
bénéficier de I'arrét de I'antibiothérapie qui est le plus souvent la cause de son
émergence. L’utilisation de Saccharomyces boulardii dans ces situations ayant éte
prouvée comme efficace. Ce ne sont que les formes majeures de colite
pseudomembraneuses associees au Clostridium, et prouvees par endoscopie, qui
justifient le traitement par vancomycine (20 mg/kg/j) ou metronidazole (25-30

ma/kg/j) [5].
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Etudes cliniques au laboratoire

1. Protocol :

Notre études et réalisent au niveau de laboratoire microbiologie de
I’hopital Khemis Miliana Wilaya de Ain-defla sur différents échantillons
de selle des nourrissons.

_Examen microbiologique des selles (coproculture)

La coproculture est une ¢tape de I’examen microbiologique des selles. Elle
correspond a I’ensemencement de milieux généralement sélectifs pour isoler puis
identifier 1’agent infectieux [25].

Contextes :

Il existe principalement 4 contextes justifiant un examen microbiologique des
selles :

1. Déterminer I’étiologie d’une diarrhée

2. Détecter les porteurs sains de bactéries entéropathogenes. Cet examen a
longtemps été pratiqué systématiqguement pour le personnel des services de
restauration et de I’industrie agro-alimentaire. Désormais, il semble se limiter a des
contextes particuliers (personnel de retour de voyage par exemple)

3.  Détecter les porteurs asymptomatiques de bactéries multirésistantes aux
antibiotiques a 1’hdpital.

4, Surveiller les flores de certains sujets immunodéprimés comme les
patients aplasiques des services d’onco-hématologie. En raison de leur pathologie,
ces patients subissent une décontamination digestive afin de réduire quantitativement
une partie de leur flore intestinale. Ainsi cette coproculture quantitative sert a vérifier
que I’ objectif est atteint [25].

2. Déterminer I’étiologie d’une diarrhée

Pour des raisons d’efficacit¢ et de cout, le laboratoire ne recherche pas
systématiquement la totalité des agents susceptibles d’étre entéropathogenes[25]. Par
conséquent, il est nécessaire d’organiser les investigations en fonction du contexte

clinique et epidémiologique :

v’ type de diarrhée : inflammatoire ou hydrique ;
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symptomes associés : douleurs abdominales, vomissements, sang dans les

selles, fievre, altération de I’état général

age du malade ;

immunodépression ;

AN NI NI NI

autres cas dans I’entourage

=

origine géographique ou la notion de voyage récent ;
antibiothérapie récente ;

Selles molles ou liquides

NON

Prescription explicite du médecin

Coproculture standard

Elle comporte ;quel
contexte clinique ; la
systématique des M.O
fréquants :

Salmonelle

Shigella

Campylobacter

Yersinia (chez  les enfant et
I'adulte de moins de 20 ans)

que soit e
recherche
le plus

b
ﬁ Oui

AN

Recherche complémentaires
Les autres pathogens ne sont recherchés que certains
circonstanes :
Chez les enfants de moins de 2 ans; on recherche les
rotavirus ;norovirus ;adenovirus ; ett le EPEC.

La notion de voyagerécent en  «payes
tropical »elargit la liste des pathogens recherché :

viorio spp EIEC .aeromonas  spp ;proteus
shigelloides ; parasites(Entamoeba histolyitica)
Lors de diarrhées consécutives a un traitement

antibiotique ; on recherchera Clostridium difficile ainsi
que les toxines secretées par cette especes .En fonction
des resultats de I’examan microscopique des selles
d’autres especes peuvent etre recherchées (K oxyota.S
aureus..)

En cas de diarrhées sanglantes; on recherchera
systimatiqguement en plus de shigella les EHEC

Dans un contexte de TIAC; on peut recherche la
précence d’enterotoxine de staphylococcus
aureus ;clostridium perfengens au bacillus cereus

Chez les sujets tres immunodéprimés(sida) recherche
cryptosoridium ;lsospora et autres coccidies

Figure 1 : Les types de la coproculture
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3. Prélevement des selles :

Le prélevement s’effectue de préférence au laboratoire. Le patient transfere
I’équivalent d’une noix de selles, a 1’aide d’une spatule ou d’un flacon-cuillere, dans
un pot stérile en privilégiant les €éléments glaireux, sanglants ou d’aspect atypique
[25].

Figure 2 : Recueil des selles
Chez le nourrisson et le petit enfant, on peut réaliser un écouvillonnage rectal.

Afin d’éviter la dessiccation et la prolifération des bactéries et levures
commensale, il faut analyser les selles dans les 2 heures qui suivent leur recueil.
Sinon on peut les conserver 12 h maximum a 4°C

Au-dela de ce délai, un systeme de transport comme le dispositif COPAN fecal swab
est nécessaire. Il est composé d’un écouvillon et d’un milieu de transport Cary-Blair
(milieu contenant du thioglycolate de sodium et un tampon phosphate) [26].

i
]

Figure 3 : Dispositif COPAN fécal swab
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Différent temps de I’analyses :
Les différentes étapes de I’analyse sont les suivantes :

v’ Examen macroscopique des selles
v Examen microscopiques des selles

v" Coproculture = mise en culture des selles
v" Eventuellement utilisation de tests rapides :
« mise en évidence de certains agents infectieux ou de leur toxine par des
méthodes immunochromatographgiues ou immunoenzymatigues
« mise en évidence de genes présents seulement présents chez certains
microorganismes pathogenes.
v' Etude de la sensibilité aux antibiotiques pour certaines espéces ou selon le
contexte

3.1.Examen macroscopigue des selles

On notera la consistance (liquides, molles, moulées), la présence de glaires, de
pus et de sang.

