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1 

Introduction 

 

Haemophilus influenzae de sérotype b (Hib) a longtemps été le sérogroupe 

majoritairement responsable d’infections invasives (méningites, bactériémies, pneumonies, 

infections ostéo-articulaires (IOA)) et non invasives (otites, sinusites). 

Dès 1989, avec l’apparition de la vaccination anti-Hib, l’épidémiologie au sein de 

l’espèce a profondément changé. On remarque une disparition presque totale du portage 

pharyngé et des infections invasives à Hib (1).  

Depuis cette ère vaccinale, les Haemophilus influenzae non typables (NTHi) sont 

devenus les phénotypes prédominants en pathologie humaine. Des études montrent la 

pathogénicité de souches non encapsulées en cause dans des infections sévères telles que les 

pneumonies.  

Peu d'informations récentes sont disponibles sur l'épidémiologie et la microbiologie de 

Haemophilus influenzae (Hinf) post-vaccinale par les vaccins conjugués anti-Hib. En 

conséquence, nous avons décidé de nous intéresser à l’épidémiologie de ce pathogène, 

notamment du sérogroupe b, à l’Assistance Publique des Hôpitaux de Marseille (AP-HM).  

  

 



2 

1. Partie 1 : Revue générale de la littérature

1.1. Haemophilus influenzae 

1.1.1. Caractéristiques principales 

Haemophilus influenzae, de son premier nom Bacille de Pfeiffer a été découvert par 

Richard Pfeiffer en 1892. C’est une bactérie appartenant désormais au genre Haemophilus 

après avoir notamment été associé au genre Bacillus ou encore Mycobacterium. Cette 

bactérie représente l’espèce type de ce genre. Le genre Haemophilus est en 2016 constitué 

de 13 espèces. Leur caractéristique principale est de nécessiter un apport exogène de facteur 

V (NAD) et/ou de facteur X (protohème) afin de pouvoir se multiplier (Tableau 1) (2). 

Tableau 1. Caractères principaux d’identification des espèces humaines d’Haemophilus 

D’un point de vu phylogénétique, le genre Haemophilus est un ensemble hétérogène 

au sein d’une même famille (Tableau 1) (3). Un remaniement taxonomique a conduit à 

l’individualisation du genre Aggregatibacter. On voit sur cet arbre phylogénétique

(Figure 1) que H.felis, H.haemoglobinophilus, H.paracuniculus et H.parasuis sont des 

espèces retrouvées essentiellement chez l’animal. Leur appartenance au même genre que 

H.influenzae n’est pas justifiée par les données génétiques. Il est à noter que les neuf espèces 

retrouvées chez l’homme forment trois groupes phylogénétiques différents : le groupe 

influenzae dans lequel on retrouve H.influenzae/aegyptius et H.haemolyticus ; le groupe 

parainfluenzae dans lequel on retrouve H.parainfluenzae et les espèces hémolytiques 

H.parahaemolyticus/paraphrohaemolyticus, H.pittmaniae et H.sputorum ; et le groupe 

H.ducreyi (agent du chancre mou).  
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Figure 1. Arbre phylogénétique montrant les relations des séquences du gène sodA des 13 
espèces d’Haemophilus et des souches types des principaux genres Pasteurellaceae 
En bleu, les espèces humaines ; en vert, les espèces animales  
Barre d’échelle : différence de 10% entre séquences nucléotidiques (3) 

Au niveau morphologique, ce sont des petites bactéries en forme de bacille et dont 

l’aspect est pléomorphe : on peut aller du coccobacille (0,3 x 0,5 m) à des formes 

filamenteuses de plus de 10 m de long. Ces dernières sont gram négatives, non sporulées 

et elles peuvent être encapsulées. Le gène bexA code pour la protéine BexA, responsable de 

la capsulation chez toutes les souches d’Hinf encapsulées (4). On retrouve 6 sérotypes 

principaux de a à f. Cette population de souche encapsulée représente une minorité des 

souches d’Hinf.  Nous reviendrons sur ce point qui aura toute son importance. 
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Au niveau des caractères physico-chimiques, Hinf est aéro-anaérobie facultatif, elle 

a la capacité de vivre en présence d’oxygène et survit en présence de dioxyde de carbone. 

La température optimale de croissance est comprise entre 35 et 37 °C. 

 

L’Homme est l’hôte principal d’Hinf, il fait partie de la flore commensale des voies 

aériennes et de l’oropharynx. Il colonise plus de 80 % des individus. La colonisation 

commence dès l’enfance. Environ 20 % des nourrissons sont colonisés au cours de leurs 

premières années de vie. Ce chiffre augmente avec l’âge : la colonisation par cette bactérie 

touche plus de 50% des enfants de 5-6 ans et jusqu’à environ 75 % des adultes (5). Hinf 

adhère à l’épithélium des muqueuses via différents mécanismes que nous détaillerons ci-

après.  

A contrario, c’est aussi un pathogène pyogène qui va, en fonction des souches, 

exprimer différents facteurs de virulence. Ces derniers seront généralement absents des 

autres espèces du genre. Les facteurs de virulence sont les suivants : pili et adhesine situés 

au niveau de la membrane externe et responsables de l’adhésion à la mucine et aux 

épithéliums ; protéase sécrétée clivant les IgA1 des muqueuses ; lipooligosaccharide capable 

d’induire la formation d’un « biofilm » et dont la variabilité antigénique permet 

l’échappement de la réponse anticorps du système immunitaire humorale ; et enfin la capsule 

polysaccharidique en cause dans les infections les plus graves. 

 

1.1.2. Atteintes cliniques  

 

On peut catégoriser la pathogénicité d’Hinf en deux grandes classes : les infections 

invasives et non invasives. Les infections invasives d’une part regroupent les méningites, les 

pneumonies, les bactériémies, les arthrites et ostéomyélites (6). D’autre part, les infections 

non invasives regroupent les otites moyennes aiguës, les conjonctivites, les sinusites, les 

bronchopneumopathies et les infections du perpartum (6). 

Depuis la vaccination contre Hib, la plupart du temps, les infections invasives ne sont 

plus dues à des isolats encapsulés, mais à des NTHi (7). Dans la littérature, on retrouve une 

souche non encapsulée R2866a provoquant des infections invasives telles que des 

méningites (8)(9)(10)(11)(12). Les infections non invasives, quant à elles, sont à peu près 

toujours dues à des isolats non capsulés NTHi. 

Chez les enfants de moins de 5 ans, l’atteinte la plus fréquente est l’otite moyenne 

aiguë (OMA), souvent associée à une conjonctivite. Cette atteinte est un problème de santé 

publique. En effet, l’incidence de l’otite moyenne au cours des trois premières années de la 
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vie a un impact considérable sur la capacité intellectuelle, la réussite scolaire, la parole et le 

langage (13). Jusqu’à 100 % des enfants vivants dans des pays en développement et 62 % 

de ceux vivants dans des pays développés font une otite moyenne aiguë avant l’âge de 1 an 

(14)(15)(16). La récidive de ces OMA est fréquente. Dans ces cas, on isole de manière 

récurrente les mêmes souches de NTHi : 86-028NP (17) et R2846 (18)(19). Les NTHi sont 

responsables d’environ 30 % des OMA (20)(21)(22). Ces souches forment un biofilm 

adhérent à la muqueuse de l’oreille moyenne qui a pour rôle la protection de la bactérie dans 

son environnement, diminuant l’efficacité de l’antibiothérapie.  