3.2.Examens microscopiques des selles

Etat frais

Faire une suspension homogene de la selle dans I’eau physiologique et
examiner entre lame et lamelle & I’objectif X40. A ce propos, la dilution doit étre
suffisante pour apprecier la mobilité des bactéries mais pas trop forte sinon les
recherches sont plus longues.

Ensuite, prélever si possible dans une zone muco-purulente ou sanglante.
Il permet :

v la recherche des leucocytes fécaux.

Leur présence témoigne d’une inflammation du tube digestif et
oriente vers une infection a microorganismes invasifs
(Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter) . En revanche,
on n’en trouve pas dans le cas de diarrhées a microorganismes
entérotoxigues ou a virus.
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v' de repérer des Vibrio et des Campylobacter grace a leur mobilité par
ciliature polaire en « vol de moucheron »
v" de rechercher les hématies, les levures.

3.3.Frottis des selles coloré au Gram

Premiérement, il s’agit d’apprécier I’équilibre de la flore en déterminant les %
de bactéries Gram + et Gram -. En regle générale, les Gram + représentent entre 20 et
30% et les Gram — entre 70 et 80%. Ces pourcentages sont en partie liés aux

habitudes alimentaires.
En revanche, un fort déséquilibre (> 90%) correspond trés souvent a la

colonisation par un microorganisme pathogene.

A noter que la description précise des bactéries observées est seulement utile s’il
y a un fort déséquilibre de la flore.

Enfin, cet examen permet également de rechercher des bactéries présentant une
morphologie particuliére tels les Campylobacter.

Figure 4 : Frottis de selles apres coloration de Gram (X1000)
© Pascal Fraperie
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4. Coproculture[26].

La coproculture correspond a I’ensemencement de milieux généralement
sélectifs pour isoler puis identifier I’agent infectieux. De plus en plus nombreux, les
milieux chromogeénes sélectifs de derniere génération ont grandement facilité le
reperage des agents infectieux présents au sein d’une flore commensale riche et
variee.

A noter que pour certains germes la recherche se fait aprés une phase
d’enrichissement.

Apport de la biologie moléculaire au diagnostique des infections intestinales :

La recherche de microorganismes entéropathogenes par PCR multiplex est en
plein essor. Elle présente de multiples avantages par rapport a la recherche par
coproculture :

v Une meilleure sensibilité
v" Un rendu des résultats plus rapide : 2h au lieu de 48h/72h
v" Un temps technicien bien plus faible

Son principal inconvénient actuellement est son codi.

Les laboratoires qui utilisent ces méthodes ont considérablement réduit le
nombre des selles mises en culture. En effet la mise en culture se limitent aux selles
pour lesquelles les tests moléculaires sont positifs. En outre seuls les milieux
correspondants au pathogene détecté sont ensemences [26].
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5. Coproculture standard :

Jour 1
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Covgsuune: (molc. moulin, ——=
Iquide) — = =T - echercre de leucooyies, hémales kevues, bacidnes 3
NCize 8 présznie 52 glaiczs, de | mohitt panzader
pincudnzatg ST | myuiites Gram=sGran de b bore, mopruioges
sacdees
v
Cultures
l l i v l
//4—\\ /—\\_\‘
\ 3
| BCP Yersinia |
\ / : A o >
> - N
~ £ =
37°C 24h 37°C 24 h 37°C 24h 30°C 2448 h 37°C48h
Microaérobie
Jour 2 l l l
v
EPEC Salmonela -Shigella Salmonells Yersinia Campylfobacter
:'Jhs:%rvmi::n de la flare Toul chtanc B / ) Coiinmpeiten S colonies sespecars |
aerobee de culture sur 5 coknies suspicies { \ Ex. MOosiopnuss
facile . Chromo J Cxyrdare
Siursase — . 8 ¥ Coledosos «
l 37°C 24 ! -
i _ Lalene dmenhncatoan Lalene d acthcatan
G = c=lon
ey WREESE T
Jour 3
! v
donmfcation Cok i denfication domNcation
Antbiogramme NieS SLIPICIES Arstbiogramme Astbiogramme
Seclypeaps l Factoaos
31 Samonels cu SAjpeNs Y encarccoftica
Galeriz Jdenkfwsion
AP 27 +BCP)
Jour 4 doniication
Antibogrammes
Seclypags
1 Bakonals

Figure 5 : protocole de la coproculture standard

5.1. Recherche des Salmonella et Shigella

Premier jour

5.1.1.Ensemencer un milieu d’enrichissement en Salmonella

Pour commencer, notons qu’il n’existe pas de milieu d’enrichissement

en Shigella

Compte tenu que les Salmonella sont souvent en petite quantité dans les selles,
on ensemence des le premier jour, un milieu d’enrichissement. C’est un milieu
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selectif liquide dans lequel les Salmonella se multiplient plus rapidement que les
microorganismes commensaux du fait de la présence d’agents inhibiteurs [26].

On peut utiliser I’'un des milieux suivants :

v' Rappaport (chlorure de magnésium a 30 g/L, vert de malachite, pH a 5.5) a
incuber a 37°C pendant 24h ;

v’ Rappaport -VASSILIADIS a teneur réduite en vert malachite et a incuber a
41°C pendant 24h ;

v' Milieu au sélénite de sodium, 3 & 6 heures a 37 °C ;
v Muller Kauffman (vert brillant) 3 & 6 heures a 37 °C ;
v’ Milieu tétrathionate-novobiocine (vert brillant, novobiocine) a 37°C.

On ensemence ces milieux avec 5 gouttes de la suspension préparée pour I’ état
frais.

Le lendemain, on ensemence avec la culture obtenue, un milieu d’isolement
selectif des Salmonella (SS, Hektoen, SM2 ou Rambach).

5.1.2.Ensemencer un milieu d’isolement sélectif :

Pour obtenir suffisamment de colonies isolées de Salmonella ou de Shigella, il
faut déposer un inoculum dense (par exemple la suspension préparée pour I’ état frais)
et I’épuiser au maximum en réalisant des stries serrées.

Les milieux d’isolements classiques (conviennent pour Salmonella et Shigella)

Ces milieux sélectifs inhibent totalement la culture des Gram + et partiellement
celle des Gram -. Les milieux les plus satisfaisants sont les suivants :

v Milieu S.S (Salmonella — Shigella) : permet la croissance des Salmonella et
plus difficilement celle des Shigella

v' Milieu Hektoen : milieu qui permet en particulier une trés bonne culture
des Shigella. Ce milieu contient trois glucides, ce qui augmente son caractere

discriminant. Les Salmonella et les Shigella n’utilisent aucun de ces glucides.
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milieu S.8. milieu Hektoen

agents inhibiteurs ‘ désoxycholate désoxycholate
vert brillant / cifrate de sodium
glucides | lactose lactose /saccharcse / salicine
Indicateur coloré de pH | rouge neutre bleu de bromothymol et fuchsine acide
production d'HzS | thiosulfate de sedium + citrate de fer
| incolores avec ou sans centre noir bleues cu vertes avec ou sans centre noir
(lactose = HaS+/- (glucides = HaS+/-

Aspect des colonies de
Salmonella
Fig. 17 : Culture de Salmonella Enteritidis et E. coli Fig. 18 : Culture de Saimonella Enteritidis et E. coll
incolores sans centre noir bleues cu vertes sans centre noir
(lactose = HaS - (glucides = HaS«/-)
Aspect des colonies de
Shigella

Fig. 18 : Culture de Shigella flexnevi et Escherichia coli

Fig. 20 : Culture de Shigella flexneri et Eschevichia coli

Figure 6 : Les milieux d’isolement classiques (conviennent pour Salmonella et
Shigella)

Deuxieme jour

5.1.3.Isoler sur un milieu sélectif, le bouillon d’enrichissement en Salmonella.

De nombreux laboratoires ensemencent les milieux chromogénes (Rambach ou
SMID2) seulement aprés I’étape d’enrichissement.
Remarque : inutile de faire un examen macroscopique et microscopique de ce
bouillon.

5.1.4.Repérer les colonies suspectes sur le milieu sélectif ensemencé.

Sur milieu SS

Des bactéries autres que les Salmonella ou Shigella et appartenant a la flore
commensale peuvent présenter le méme aspect sur SS :

v" Proteus mirabilis et vulgaris, et certains Citrobacter sont aussi lactose -, H2S+
et forment des colonies semblables au Salmonella H2S +.

v’ Pseudomonas (mais ils sont oxydase +), Providencia, Morganella morganii,
certains biotypes d’E. coli, Hafnia alvei, et les Serratia sont lactose -, H2S — et

forment des colonies semblables au Salmonella H2S — et Shigella.
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Sur milieu Hektoen

Le milieu Hektoen est plus discriminant que le milieu SS car la plupart des
especes, précédemment citées, pouvant étre confondues avec les Salmonella et
les Shigella utilisent généralement le saccharose et/ou la salicine et forment donc des
colonies saumons, bien distinctes de celles des Salmonella et Shigella.
Cependant P. mirabilis n’utilisent pas les glucides de la gélose Hektoen et forment
des colonies semblables aux Salmonella H2S + [25].

Sur Rambach ou SM2

Les colonies suspectes d’étre des Salmonella sont des colonies rouges pour
Rambach et mauve a rose péle pour SMID2. (Voir page précédente). Ces milieux
sont tres discriminants, ainsi la probabilité que ces colonies suspectes soient
des Salmonella est trés élevée [25].

5.1.5.1dentification des colonies suspectes

La démarche d’identification des colonies suspectes dépend des milieux
d’isolements choisis pour repérer les Salmonella/Shigella et des meéthodes
d’identification employées.

Pour éviter d’ensemencer une galerie d’identification avec une colonie
suspecte sur SS et Hektoen qui ne serait ni une Salmonella ni une Shigella, des tests
préalables sont recommandes.

Les milieux chromogénes sont eux beaucoup plus performants pour différentier
les Salmonella des autres germes, la galerie d’identification sera ensemencée sans
tests préalables.