Chez l’adulte, les bronchopneumopathies à Hinf se rencontrent chez des patients 

ayant des facteurs de risques tels que pathologies respiratoires obstructives, ventilation 

mécanique, surinfection virale respiratoire (23). Chez ces patients avec infections 

pulmonaires récidivantes, on voit émerger des résistances aux fluoroquinolones et aux -

lactamines. Il est à noter aussi que la transmission de ces souches peut être nosocomiale. Ces 

infections respiratoires sont une cause majeure de morbi-mortalité dans les pays développés 

(24). D’autre part, Hinf entraine des sinusites, seul ou en association avec d’autres bactéries. 

Hinf est aussi responsable d’infections maternofœtales, de fréquence croissante en 

Europe (25)(26). La plupart surviennent en perpartum, mais il existe aussi des atteintes 

placentaires entrainant des avortements spontanés précoces ou une mort fœtale in utero (27). 

 

1.1.3. Mécanismes physiopathologiques & facteurs de virulence 

 

 Haemophilus influenzae est divisé en deux catégories, les souches capsulées (a à f, 

dont le sérotype b) et les souches non encapsulées, les NTHi. Ces dernières sont définies par 

leur incapacité à réagir avec de l’antisérum capsulaire dirigé contre le polysaccharide. Les 

souches encapsulées jouent un rôle dans les infections invasives. Le mécanisme de défense 

principal contre l’invasion systémique est l’action du complément médié par les anticorps 

anti-Hinf. Le sérum est bactéricide pour la plupart des souches NTHi, néanmoins pour les 

souches encapsulées, il ne l’est pas.  

 Les NTHi sont plus rarement responsables de maladies invasives, mais jouent un rôle 

important dans les pathologies respiratoires. C’est un pathogène des muqueuses. La plupart 

des infections respiratoires proviennent des souches NTHi.  

Pour Hinf, comme pour de nombreux pathogènes, il n’y a pas de production de 

toxines. C’est principalement la réponse immunitaire de l’hôte qui est responsable des 

lésions tissulaires. Les mécanismes infectieux de Hinf sont abordés ci-après. 
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 Interactions mucociliaires 

  

En pénétrant au niveau respiratoire, la bactérie doit échapper aux différents 

mécanismes d’élimination microbiens de l’appareil mucociliaire. La clairance mucociliaire 

et les molécules antibactériennes (lysozymes, lactoferrines, peptides antimicrobiens) 

travaillent en synergie pour éliminer les agents infectieux des voies respiratoires.   

Face aux défenses de l’hôte, Hinf possède de nombreux mécanismes permettant de 

moduler leurs actions. Les protéines de membrane P2 et P5 facilitent la liaison des bactéries 

au mucus (28)(29). Le lipooligosaccharide (LOS) présent dans la paroi cellulaire des souches 

NTHi possède un effet modulateur sur la fonction ciliaire entrainant la mort des cellules 

ciliaires (30). Une autre protéine de membrane, la lipoprotéine D, possède des effets 

similaires sur la fonction ciliaire (31). 

 

 

 Adhérence 

 

 La capacité d’adhérence d’Hinf aux cellules de l’arbre respiratoire est une étape clé 

dans sa pathogénicité. Il existe différents mécanismes permettant aux NTHi d’adhérer aux 

cellules respiratoires.  

 Les adhésines sont des facteurs communs de virulence des Hinf (32). On les retrouve 

dans une grande proportion des souches non typables. Elles sont également la cible des 

anticorps anti-Hinf (33). De nombreuses études ont mis en avant l’importance des adhésines, 

notamment de deux sous-types principaux HMW1 et HMW2 (34). 

 Les NTHi expriment des pili à leur surface, permettant une agglutination des globules 

rouges ainsi que la fixation de la bactérie aux cellules épithéliales des voies respiratoires 

(35). Il existe cinq types de pili différents et ils ne sont présents que sur un petit groupe de 

NTHi (36)(37)(38). 

 Dans environ 25 % des cas, les souches NTHi ne possèdent pas d’adhésines, ni de 

pili, mais sont toujours capables de se fixer à l’épithélium respiratoire. Dans ce cas, on 

retrouve deux facteurs de virulence importants qui sont les protéines de membranes Hia et 

Hap (39).  
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 Échappement au système immunitaire 

 

Après l’adhésion à la muqueuse respiratoire, la bactérie module l’action du système 

immunitaire afin de pouvoir persister à la surface des cellules épithéliales. 

Les immunoglobulines (Ig) sont les agents effecteurs de l’immunité humorale. Il 

existe différents isotypes d’Ig. L’isotype A (IgA) possède un rôle majoritaire dans la 

prévention des infections des muqueuses. Elles se lient aux bactéries et empêchent leurs 

fixations aux muqueuses, inactivent les toxines et facilitent la cytotoxicité médiée par les 

anticorps. La sous-classe d’IgA prédominante est l’IgA1. Les NTHi ont la capacité de 

secréter des endopeptidases (type 1 et 2) qui clivent et inhibent l’effet des IgA1 (40)(41). 

Presque toutes les souches de NTHi expriment une de ces deux protéases à IgA. 

Malgré le manque d’études sur le biofilm et les NTHi, il existe des données 

démontrant que les NTHi peuvent se développer sous une forme comparable au biofilm et 

que ce type de croissance joue un rôle dans la virulence (42)(43). Ce « biofilm » aurait la 

capacité d’inhiber les produits bactériostatiques sécrétés tels que la lactoferrine, les 

lysozymes et la fonction des anticorps. Cette formation de micro-colonies apparentées à un 

biofilm lui permet de se fixer à un tissu tout en diminuant l’action des antibiotiques et des 

mécanismes de clairance respiratoire de l’épithélium. 

 

 

 Variation de phase et dérive antigénique 

 

Haemophilus influenzae est capable de modifier une partie d’un composant de sa 

structure cellulaire. Ce mécanisme est déjà bien documenté pour les virus tel que la grippe. 

Cette modification de structure est appelée variation de phase et est impliquée dans la 

pathogénicité de la bactérie. Les structures les plus touchées par ce mécanisme sont le LOS, 

les adhésines et les pili. Ce mécanisme induit une variation de sensibilité à la protéine C 

réactive et au complément (44). 

En plus de la variation de phase, certaines souches d’Hinf acquièrent une dérive 

antigénique impliquant une mutation permanente des séquences d’acides aminés dans 

certaines structures impliquant une variation d’un épitope. Ce phénomène est bien décrit 

pour la protéine de membrane externe P2 (protéine fortement immunogène) (45). D’autres 

exemples de dérive antigénique sont connus pour la protéine de membrane externe P5 et les 

protéases à IgA1. 
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 Hétérogénéité génétique 

 

Les NTHi sont génétiquement très diversifiés. Cette observation résulte d’un échange 

génétique horizontal entre les souches. Ces dernières possèdent un large répertoire de loci 

codants pour les adhésines et les protéases à IgA. Dans des études, la virulence a été associée 

à la présence ou non de certains locus (46)(47). 