Enfin si I’identification est faite par spectrométric de masse MALDI-TOF, |l
est possible, étant donné la rapidité du résultat, de tester une nouvelle colonie si la
premiére n’est pas une Salmonella. Dans ce cas, les tests préalables ne sont donc pas
nécessaires [27].

Afin de ne pas rendre de résultats faussement négatifs, on considérera qu’iln’y
a pas de Salmonella ou de Shigella seulement aprés avoir testé au moins cing
colonies suspectes.
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5.1.6.Démarche d’identification des colonies suspectes sur SS ou Hektoen

Réaliser un test oxydase sur les colonies suspectes H2S — afin d’écarter
d’éventuels Pseudomonas.

Réaliser le test de I'uréase rapide sur les colonies suspectes

Ce test, peu onereux et rapide, permet d’éliminer
les Proteus (les Salmonella et Shigella sont uréase — et les Proteus sont uréase +). Il
est nécessaire de pratiquer cette recherche sur 5 colonies pour éviter de rendre un
résultat faussement négatif dans le cas ou les selles contiendraient a la fois
des Salmonella et des Proteus.

Dans 5 tubes a hémolyse on place 3 gouttes d’urée-tryptophane et on introduit
dans chacun une colonie suspecte.

Les tubes sont placés a I’étuve a 37°C avec un témoin Proteus. On considere le
résultat négatif, si le milieu est toujours jaune-orangé, 30 minutes apres le virage du
témoin Proteus et aprés 4 heures d’incubation.

Poursuivre ’analyse des colonies uréase —

I1 s’agit ensuite de poursuivre I’analyse avec toutes les suspensions en milieu
urée-tryptophane « uréase négative ».

5.1.7.La galerie d’identification comprend :

v" une galerie APl 20E ou une galerie composée des milieux suivants (Kligler,
Moeller a la lysine, urée-tryptophane, test ONPG)

v" une gélose nutritive en pente (pour faire le sérotypage).

v" un isolement sur milieu lactosé comme BCP pour s’assurer de la pureté de la
suspension en urée-tryptophane (I’intérét du lactose est de vérifier que des
colonies lactose positive n’ont pas ¢€té prélevées malencontreusement ;
précaution nécessaire particulierement lorsque les colonies suspectes étaient
mal isolées).

En toute rigueur, il convient de poursuivre I’identification des seules colonies
vérifiées « uréase négative ». Dans ces conditions, la galerie d’identification ne peut
étre ensemencée qu’avec une suspension préparée a partir d’une suspension « uréase
négative » et non a partir d’une colonie.
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La galerie APl 20E sera, par exemple, ensemencée aprés avoir ajouté 4 mL
d’eau distillée stérile a une suspension uréase négative. La présence du rouge de
phénol provenant du milieu urée-tryptophane peut donner une teinte rosée au test
ONPG.

I faudrait aussi ensemencer autant de galerie d’identification que de
suspensions « uréase négative ». Dans la pratique, quand le choix s’est porté sur la
galerie API 20E, une seule suspension « uréase négative » est utilisée.

5.1.8.Démarche d’identification des colonies suspectes sur Rambach ou SM2
Les tests préalables ne sont pas nécessaires.

On se hmite alors a I'identification d’une colonie suspecte, par exemple, avec
une galerie API 20E et un BCP pour le contrdle pureté.

On prendra soin d’ensemencer une gélose inclinée pour réaliser un sérotypage,
le lendemain.

Troisieme ou quatrieme jour

Apres lecture de la galeric d’identification, si Salmonella spp ou Shigella
spp sont identifiées alors il faut impérativement réaliser leur sérotypage

5.2. Recherche de Campylobacter

Les Campylobacter doivent étre recherchés systéematiquement en cas de
diarrhée, au méme titre que les Salmonella. Leur recherche fait partie de la
coproculture standard.

Ces bactéries sont sensibles au dioxygene, les selles sont conservees a +4°C ou
acheminées rapidement au laboratoire [28].
Dans un premier temps sera presentée la deémarche classique de recherche
des Campylobacter avant de citer quelques tests récents et performants qui permettent
desormais de repeérer les Campylobacter trés rapidement.
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Premier jour

5.2.1.Examen direct

A Pétat frais, on observe une suspension de la selle au microscope a
contraste de phase ou a fond noir (si possible).

C. jejuni se reconnait par sa morphologie et sa mobilité caractéristique en “vol
de moucheron”. Cet examen est d’un grand intérét dans les cas d’urgence, surtout
lorsque les Campylobacter sont abondants, comme c’est le cas en phase aigué de la
maladie.

Apres colorationde Gram,

L’aspect est souvent moins évocateur car i est difficile de repérer
les Campylobacter (fins bacilles a Gram négatif, incurvés ou en S ou de forme
spiralée) au sein d’une flore trés variee.

Figure 7 : Campylobacter en culture pure Gram - x100
5.2.2.Culture etisolement :

Deux techniques existent et sont complémentaires pour ’isolement sélectif
des Campylobacter

L’isolement sur milieu sélectif et 1’isolement sélectif par filtration directe. Pour
la filtration directe, la limite de détection est plus élevée (il faut une concentration de
105 a 106 Campylobacter par gramme de selle pour avoir une culture positive avec la
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filtration contre 103 & 104 pour le milieu sélectif) mais présente I’avantage d’assurer
la culture de certaines souches de Campylobacter inhibées sur les milieux sélectifs.

Il semble avantageux d’associer ces deux techniques. La technique de filtration
semble dans la réalité, tres peu utilisée. Le CNR des Campylobacter a Bordeaux
I'utilise quand des colonies de Campylobacter sont mal isolées et associées a d’autres
colonies bactériennes [28].

Isolement sur milieu sélectif

L’moculum doit étre riche.

Le milieu de base est un milieu nutritif riche type Mueller Hinton ou Columbia.
Il est additionné de sang ou de charbon qui ont pour réle de neutraliser des substances
toxiques produites par le métabolisme bactérien.

Un mélange d’antibiotiques est associé afin d’éliminer les bactéries de la flore
fecale.

En France, on utilise principalement deux milieux :

v’ Le milieu de Karmali contenant 0,4% de charbon, de la vancomycine (pour
inhiber les Gram positifs), de la céfopérazone (pour inhiber les bactéries Gram
négatifs sauf Campylobacter) et actidione (également appelé cycloheximide,
pour inhiber les moisissures)

v' Le milieu Campylosel de bioMérieux : base Columbia enrichie de 5% de sang
de mouton et contenant de la vancomycine, de I’amphotéricine B, de la
colistine et de la céfopérazone

Sur ces milieux trés sélectifs, certaines souches de Campylobacter cultivent
difficilement.

Isolement sélectif par filtration direct

On utilise dans ce cas la propriété des Campylobacter de passer au travers des
mailles d’un filtre Millipore™ 0,45um alors que les autres microorganismes sont
retenus.

Onréalise une suspension épaisse de la selle dans un bouillon Brucella agar.
Une goutte de cette suspension est déposée sur un filtre Millipore 0,45um en acétate
de cellulose, lui-méme placé sur un milieu Mueller Hinton a 5% de sang de mouton.
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La filtration dure une heure a 37°C. Le filtre est ensuite retiré.

Figure 8 : Filtration au travers Figure 9 : Culture a I’'emplacement
d’un filtre Millipore ™ 0,45um du filtre Millipore ™
© Pascal Fraperie © Pascal Fraperie

Conditions d’incubation :

Les Campylobacter sont microaérophiles. La concentration optimale en
oxygene est de 5 a 6%. Les milieux sont donc incubés en atmosphere microaérobie
contenant 5% d’02, 10 % de CO2 et 85% d’azote. ( Exemple : sachets GENbox
microaer de bioMeérieux) C.jejuni et C.Coli se développement a 37°C et a 42°C
(especes thermophiles). Les autres Campylobacter moins fréquents dans les selles ne
se développent qu’a il est donc conseillé d’incuber les boites entre 24h et 72h a 37°C
et obligatoik2rement en atmosphére microaérobie.

Deuxieme, troisieme jour 37°C.

5.2.3.Repérage des colonies suspectes

Les Campylobacter donnent de petites colonies luisantes (1 a 2 mm de
diamétre), non hémolytiques, grisatres ou translucides selon les especes, rondes,
lisses, bombées ou plates, ayant tendance a I’envahissement.
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Figure 10 : Culture de Campylobacter — 48h a 37°C en microaérobie
© Pascal Fraperie

5.2.4.Réaliser un Gram, un état frais, un test oxydase

Les Campylobacter sont caractérisés par leur morphologie en «vol de
mouette », leur mobilité grace a une ciliature polaire et un test oxydase +

5.2.5.1dentification

v’ par spectrométrie de masse MALDI-TOF
v' ouavec une galerie APl Campy (bioMérieux)

73| [ACE| PWOPY | WY} | G3 | L N0y

Figure 11 : Profil sur API Campy d’une souche de Campylobacter jejuni
© Pascal Fraperie
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Tableau 14 : Quelques caractéres différentiels d’espéces de Campylobacter et genre

apparenté
Culture Antibiotiques
Catalase| Air |25°C| 42°C |Hippuricase] A% caaiotinet| wrsase | NI | g

| nalidixiguel reductase|
Groupe thermophile i _
C. fgjuni ssp jejuni + + - 5 R + | -
C. jejuni ssp doyle v - ] . | .
C. coli + + - 5 R - ‘ +faible
C. fari + + . R R +
C. fari biovar UPTC + - - * - s R * * !
C. upsaliensis W - - * - 5 5 + |
Groupe « fetus » |
C. fotus . N : R s : -
C. hyalpintestinalis + - v ] - R 8 - + +
Arcobacter butzleri v e - - g R - s |+
V' -vanable ;| 5 senable ; R - résistant ; (1) les souches sont considéréas comme aensibles dés qu'un diamétre dinhibition existe - * - cartaines aouches sont

résistantes Rmq - la rachenche de la sensibilité a Macide nalidixique 257 moins intéreasante depuia que des souches onf acquis 1me réaistance

5.3. Recherche de Yersinia

Les Yersinia ont la particularité se développer plus lentement que les autres
entérobactéries et d’avoir une température optimale de croissance inférieure (28°C au
lieu de 37°C). Dans un produit polymicrobien comme les selles et dans les conditions
de culture classiques (24h a 37°C), ces bactéries sont le plus souvent masquées par la
flore digestive. L’utilisation systématique d’un milieu sélectif mcubé a 28°C a permis
d’améliorer leur repérage.