 

En somme, plusieurs processus bactériens liés à la spécificité de l’hôte en contact 

seraient impliqués dans la pathogénicité des NTHi. Les souches de NTHi sont génétiquement 

et phénotypiquement diverses. Certains gènes codant pour des facteurs de virulence ne sont 

pas retrouvés dans toutes les souches responsables d’infections, ce qui met en évidence que 

les souches ont des mécanismes de pathogénicité différents.  

Nous ne savons pas encore si les souches de NTHi diffèrent par leurs capacités à 

provoquer des infections muqueuses ou systémiques ou si les facteurs de l’hôte sont les 

principaux responsables de leurs modifications.  

La présence en ligne de banque de données publique de génomes de Hinf facilitera 

l’étude de la diversité des NTHi et pourrait distinguer un NTHi candidat afin de développer 

un vaccin anti-NTHi responsable d’infection. 

 

 

1.1.4. Méthodes diagnostiques  

 

 Prélèvements 

 

Lors d’infections non invasives, les prélèvements seront réalisés au site local de la 

lésion. On retrouve le recueil de liquide de paracentèse, les expectorations induites, les 

ponction-aspirations du sinus maxillaire et des écouvillonnages (muqueuses conjonctivale, 

vaginale et urétrale). Toutes les analyses des sécrétions naso-pharyngées ne sont pas 

justifiées car on rappelle que Hinf est un commensale des voies oropharyngées.  

Lors des infections invasives, il est indispensable de prélever des hémocultures en 

plus du site de l’infection (ponction lombaire, prélèvements pulmonaires, prélèvements 

chirurgicaux, liquide articulaire, etc.). La réalisation d’hémocultures est cruciale pour le 

diagnostic des cellulites (périorbitaire et épiglottite), des ostéomyélites et des endocardites à 

Hinf.  
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 Pour les infections maternofœtales, différents prélèvements doivent être réalisés en 

fonction de l’atteinte : liquide gastrique du nouveau-né, liquide amniotique et placenta chez 

la mère. Pour le diagnostic des cas de mort in utero, les produits d’autopsie permettront de 

faire le diagnostic rétrospectif. 

 

 Il est important que tout prélèvement soit réalisé avant toute antibiothérapie si la 

situation le permet. 

 

 Transport 

 

Tous les prélèvements doivent être acheminés sans délai et à température ambiante 

au laboratoire P2 en raison de la fragilité de la bactérie qui ne résiste ni au froid, ni à la 

dessiccation. De plus, la rapidité de transport jusqu’au laboratoire est justifiée par l’urgence 

diagnostique en fonction de l’atteinte clinique. Il est à noter que l’utilisation d’un milieu de 

transport gélifié est possible si le délai est supérieur à 3 heures, à température ambiante.  

 

Examen direct 

 

L’état frais se révèle peu utile pour la mise en évidence des Haemophilus du fait de 

sa petite taille et de l’immobilité de la bactérie. La coloration de Gram quant à elle, permet 

d’observer toutes les espèces du genre Haemophilus. 

 Il faut dissocier deux types de prélèvements : les prélèvements polymicrobiens et les 

prélèvements monomicrobiens (liquide céphalo rachidien, hémocultures, etc.). Pour les 

prélèvements polymicrobiens, l’interprétation de l’examen direct est difficile ; tandis que 

pour les prélèvements monomicrobiens, l’observation de coccobacilles à Gram négatif est 

fortement évocatrice d’Hinf. La bactérie peut aussi être de forme longue voire sphéroplastes 

sans traitement (Figure 2). Une caractéristique intéressante est visualisable au microscope : 

la présence ou non d’une capsule, identifiable par un halo autour de la bactérie. Néanmoins, 

cet aspect de halo n’est pas spécifique de la présence d’une capsule. Ce phénomène 

artefactuel peut s’expliquer par une couche épaisse de protéine recouvrant la membrane 

externe. 

 Si le prélèvement est réalisé après le début de l’antibiothérapie, la lecture sera plus 

délicate et la confusion avec d’autres germes est possible (pneumocoque décoloré). 
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Figure 2. Examen direct d’un liquide céphalorachidien de méningite à Haemophilus 
influenzae - Coloration de Gram x 1000  (48) 

Culture 

La pousse en culture du genre Haemophilus n’est pas possible sur une gélose 

ordinaire, elle nécessite obligatoirement une gélose supplémentée en facteurs V (-NAD ou 

NADP) et/ou une source d’hème (hémine, hématine, facteur X). En routine au laboratoire, 

le milieu usuel est le milieu « chocolat » ou PVX (Polyvitex®). Ce milieu gélosé à 

l’hémoglobine cuite est supplémenté en polyvitamines contenant la -NAD. Une autre 

gélose sur laquelle la bactérie est capable de se développer est le milieu MH-F ou gélose au 

sang supplémentée en -NAD (MH-F : gélose Mueller-Hinton + 5 % de sang défibriné de 

cheval et 20 mg/L de -NAD). L’hème étant apporté dans ce cas par l’hémoglobine de la 

petite portion d’hématies lysées lors de la préparation. 

De manière générale, Hinf ne requiert pas de gaz carbonique pour sa pousse. 

Cependant, à partir des prélèvements microbiologiques, les géloses sont incubées dans une 

atmosphère enrichie de 5 % de CO2 et d’une humidité importante en raison de la sensibilité 

à la dessiccation de la bactérie. 

Le temps d’incubation moyen est de 18 à 24 heures à 35-37°C. Après ce délai 

d’incubation, si les étapes de prélèvements et d’incubation ont bien été respectées et si 

l’inoculum est assez important, on pourra observer une croissance au sein de la gélose. Les 

colonies sur gélose chocolat ont de manière générale les caractéristiques suivantes : une taille 

de 1 à 1,5 mm, d’aspect lisse, légèrement convexes, incolores à chamois, à bord régulier. 

Les colonies des isolats capsulés sont brillantes et irisées. On retrouve un phénotype 

hypermuqueux caractéristique des isolats du sérotype e et de certains isolats du sérotype f. 
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Figure 3. Colonies d’Haemophilus influenzae sur gélose chocolat (PVX) 

Une alternative au laboratoire de microbiologie est d’utiliser les antibiotiques pour 

lesquels les bactéries possèdent une résistance naturelle afin d’isoler ces dernières au sein 

d’une flore polymicrobienne. Pour Hinf, on peut utiliser cette méthode avec des milieux 

sélectifs contenant un ou plusieurs de ces antibiotiques (glycopeptides, lincosamides, 

bacitracine) qui inhibent la plupart des autres bactéries du tractus respiratoire, par exemple 

la bacitracine contre les Neisseria. 

Les flacons d’hémocultures ne sont de base pas supplémentés en facteurs X et V. Le 

prélèvement de sang à partir de flacons d’hémocultures permet l’apport en facteurs X  et V 

via la lyse des hématies pour assurer la viabilité d’Hinf. A contrario, le prélèvement en flacon 

d’hémoculture d’un liquide non hématique (liquide céphalo-rachidien, liquide articulaire, 

liquide ascite, etc.) n’est pas recommandé pour Hinf. 

 Éléments d’orientation 

Hinf, ainsi que toutes les espèces retrouvées chez l’homme du genre Haemophilus, 

synthétisent une catalase (à l’exception de H.ducreyi) et une oxydase. Ces deux tests 

permettent une orientation rapide afin d’identifier une pousse sur gélose. 

La plupart des isolats cliniques de H.influenzae (biotypes I, II, V et VII) produisent 

de l’indole à partir du tryptophane, conférant une odeur caractéristique aux cultures 

(champignons de Paris). 

L’exigence en facteurs X et/ou V peut aussi être utilisée en tant que méthode 

d’orientation. Cette méthode est appelée test de satellitisme. Elle permet de mettre en 

évidence la pousse de certaines espèces d’Haemophilus (Tableau 1) (49)(50). 
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 Pour cibler trois espèces du genre Haemophilus, on peut utiliser une alternative qui 

démontre l’incapacité des espèces « X-dépendantes » à synthétiser les porphyrines, 

précurseurs de l’hème. Si le test revient négatif, il nous oriente vers les trois espèces 

suivantes : H.influenzae, H.haemolyticus et H.ducreyi (49)(50). 

De nos jours, ces méthodes sont utilisées uniquement à titre de recherche car elles 

sont trop longues par rapport aux nouveaux outils d’identification d’espèce. 

 

 Identification d’espèce 

 

L’utilisation des caractères biochimiques et métaboliques des bactéries afin 

d’identifier une espèce est une méthode beaucoup trop longue et fastidieuse. 

Malheureusement, à l’heure actuelle, ces méthodes sont peu compatibles avec les exigences 

d’accréditation des laboratoires. 

Au laboratoire, la technique la plus utilisée et la plus fiable pour identifier une espèce 

est la spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrice Assisted Laser Desorption Ionization 

– Time of Flight, cf. annexe « MALDI-TOF MS ») (51). Le spectre obtenu est comparé avec 

la base de données disponible au laboratoire. Cette technique permet de différencier Hinf des 

70 % d’isolats non hémolytiques d’H.haemolyticus ; cette distinction ne pouvant pas être 

réalisée par méthode métabolique ou par analyse des séquences des gènes 16S. 

D’autre part, la Polymerase Chain Reaction (PCR, cf. annexe « La PCR ») est utilisée 

pour identifier l’espèce d’Haemophilus (52). Cependant, la similitude génétique entre les 

NTHi et Haemophilus haemolyticus limite le haut pouvoir discriminant de la PCR. 

Actuellement, il n’existe pas de gène unique capable de différencier spécifiquement les 

NTHi de H.haemolyticus (52). Le candidat le plus prometteur à ce jour est le gène hpd3, 

codant pour le protéine D (53)(52). C’est ce dernier qui possède la meilleur sensibilité                   

(88,9 %) et spécificité (91,7 %) pour les NTHi par rapport à sept autres gènes testés (ompP2, 

ompP6, lgtC, hpd1, 16S, fucK, iga) (Tableau 2). La détection d’Hinf encapsulé peut se faire 

à l’aide d’une PCR détectant le gène bexA (54). 
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Tableau 2. Sensibilité, spécificité et aire sous la courbe ROC des gènes utilisés afin de 
détecter les NTHi (52) 

Une autre méthode utilisant le séquençage de gènes conservés permet d’identifier la 

plupart des espèces sans les différencier (Hinf, H.aegyptus, H.parahaemolyticus, 

H.paraphrohaemolyticus). Il est possible d’utiliser une approche multigénique (Multi locus 

Sequence Typing, MLST) afin d’étudier certaines souches proches à la fois d’H.influenzae 

et d’H.haemolyticus (55)(56). Cette approche est trop longue et fastidieuse pour être utilisée 

en routine au laboratoire. 

 Typage 

Le biotypage d’Hinf se base sur des caractéristiques biochimiques telles que 

l’ornithine-décarboxylase, l’uréase et la production d’indole (32)(2). A partir de ces trois 

paramètres, on peut définir 8 biotypes (Tableau 3). Les isolats responsables des atteintes 

cliniques chez l’homme sont retrouvés dans les biotypes I, II, III et IV (57). Au sein des 

biotypes I et II, on retrouve la quasi-totalité des Hib (isolats encapsulées d’Hinf de type b) 

(57). Les isolats conjonctivaux font généralement partie du biotype III et les isolats 

urogénitaux du biotype IV (32). 

Tableau 3. Caractéristiques des biotypes d’Haemophilus influenzae (58) 
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Cependant, le typage essentiel est celui des souches encapsulées. C’est en 1931 que 

Margaret Pittman a défini les 6 sérotypes (a à f). La technique utilisée pour mettre en 

évidence ces sérotypes est l’agglutination à partir de sérums spécifiques. Cependant, la 

sensibilité de ces tests reste faible (59), il est donc indispensable d’utiliser une technique de 

PCR afin de confirmer le résultat.  

La PCR se base sur trois régions fonctionnelles codant pour la capsule                        

(locus I, II, III) nommées cap. Dans la région I, on retrouve le gène commun de capsule 

(bexA). Dans la région II, on a les gènes spécifiques aux capsules (acs, bcs, ccs, dcs, ecs, fcs) 

permettant de définir le sérotype spécifique (54)(60). Dans la région III, les gènes hcsA et 

hcsB sont impliqués dans l'exportation de polysaccharides en capsules (61). 

Néanmoins, il existe des discordances entre ces deux méthodes (agglutination/PCR) 

pouvant classer à tort les encapsulés en non encapsulés. Ceci est dû à une délétion partielle 

au niveau du gène bexA, le rendant indétectable par PCR alors qu’il est toujours actif avec 

l’agglutination positive. Une seconde méthode basée sur le gène bexB permet de différencier 

les vraies souches NTHi des souches typables. Ce gène se situe dans la région I et à la 

différence de bexA, il n’a jamais été décrit de mutations au niveau de bexB (60). Pour typer 

la bactérie, il est également possible d’utiliser une PCR en temps réel ciblant les gènes 

spécifiques de capsule (acs, bcs, ccs, dcs, ecs, fcs). Cette méthode est utilisée en routine dans 

certains laboratoires (62).  
Lors d’études épidémiologiques, c’est la méthode MLST (MultiLocus Sequence 

Typing) qui est utilisée afin de réaliser la comparaison des différents isolats d’Hinf (63). 

Généralement l’analyse de séquence de sept gènes concaténés, dit gènes domestiques, est 

utilisée. Les résultats sont ensuite comparés en ligne sur des banques de données. 

Bien qu’aisé, le typage d’Hinf par agglutination manque de pouvoir discriminant. Le 

typage moléculaire possède une meilleure sensibilité et spécificité que la méthode par 

agglutination. Cependant, cette méthode n’est pas disponible dans tous les laboratoires et ne 

peut pas détecter les suppressions complètes de capsule par délétion. Le biotypage à 

l’avantage de pouvoir associer la souche à une atteinte clinique spécifique ou à un groupe de 

sérotype. Cette méthode reste peu reproductible. A l’inverse, le MLST est une méthode 

précise, reproductible et robuste malgré le fait qu’elle soit fastidieuse, onéreuse et requiert 

un haut niveau d’expertise (60).  