5.3.1.Premier jour

L’enrichissement en Yersinia est rarement pratiqué. 1l existe deux possibilités
pour le réaliser :

v" ensemencer un bouillon contenant du vert de Malachite et de la carbénicilline :

v’ ensemencer un bouillon nutritif et I'incuber a 4°C pendant 3 semaines (on
utilise le caractere psychrophile des Yersinia pour augmenter leur proportion).

De nombreux laboratoires se limitent a 1’ensemencement d’un milieu sélectif
approprié : le milieu Yersinia CIN. Sa sélectivité élevée permet d’inhiber la presque
totalité de la flore associée (désoxycholate, cristal violet, irgasan, cefsulodine et
novobiocine). La présence de mannitol et de rouge neutre facilite le repérage des
colonies et permet une orientation présomptive de Y. enterocolitica.
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Aprés ensemencement, le milieu est incubé entre 28 et 30°C (température
optimale de croissance des Yersinia).

D’apres le BEH n° 29 du 13 juillet 2010, les techniques d’enrichissement
n’améliorent pas de fagon notable le taux d’isolement des Yersinia pathogenes. Ce
milieu ne permet cependant pas la croissance de toutes les Yersinia entéropathogenes,
et de plus il inhibe certaines souches de Y. pseudotuberculosis.

5.3.2.Deuxiéme jour

Aprés 24 h d’incubation, les colonies de Yersinia apparaissent petites (1 mm
de diametre) translucides a centre rouge ou entiérement rouges (mannitol +). La
taille des colonies est supérieure apres 48 h d’incubation.

Remarque : malgré la sélectivité élevee de ce milieu, certaines souches, par
exemple de Citrobacter et d’Enterobacter, peuvent cultiver sur ce milieu cependant
elles forment aprés 24h d’incubation des colonies rouges plus grosses (2 a 3 mm) que
celles des Yersinia (1 mm).

Figue 12 : Y. enterocolitica sur Figure 13 : Y. enterocolitica sur
CIN apres 24H a 30°C CIN apres 48H a 30°C
© Pascal Fraperie © Pascal Fraperie

L’intérét d’un test uréase rapide est discutable. S’il est positif, il conforte une
orientation vers 1’espéce Yersinia enterocolitica mais s’il est négatif, il ne permet pas
d’exclure pour autant cette espéce.

L’identification des colonies suspectes peut étre réalisée sur API 20 E.
La galerie est ensemencee directement avec les colonies suspectes. Bien que certains
caractéres metaboliques des Yersinia s’expriment mieux a 30°C, afin d’utiliser la
base de données de la galerie API 20E, cette derniere sera incubée a 37°C.
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5.3.3.Troisiéme jour

Si une souche de Yersinia enterocolitica est identifiée, il faut I’envoyer au
CNR afin que soit réalisé un biotypage, un serotypage et un lysotypage. Le biotypage
permet de déterminer si la souche appartient a un biotype pathogene, en effet les
biotypes 1B, 2, 3, 4 et 5 sont entéropathogeénes alors que les souches du biotype 1A
sont considérées comme non pathogénes. Le tableau 6 rassemble les principaux tests
utiles pour différencier les 6 biotypes de Y. enterocolitica.

Tableau 15 : Caractérisation des différents biotypes

BIOTYPES 1A 18 2 3 4 5
Salicine + . .

[ Pyrazinamidase i
Esculine -
Lipase ' t
Indole + + v
Xylose + + + + W
Tréhalose + + + + +
Pathogénicité Hon pathogéna | Tris pathogéme Pathagina Pathogina Pathogine Pathagine
Fréguence &h France Trés fréquant | Presqua jamais Fraguent Poufréqeent | Tres friquent | Fresque jamais

6. Coproculture complémentaire :

Elle est réalisée en cas d’échec de la coproculture standard.

C’est sur prescription explicite du médecin que le laboratoire peut étre amené
a rechercher des microorganismes moins courants correspondants a des contextes
cliniques particuliers.

6.1 Recherche des EPEC

La recherche des EPEC est réalisée uniquement sur les selles d’enfants de
moins de 2 ans [30].

Le gram montre souvent une monoflore de bacilles Gram négatifs tres
caractéristique.

Les selles diluées sont ensemencees sur milieu BCP (ce milieu non sélectif
permettra d’apprécier I’abondance des colonies suspectes par rapport a la flore
commensale). On peut associer un isolement sur Drigalski, Mac Conkey ou EMB.

Le lendemain, on recherche les colonies suspectes qui sont des colonies lactose
+, en grand nombre, puis on Vérifie ensuite que ces colonies suspectes sont bien

-74 -


https://microbiologiemedicale.fr/gelose-bcp/
https://microbiologiemedicale.fr/gelose-drigalski/
https://microbiologiemedicale.fr/gelose-mac-conkey/

des E. coli en étudiant leurs caractéres biochimiques (par une galerie AP1 20E par
exemple) [30].

6.2. Recherche des EHEC :

La recherche des EHEC se justifie chez des malades présentant une diarrhée
d’abord liquide puis sanglante et impérativement en cas de SHU (syndrome
hémolytique et urémique). Habituellement, la diarrhée apparait 2 a 3 jours apres la
consommation de viande de bceuf msuffisamment cuite (contamination la plus
fréquente en France). Les EHEC isolés appartiennent dans environ 80% des cas au
serotype 0157 H7.