A l’avenir la spectrométrie de masse MALDI-TOF pourrait être un outil de typage 

capsulaire rapide et intéressant. Elle a démontré sa sensibilité et sa spécificité dans une étude 

de Mansson et al, 2018 (64). Ils ont constitué leur propre base de données à partir de 258 

souches d’Hinf de différents laboratoires du monde entier. Chacune d’entre elles a été typée 

au préalable par MLST. Les isolats ont été sélectionnés pour représenter l’ensemble des 

types de capsules (a-f), des NTHi et des souches avec des variants capsulaires.  
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Figure 4. Schéma expliquant les étapes de validation de la database du MALDI 

Les analyses des composants principaux et des biomarqueurs des spectres de masse 

ont montré des regroupements et des pics de masse corrélés avec des lignées génétiques 

spécifiques au type de capsule. Les spectres bruts de tous les isolats (n=258) ont été prétraités 

et analysés via le logiciel d’analyse integré MALDIquant via R. Un lissage et une correction 

de la ligne de base ont également été effectués. Les spectres avec une allure aberrante 

(absence ou pic supplémentaire) et une mauvaise qualité (pic en dehors d’une plage de

500 ppm) étaient retirés. Si après le contrôle, moins de 20 spectres étaient retrouvés, de 

nouveaux spectres pour cet isolat spécifique étaient obtenus. Le but étant de créer des 

spectres principaux ou spectres de références. 

Puis 31 isolats ont été sélectionnés pour construire une base de données de typage 

des capsules. Afin d’obtenir des spectres de masse, chaque isolat a été spotté deux fois et 

trois analyses ont été effectuées sur chaque spot, ce qui a donné 6 spectres/isolats. Les isolats 

de la base de données de référence ont été déposés sur 8 spots, ce qui a donné  24 spectres, 

avant d'être ajoutés à la base de données.  

Pour valider cette base de données, les Hinf non utilisés comme référence ont été 

choisis (n=227). Comme tous les isolats étaient des Hinf, des valeurs de score élevées étaient 

attendues (>2,0). Chaque spectre a été classé en fonction du spectre de référence de la 

nouvelle base de données le plus proche. Pour la classification des isolats, ≥ 5/6 spectres 

classés au même type (a-f ou NTHi) étaient nécessaires. Si ≤ 4/6 spectres étaient classés au 

même type, l’isolat était classé comme non concluant. Pour améliorer la spécificité de la 

méthode de typage, compte tenu de l'hétérogénéité connue de NTHi, la base de données de 

typage des capsules a été complétée avec des isolats de NTHi qui n'avaient pas été 

correctement classés lors de la validation initiale, jusqu'à ce que tous les isolats de l'ensemble 

de l’évaluation non inclus dans la base de données soient correctement classés sur chaque 
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spectre. La validation avec les autres isolats (n=227) a montré une sensibilité de 100 % et 

une spécificité de 92,2 % pour les souches encapsulées (a-f ; n=61). 

Par la suite, la nouvelle base de données complétée (n=50) a été validée en aveugle 

en utilisant la classification par spectrométrie de masse MALDI-TOF d’une seconde 

collection de 126 souches d’Hinf provenant de prélèvements invasifs (sang et LCR). La 

sensibilité et la spécificité ont été calculées en utilisant le typage par PCR comme norme. La 

sensibilité et la spécificité sont toutes les deux de 100 % pour les souches encapsulées (b, e 

et f ; n=28). La spectrométrie de masse MALDI-TOF est une méthode précise pour le typage 

des capsules de Hinf. 

Après une validation à grande échelle, cette méthode a le potentiel pour une 

utilisation clinique et de recherche. Le niveau d’expertise nécessaire conjugué aux 

modifications des paramètres du spectromètre de masse requises rendent, malgré tout, son 

utilisation en routine complexe dans la majorité des laboratoires.   

 

En outre, l'analyse génomique a révélé un degré plus élevé de diversité génétique 

parmi les NTHi par rapport aux Hinf typables. La méthode de sérotypage du Whole Genom 

Sequencing (WGS) prédit avec précision le type de capsule Hinf et peut servir de méthode 

alternative pour le sérotypage des Hinf (61).  

 Dans cette étude, 395 isolats typables et 293 isolats NTHi ont été caractérisés par le 

WGS. L'analyse phylogénétique et le typage de séquences multilocus ont été utilisés pour 

caractériser la diversité génétique globale. Des comparaisons par paires ont permis d’évaluer 

les loci de la capsule. Une méthode de sérotypage WGS a été développée pour sérotyper 

Hinf. Les résultats du sérotypage WGS ont été comparés au sérotypage par agglutination sur 

lame (SAST) ou par PCR en temps réel (RT-PCR). 

Les isolats de chaque sérotype Hinf sont regroupés en un ou deux sous-clades, chaque 

sous-clade étant associé à un type de séquence (ST) distinct. Les isolats de NTHi étaient 

génétiquement divers, avec sept sous-clades et 125 ST détectés. Les régions I et III du locus 

de la capsule ont été conservées parmi les six sérotypes (≥ 82% identité nucléotidique). En 

revanche, les gènes de la région II étaient moins bien conservés, avec seulement six paires 

de gènes de tous les sérotypes présentant une identité nucléotidique de ≥ 56%. La méthode 

de sérotypage du WGS était conforme à 99.9 % à la SAST et à 100 % à la RT-PCR pour 

déterminer le sérotype Hinf. 

Le typage par la méthode du WGS est actuellement peu utilisé,  mais représente une 

perspective d’avenir en regard de la démocratisation progressive des méthodes de 

séquençage haut débit.  
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 Diagnostic direct sur échantillon 

 

Dans certaines situations urgentes, le délai diagnostic d’une culture peut-être jugé 

trop long. C’est pour cela que différentes méthodes diagnostiques peuvent-être réalisées 

directement sur les prélèvements. Les prélèvements ciblés sont le liquide céphalo-rachidien 

(LCR) et le sang. Trois méthodes peuvent être utilisées : 

- la recherche d’antigènes solubles capsulaires b peut-être réalisée par agglutination 

latex ou immuno-chromatographie sur LCR ou sérum. La sensibilité et la spécificité de ce 

test restent faibles, ce qui nécessite un contrôle par méthode de biologie moléculaire. 

- la mise en évidence d’acides nucléiques d’Hinf dans le LCR et le génosérotypage 

capsulaire par PCR. Cette méthode permet un gain de temps précieux sur le diagnostic des 

méningites bactériennes communautaires. Certains automates permettent la détection de 

pathogènes viraux, bactériens et parasitaires à partir d’un panel unique (Biofire®, cf. annexe 

« Le Biofire »). D’autre part, ces méthodes de PCR syndromique multiplex s’utilisent de 

plus en plus dans les prélèvements respiratoires notamment en réanimation.  Elles permettent 

une adaptation rapide de l’antibiothérapie.  

- le séquençage de nouvelle génération permet, via une amplification du gène 16S, 

d’obtenir de nombreux amplicons qui seront ensuite séquencés (65). Après obtention de la 

séquence d’intérêt, un Basic Local Alignement Search Tool (BLAST) de cette dernière 

permet de mettre en évidence Hinf ou une autre espèce. Ce type de détection peut être réalisé 

sur des prélèvements invasifs de type LCR ou sang, mais il peut aussi être utilisé pour des 

prélèvements polymicrobiens tels que les prélèvements respiratoires (66). Les agents 

pathogènes respiratoires peuvent être identifiés directement à partir des expectorations en 

comparant le rapport relatif des lectures alignées (reads) des séquences générées avec chaque 

bactérie, sans qu'il soit nécessaire de procéder à un examen microscopique ou à une 

bronchoscopie. Toutefois, des études supplémentaires portant sur un plus grand nombre de 

cas sont nécessaires pour établir des critères diagnostics fiables pour les agents pathogènes 

respiratoires, basés sur l'abondance relative de lecture par rapport aux bactéries 

commensales. Pour ce faire, le MinION (séquençage de nanopore 16S, cf. annexe 

« LeMinION ») est un séquenceur à haut débit de petite taille. Avec ce séquenceur, les 

lectures générées peuvent être analysées en temps réel, ce qui rend cette approche 

prometteuse (67). Le délai d’exécution du séquençage de MinION 16S est d’environ                        

10 heures. L'approche diagnostique basée sur le séquençage de l'amplicon 16S peut être plus 

sensible que les tests conventionnels et serait particulièrement utile pour identifier les 

bactéries non cultivables ou détecter les bactéries dans les échantillons collectés après 
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exposition aux antibiotiques. Par conséquent, cette méthode pourrait permettre de détecter 

des agents pathogènes qui n'ont pas été détectés par les tests conventionnels. 

 

 Diagnostic indirect 

 

L’utilisation de la sérologie afin de détecter les anticorps dirigés contre Haemophilus 

influenzae n’est pas utilisée comme méthode diagnostique (cf. annexe « Sérologie 

Haemophilus influenzae b »). Cette sérologie permet d’évaluer la présence d’anticorps 

protecteurs post-vaccination. Ce test est recommandé pour les patients immunodéprimés 

(transplanté, maladie auto-immune, splénectomisé, etc.). 
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1.2. Mécanismes de résistance aux antibiotiques 

 
1.2.1. Généralités 

 

In vitro, Hinf sauvage est naturellement sensible aux -lactamines (sauf vis à vis des 

isoxazolyl-pénicillines et de la cefsulodine), quinolones, cyclines, rifampicine, sulfamides, 

triméthoprime, phénicolés, fosfomycine, aminosides, nitrofuranes et à la mupirocine. Les 

macrolides et les streptogramines sont actifs in vitro pour des concentrations minimales 

inhibitrices (CMI) de 1 à 4 mg/L, mais in vivo leur efficacité se révèle nulle (68).  

D’autre part, Hinf possède des résistances naturelles aux lincosamides, 

glycopeptides, nitro-imidazolés, oxazolidinones, à l’acide fusidique et à la bacitracine. 

En pratique, les molécules les plus utilisées sont les -lactamines (69)(70), les 

fluoroquinolones, le cotrimoxazole (triméthoprime-sulfaméthoxazole), la doxycycline et la 

rifampicine. Parmi les -lactamines, les plus utilisées sont l’amoxicilline, l’amoxicilline-

acide clavulanique, la ceftriaxone et le cefotaxime (C3G les plus actives).  

La sensibilité inconstante aux β-lactamines et au cotrimoxazole ainsi que l'émergence 

de souches résistantes aux quinolones rendent la réalisation d’un antibiogramme nécessaire 

dans la plupart des situations cliniques. 

Au laboratoire, on utilise des méthodes par diffusion en milieu solide (gélose MH-F) 

sur lesquels on dépose des disques imprégnés par des doses définies d’antibiotique ou bien 

à l’aide de bandelettes imprégnées d’un gradient d’antibiotique (epsilométrie). On 

ensemence la boite au préalable avec un inoculum de notre bactérie quantifié à 0,5 

McFarland. L’incubation se fait à 204 heures sous 5% de CO2 et à une température de 

35  2°C. La liste standard d’antibiotiques à tester est la suivante : pénicilline G, ampicilline, 

amoxicilline-acide clavulanique, doxycycline, cotrimoxazole et acide nalidixique.  

En fonction de l’écologie du patient et du service, les souches habituellement 

retrouvées peuvent avoir des mécanismes de résistance acquis, c’est pour cela qu’une liste 

complémentaire d’antibiotiques est proposée : céfixime, céfotaxime, méropénème, 

chloramphénicol, rifampicine, fluoroquinolones, gentamicine. Cette liste doit être adaptée 

en fonction des pathologies. Ces règles sont fixées par le Comité de l’Antibiogramme de la 

Société Française de Microbiologie (CA-SFM). La réalisation de l’antibiogramme en milieu 

liquide est peu fiable. 
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1.2.2. Résistances et dépistage 

Pour dépister la résistance d’Hinf aux -lactamines et aux fluoroquinolones, il existe 

un algorithme.  

Pour les -lactamines, un disque de pénicilline G est chargé à 1 UI. Si le diamètre 

d’inhibition est  12 mm, la souche est sensible à toutes les -lactamines. Si le diamètre 

d’inhibition est < 12 mm, la réalisation d’un test phénotypique mettant en évidence ou non 

une -lactamase (test Céfinase, cf. annexe « Test à la Céfinase ») est indispensable afin 

d’orienter le mécanisme de résistance.  

Si le test à la céfinase se révèle négatif, il faut mesurer la CMI des -lactamines de 

façon systématique afin de les utiliser chez le patient.  

Si le test à la céfinase est positif, cela indique une résistance de la souche à 

l’ampicilline, l’amoxicilline et la pipéracilline ; les souches ayant un diamètre critique les 

rendant sensibles à l’amoxicilline-acide clavulanique et aux autres -lactamines peuvent être 

utilisés chez le patient. Mais si les souches sont résistantes à l’amoxicilline-acide 

clavulanique, il faut obligatoirement mesurer la CMI des molécules d’intérêt. 

Tableau 4. Dépistage de la résistance aux β-lactamines chez Hinf 

Pour les fluoroquinolones, un disque d’acide nalidixique est chargé à 30 g. Si le 

diamètre d’inhibition est  23 mm, la souche peut être rendue sensible aux fluoroquinolones 

(lévofloxacine, moxifloxacine, ciprofloxacine, ofloxacine). Si le diamètre est < 23 mm, la 

sensibilité des différentes fluoroquinolones d’usage clinique devra être déterminée.  
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1.2.3. Mécanismes de résistance  

 
Il existe différents types de mécanismes de résistance : enzymatique (enzyme 

inactivant les antibiotiques), diminution de la perméabilité (pompe à efflux), modification 

de la cible (méthylation de l’ARN 23S par exemple), génétique (substitution, délétion, 

insertion). 

Pour Hinf, la résistance aux -lactamines peut être causée par deux 

mécanismes (71)(72)(1): 

- Le premier mécanisme de résistance est enzymatique avec la production d’une                      

-lactamase (TEM-1 ou ROB). On appelle ces souches les BLPAR : -lactamase positive 

ampicillin resistant. Cette enzyme inactive les molécules citées ci-dessus c’est à dire 

l’ampicilline, l’amoxicilline, la pipéracilline. L’utilisation d’acide clavulanique en 

association avec l’amoxicilline permet de saturer cette enzyme par analogie de structure 

(substrat suicide). Ce mécanisme de résistance est retrouvé pour 15 % des isolats. Il est donc 

indispensable de réaliser le test à la Céfinase lorsque l’on isole ce germe dans un prélèvement 

d’intérêt clinique. 