Les souches d’Escherichia coli O157 se différencient des autres E. coli par :

v" Une absence de fermentation du sorbitol
v" Une absence de R glucuronidase

Un des premiers milieux mis au point pour leur isolement est la gélose
SMAC : une gélose Mac Conkey dont le lactose est remplacé par du sorbitol. Le
milieu SMAC-CT (Céfixime, tellurite) plus sélectif, inhibe mieux la flore
commensale [30].

6.3. Recherche des ETEC et des EIEC :

Les ETEC et les EIEC sont rares en France, seuls des laboratoires spécialisés
les recherche.

lIs utilisent des techniques de biologie moléculaire qui consistent a mettre en
évidence les genes codant les facteurs de pathogeénicité et qui caractérisent chaque
pathovar[30].

6.4. Recherche de Vibrio cholerae :

En France, on recherche Vibrio cholerae chez les malades présentant une
diarrhée au retour d’un voyage en Afrique, Asie ou Amérique latine. Les selles des
patients atteints de choléra sont fécaloides pendant les premieres heures de la maladie
puis liquides et dans les cas extrémes aqueuses avec des grains riziformes. La
recherche peut aussi étre effectuée a partir des vomissements du patient.
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V. cholerae étant sensible a la dessiccation et au froid, il faut placer le
prélevement dans un milieu de transport ou dans un tube plastique avec quelques
gouttes de sérum physiologique et est toujours conservé a température ambiante (ne
jamais refrigerer ou congeler).

6.5. Recherche de Vibrio non cholerae, Aeromonas et Proteus shigelloides :

On recherche ces microorganismes chez les malades présentant une diarrhée
aigué€ au retour d’un pays tropical ou d’une région cotiere au climat tempéré et dans
le cas ou la coproculture standard s’est avérée négative.

6.5.1.Vibrio non cholerae :

Les Vibrio non cholerae sont  responsables  d’infections  intestinales
appartiennent aux espéces V. parahaemolyticus, V. fluvialis, V. mimicus, V. holisae.
Le protocole de leur recherche est semblable a celui de Vibrio cholerae, sauf que
’analyse est poursuivie sur toutes colonies de plus de 2 mm de diamétre obtenue sur
TCBS (Saccharose + ou Saccharose -). Pour les raisons indiquées au 4.3.2, la galerie
API 20E est preférée a I’ API 20 NE.

6.5.2.Aeromonas :

Les Aeromonas responsables de diarrhées appartiennent aux espéces A.
hydrophila et A. veronii. lls se développent bien sur le milieu Hektoen, mais donnent
des colonies semblables aux E. coli commensaux. Pour faciliter leur repérage, on peut
ensemencer une gélose au sang de mouton + ampiciline a 20 pg/mL. Les
colonies d’Aeromonas apparaissent, en 24 h, entourées d’une large zone
d’hémolyse béta et tendent a virer au vert brunatre en 48 h.

L’oxydase est positive et ils résistent au composé vibriostatique O129. Les
galeries API 20 NE ou API 20E conviennent a leur identification.

6.5.3.Proteus shigelloides :

Proteus shigelloides (anciennement nommé Plesiomonas shigelloides) cultive
aussi sur Hektoen (colonies vertes plus larges que celles de Shigella). Le test oxydase

est positif (exceptionnel pour une entérobactérie). L’identification peut se faire sur
galerie API 20E.
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6.6Recherche des microorganismes responsables des diarrhées post-antibiotiques

Clostridium difficile est de loin 1’agent infectieux le plus fréquemment en
cause dans les diarrhées post-antibiotiques. Klebsiella oxytoca, Clostridium
perfringens, Staphylococcus aureus ou Candida spp sont parfois mis en cause mais
leur fréquence reste encore a préciser [28].

6.6.1.Recherche de Clostridium difficile

On recherche C. difficile chez les malades présentant une diarrhée aigle qui
survient au cours d’une antibiothérapie ou dans les 2 mois suivants I’arrét de celle-
ci. La recherche de C. difficile chez les patients asymptomatiques est inutile, car ces
patients ne sont pas contagieux. La prescription devra préciser « recherche de toxines
de Clostridium difficile ». L’analyse des selles doit étre rapide (moins de 2 heures
aprés leur émission) sinon on peut les conserver a + 4°C pendant 3 jours au
maximum, afin de ne pas altérer I’activité¢ de la toxine B [31].

6.6.1.1.Le diagnostique de présomption :

Le diagnostique de présomption d’infection a Clostridium difficile (ICD)
repose sur la détection dans les selles d’une enzyme spécifique de Clostridium
difficile : la GDH. Cette enzyme retrouvée spécifiquement chez toutes les souches
de Clostridium difficile permet d’obtenir une excellente valeur prédictive négative
d’une ICD (c¢’est-a-dire qu’une ICD est trés peu probable si ce test est négatif).

L’examen direct de la selle ne se substitue pas a la recherche de la GDH mais
peut cependant étre évocateur. En effet, dans 50% des cas, on observe des leucocytes
et une flore déséquilibrée dominée par des bacilles a gram positif sporulés avec une
spore subterminale peu déformante [31].
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Figure 14 : Gram d’un frottis de selles avec Clostridium difficile
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6.6.1.2.L e diagnostique de certitude :

Le diagnostique de certitude d’infection a Clostridium difficile (ICD) repose
sur la mise en évidence des toxines.