Le premier signalement de résistance à l’ampicilline a été réalisé en 1972 (73). Le mode de 

transmission de ce mécanisme se fait par l’acquisition de plasmide. Les premiers à avoir été 

mis en évidence sont les plasmides contenant les gènes codant pour des -lactamases 

blaTEM1/2 et blaROB1, blaTEM1 étant le plus répandu. Il est mobile grâce à son association 

au transposon Tn2/3 déjà présent sur un plasmide cryptique de Hinf. Ce dernier peut aussi 

s’intégrer au chromosome, apportant d’autres types de résistances (68)(74). Une étude a 

démontré in vivo que des plasmides conjugués contenant ces gènes codants pour des                        

-lactamases pouvaient être transférés à l’espèce Escherichia coli, ce qui indique la 

possibilité d’une propagation inter-espèce de la résistance (75).  

- Le deuxième mécanisme de résistance est dû à une modification de la cible de 

l’antibiotique. Hinf possède différents gènes codants pour quatre PLP (protéine liant les 

pénicillines) mais plusieurs études ont démontré qu’il n’y avait pas de liens entre les 

résistances et les mutations des PLP1, 2 et 4 (76)(77). Cette mutation intrinsèque touche la 

principale protéine liant les protéines, la PLP3. Cette dernière est codée par le gène ftsI.                    

Il existe plusieurs mutations autour des zones fonctionnelles de la protéine. Ces différentes 

mutations permettent de classer la PLP3 en quatre classes. Les principales mutations 

conférant une résistance se trouvent dans l’un des deux sites fonctionnels perturbant le motif 

Lys-Thr-Gly (KTG) ou Ser-Ser-Asn (SSN), conduisant à une diminution de la liaison de 

l’ampicilline à la PLP3 (78)(77). On appelle ces souches les BLNAR : -lactamase négative 
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ampicillin resistant. Cette variation entraine une résistance variable de la souche à 

l’ampicilline, l’amoxicilline, la pipéracilline, mais aussi à l’amoxicilline-acide clavulanique 

et aux céphalosporines de 3ème générations (79)(78). Pour l’utilisation de ces molécules, il 

est donc indispensable de réaliser les CMI des molécules d’intérêt clinique.  

 

Ces deux mécanismes de résistance peuvent se retrouver seuls ou combinés dans 2 à 

5 % des cas. Ces souches sont nommées BLPACR (-lactamase positive amoxicillin 

clavulanate resistant). La conséquence d’une association de ces deux mécanismes entraine 

une résistance plus élevée à l’amoxicilline (que dans le phénotype BLNAR).  

Donc, avec ces deux mécanismes de résistance, il est indispensable suite à 

l’isolement de souches issues de prélèvements d’intérêts cliniques, de réaliser 

l’antibiogramme ainsi que le test à la céfinase. 

 

Pour Hinf, la résistance via une modification de la cible peut toucher d’autres 

antibiotiques. Comme pour la résistance à l’ampicilline, Hinf peut modifier la cible des 

macrolides, l’ARN ribosomal 50S ainsi que les protéines de liaison aux ribosomes. Ces 

modifications entrainent un haut niveau de résistance (80)(81). On note la présence constante 

d’une pompe à efflux AcrB qui, par définition, entraine une sensibilité réduite aux 

macrolides (82). 

 

Pour les quinolones, le mécanisme de résistance est lui aussi une modification de la 

cible par mutation des gènes gyrA et gyrB codant pour l’ADN gyrase et des gènes parC  et 

parE codant pour la topoisomérase de classe IV (83)(84)(85)(86). 

Le NTHi peut persister dans un hôte pendant plusieurs années, entrainant des 

remaniements génétiques. Durant ce temps, l’exposition aux antibiotiques est un facteur de 

risque de développement de résistances aux antibiotiques par acquisition ou propagation de 

matériel génétique. La recombinaison génétique est un mécanisme très fréquent chez Hinf. 

Il possède une capacité naturelle permettant l’absorption d’ADN par une machinerie située 

au niveau de l’enveloppe cellulaire. Ce mécanisme favorise le passage de courtes séquences 

d’ADN qui s’intègrent par la suite au génome de la bactérie. Ce phénomène permet une 

recombinaison accrue entre différentes souches (87)(88)(89). L’échange de mécanismes de 

résistance est facilité par ce mécanisme notamment pour le transfert du gène ftsI (90)(91). 
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On sait que Hinf fait partie du microbiote respiratoire, au sein duquel on retrouve 

aussi le Streptococcus pneumoniae et la Moraxella catarrhalis. Ces agents sont responsables 

des surinfections de BPCO et des OMA.  

Le pneumocoque a, lui aussi, vu son épidémiologie changer suite à la mise en place 

d’une vaccination. Les sérotypes non ciblés par le vaccin ont augmenté (92)(93)(94).  

Lors de portages ou d’infections polymicrobiennes, le risque d’échange multilatéral, 

sans transfert de gêne, de mécanismes de résistance est présent. Moraxella catarrhalis 

sécrète des vésicules de membranes externes (OMV) contenant des -lactamases qui 

hydrolysent les -lactamines. Ce mécanisme protège les souches de pneumocoque et de Hinf 

sensibles à ces antibiotiques (95).  

De plus, ces OMV contiennent des facteurs de résistance au complément, protégeant 

les souches de l’immunité de l’hôte (96). Un mécanisme similaire a été observé avec des 

OMV provenant de Hinf commensaux (NTHI). Ces OMV contiennent également des                        

-lactamases protégeant les Streptococcus du groupe A de l’action de l’amoxicilline (97). 

 

1.2.4. Répartition mondiale de la résistance 

 

Au niveau mondial, on note une augmentation des résistances BLPAR et BLNAR 

(1). Les données de la figure 5 ont été extraites à partir de différentes études 

(78)(98)(99)(100)(101)(102)(103). Ces deux mécanismes incluent aussi les souches avec 

une résistance aux céphalosporines.  

Dans ces études récentes, la plupart des souches étudiées étaient des NTHi.  

Initialement, les BLNAR étaient principalement retrouvées au Japon, où la vaccination anti-

Hib n’a été introduite qu’en 2009. On voit qu’au cours de ces vingt dernières années, les 

BLNAR se sont propagées dans le monde entier. Le Japon est le pays répertorié avec le plus 

haut taux de BLNAR, plus de 50 % des souches isolées. 
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Figure 5. Répartition des mécanismes de résistance dans le monde (1) 

Donc, avec l’augmentation du nombre de cas de résistances des NTHi, et compte 

tenu du nombre limité de données de surveillance de la résistance aux antibiotiques pour 

NTHi, il est indispensable de documenter la résistance aux antibiotiques des NTHi via la 

réalisation d’un antibiogramme et de biologie moléculaire afin d’en comprendre leurs 

mécanismes. 

1.2.5. Répartition en France 

Tous les ans en France, le Centre National de Référence (CNR) Hinf caractérise

les résistances aux antibiotiques. Ces données se basent sur un réseau de plus de

700 laboratoires de bactériologie.  