En effet seules les souches toxinogenes sont pathogenes, en conséquence le
diagnostic est positif :

v’ sion détecte directement les toxines (A et/ou B) dans les selles d’un patient ;
v" ou sion isole une souche toxinogéne de C. difficile de ces mémes selles[32].

6.6.1.3.La culture toxigénigue

C’est la méthode la plus sensible, elle consiste a rechercher les toxines a partir
de colonies de Clostridium difficile. Pour récupérer plus facilement ces colonies, on
dispose de différents milieux sélectifs :

v Le milieu CCFA contient deux antibiotiques (Cyclosérine et Céfoxitine) ainsi
qu’un glucide (le fructose) et de I’agar. On additionne & ce milieu du jaune d’ceuf ou
du sang de cheval. Les colonies suspectes aprés 48h d’incubation en anaérobiose sont
plates, de 3 a 5 mm, a bords irréguliers, blanches a grises et non hémolytiques, la
culture dégage une odeur caracteristique de « crottin de cheval ».

v BioMérieux commercialise depuis peu un milieu chromogéne, appelé
chromID™ C. difficile, qui permet de repérer rapidement les colonies de Clostridium

difficile [32].

Figure 15 : Culture de Clostridium difficile sur chromID C.difficile
© Pascal Fraperie
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6.6.2.Recherche de Klebsiella oxytoca

K. oxytoca a été mise en cause dans des diarrhées sanglantes survenant
brusquement pendant une antibiothérapie a base de pénicillines ou plus rarement de

céphalosporines.

v" Le Gram montre une dominance de bacilles gram négatif

v" Sur milieux lactosés comme la gélose BCP ou la gélose Drigalski, les colonies
de K. oxytoca sont Lactose + et largement majoritaires

v" Poursuivre avec I’ensemencement d’une galerie Api 20 E

Figure 16 : Klebsiella oxytoca en culture pure sur Hektoen
© Pascal Fraperie

6.6.3._ Recherche de Clostridium perfringens[29].

C. perfringens est a I’origine de toxi-infections alimentaires. Il semblerait que
les souches productrices d’entérotoxines soient aussi a 1’origine de diarrhées post-
antibiotiques. L’isolement de C. perfringens a partir des selles peut se realiser sur
gélose au sang de mouton ou sur milieu sélectif comme le milieu TSC (tryptose-
sulfite-cyclosérine), tous les deux incubés 24 a 48 heures en anaérobiose.

Le diagnostic de présomption de Clostridium perfringens repose sur :

v" I’aspect des colonies : plates, irrégulieres, et B-hémolytiques sur gélose au sang
(Fig.36)
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v" la morphologie au Gram : bacilles a Gram positif aux extrémités carrées,
sporulés,

v" leur immobilité

v" leur caractére anaérobie strict

v" I'identification de I’espéce (API20A, Rapid ID32A...)

L’entérotoxine peut étre détectée, a partir d’une culture sporulée de C.
perfringens, par son effet cytopathogene sur culture cellulaire, ou par des tests
immunologiques. Le gene correspondant est détectable par PCR [29].

Figure 17 : Clostridium perfringens sur gélose au sang
© Pascal Fraperie

6.6.4. Recherche de Staphylococcus aureus

Une étude a montré que la plupart des souches de S. aureus isolées de diarrhées
post-antibiotiques etaient des SARM (S. aureus résistants a la méticilline) et
produisaient des toxines (entérotoxines A, C et D et la toxine du syndrome du choc
toxique TSST-1)

v Le Gram permettra de suspecter leur présence (flore majoritaire de coques
gram +, ronds, souventen amas)

v" Onensemence une gélose Chapman a partir des selles non diluées.

v" Onrecherche I’apparition de colonies jaune (mannitol +) sur le milieu
Chapman.

v' Vérifier la catalase (+)
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Il est possible d’identifier Staphylococcus aureusavec un test de
coagglutination. Ce test met en évidence la protéine A, le récepteur au fibrinogéne et
les antigénes capsulaires de Staphylococcus aureus [30].

Figure 18 : Staphylococcus aureus sur Chapman

© Pascal Fraperie
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7. Conclusion

La diarrhée est une maladie que I’on peut prévenir et guérir. Dans la plupart des
cas, il s’agit d’un mauvais moment a passer. Cependant, elle reste la deuxieme cause

de mortalité chez I’enfant de moins de 5 ans

La diarrhée aigué est responsable de I’évacuation fréquente de selles liquides,
avec presence ou non de glaires ou de sang. Elle est souvent associée a des crampes
abdominales, de la fievre et une faiblesse générale. Habituellement, I’épisode
diarrhéique survient brutalement et prend fin spontanément apres 2 ou 3 jours.
L’origine de la diarrhée aigué est trés souvent virale. Les intestins infectés vont

sécréter de I’eau qui va se mélanger aux aliments en digestion.

La diarrhée aigue est un danger permanent, la prise en charge doit étre
immédiate par une réhydratation et une réalimentation précoce mais le meilleur

traitement reste cependant la prévention.
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