En 2017, les isolats invasifs (n=138, issus de liquide céphalo-rachidien, 

d’hémoculture, biopsie osseuse, liquide articulaire, liquide pleural) ont représenté 57 % des 

isolats reçus au CNR. Parmi les isolats non-invasifs (n=100), 17 % avaient été responsables 

d’infections génitales ou maternofœtales, 11 % d’otites moyennes aiguës du jeune enfant et 

72 % d’infections respiratoires (104). La plupart des isolats non invasifs étaient non typables 

(99 %) et cette proportion était significativement moindre parmi les isolats invasifs (75 %). 
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Le sérotype f était le plus fréquemment observé, mais les sérotypes b et a étaient également 

présents parmi les isolats invasifs. 

Les tests de sensibilité aux antibiotiques ont indiqué que 24 % des isolats invasifs 

étaient résistants à l'ampicilline, mais ce pourcentage était significativement plus élevé              

(51 %, p < 0,001) parmi les isolats non invasifs.  

D’après leurs données, on observe un pourcentage de BLPAR de 21 % en 2017. Au 

sein de ces BLPAR, on ne note pas de différence statistiquement significative entre les isolats 

invasifs et non invasifs.  

De plus, 15 % des souches isolées en 2017 sont de type BLNAR. Au sein de ce 

groupe, on observe une différence statistiquement significative (p<0,001) entre la proportion 

d’isolats invasifs (7 % de BLNAR) et la proportion des isolats non-invasifs (24 % BLNAR). 

La majorité de ces isolats sont également résistants aux céphalosporines de troisième 

génération (CMI>0,125mg/L). Les isolats BLNAR étaient liés à une modification du gène 

ftsI codant pour la protéine de liaison à la pénicilline 3 (PLP3). En particulier, les allèles ftsI 

qui hébergeaient les mutations D350N, S357N, M377I et S385T étaient résistants à 

l'ampicilline et aux céphalosporines de troisième génération. Ces isolats étaient plus 

fréquents parmi les isolats non invasifs. La forte proportion de résistance à l'ampicilline par 

mutation dans le ftsI parmi les isolats non invasifs peut suggérer un coût biologique de ces 

mutations sur la fonction de PLP3 qui peut conduire à une invasion bactérienne plus faible. 

Les données pour le triméthoprime-sulfaméthoxazole montrent un taux de résistance 

constant d’environ 20 % alors qu’il est de seulement 2 % pour les tétracyclines et les 

fluoroquinolones. Cependant en 2017, les souches résistantes à la ciprofloxacine étaient 

toutes isolées dans un contexte d’infections non invasives. 

 

Les souches résistantes à l’amoxicilline et à l’ampicilline représentent donc une 

proportion importante des souches. Cette proportion est significativement plus importante 

parmi les souches non invasives. 

L’émergence des isolats résistants aux céphalosporines de troisième génération est 

notable (11 % en France en 2017) et a été signalée dans d’autres pays européens. Ces 

résultats soulignent la nécessité de maintenir une surveillance et de renforcer le séquençage 

du gène ftsI codant pour la PLP3.  
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1.3. Épidémiologie - vaccination et évolution de l’incidence 

Jusqu’à la fin du XXème siècle, plus de 95 % des infections invasives étaient causées 

par les souches Hinf encapsulées du sérogroupe b (Figure 6b). En 1993, la mise en place de 

la vaccination systématique anti-Hib des nourrissons a drastiquement réduit l’incidence des 

méningites, épiglottites et pneumonies.  

Suite à cette vaccination massive et mondiale, l’isolement des souches Hib est très 

rare et on voit l’émergence de nouvelles souches invasives de Hinf non encapsulées dites 

non typables (NTHi) (1). En France, l’incidence des méningites à Hinf est passée de 0,6 à 

0,08 pour 100 000 habitants/an entre les années 1993 et 2010.  

Figure 6. Cartes et graphiques de l’évolution des différents sérotypes par pays (1) 
(a) On voit sur cette carte que la couverture vaccinale en 1996 est faible. (b) On note un changement 
de sérotype au sein des différents pays européens. En 1996 prédominance de Hib, en 2016 une 
majorité de NTHi est isolée. (d) Évolution de la couverture vaccinale mondiale entre 1991 et 2017. 
(e) La couverture vaccinale mondiale en 2017 est quasi-complète. On peut donc supposer que la 
quasi-totalité des souches Hi isolées sont des NTHi comme le démontrent de nombreuses études. 
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1.3.1. Généralités 

 

La vaccination est un processus qui consiste à induire une réponse immunitaire 

adaptative contre des microorganismes. La primo-vaccination peut être complétée par des 

injections de rappel afin d'obtenir une immunité plus efficace contre l'agent pathogène ciblé.  

 Le vaccin contre Hib est un vaccin conjugué de type inactivé : on retrouve dans sa 

composition la présence d’antigènes capsulaires polysaccharidiques de Hib. Ces antigènes 

capsulaires entrainent une réponse thymo-indépendante. Ils ne stimulent donc qu’une 

réponse primaire IgM. De plus, il n’y a pas de réponse chez l’enfant de moins de deux ans. 

Afin de pallier ce problème, il a été conjugué à l'antigène polysaccharidique une protéine 

telle que l'anatoxine tétanique. Ce vaccin conjugué permet d'initier une réponse immunitaire 

thymo-dépendante permettant une immunité dès le plus jeune âge et une mémoire 

immunitaire prolongée. La réponse IgG protége contre les deux pathogènes.  

Donc le vaccin anti-Haemophilus influenzae de groupe b est de type conjugué et 

combiné. On le retrouve dans les vaccins combinés suivants : Infanrix quenta® /Pentavac® 

(Diphtérie, Tétanos, Coqueluche, Poliomyélite, Hib), Infanrix Hexa®/Hexyon®/Vaxelis® 

(mêmes pathogènes associés à l’hépatite B). Un vaccin monovalent existe, Act-Hib®.  

 

1.3.2. Schéma vaccinal 

 

L’article L. 3111-1 du code de la santé publique (CSP) dispose que « la politique de 

vaccination est élaborée par le ministre chargé de la santé qui fixe les conditions 

d’immunisation, énonce les recommandations nécessaires et rend public le calendrier des 

vaccinations après avis de la Haute autorité de santé ». 

 
Les recommandations vaccinales françaises ont été modifiées et depuis le                        

1er janvier 2018 certains vaccins dont les vaccins contre la coqueluche, les infections 

invasives à Haemophilus de type b, les infections à pneumocoque, l’hépatite B, les infections 

invasives à méningocoque de sérogroupe C, les oreillons, la rubéole et la rougeole sont 

passés du statut de vaccins recommandés à obligatoires. 

Sauf contre-indications, ces vaccins doivent être réalisés dans les 18 premiers mois 

de la vie tout en respectant le calendrier vaccinal (105). Les enfants ne suivant pas ces 

recommandations ne pourront pas rentrer en collectivité. On a une réelle prise de conscience 

collective grandissante de la gravité que peuvent représenter ces pathogènes.  
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Tableau 5. Recommandations du calendrier vaccinal chez les enfants de moins de 18 ans 
Les vaccins sur fond bleus sont obligatoires pour les enfants à partir de janvier 2018. Les encadrés 
verts indiquent une co-administration possible (105) 

Le schéma vaccinal contre Hib est composé d’une première vaccination à l’aide de 

deux injections, l’une au 2ème mois et l’autre au 4ème mois de vie. Puis un rappel vaccinal au 

11ème mois de vie (105). Cette vaccination s’effectue en combinaison avec les autres vaccins 

obligatoires. 

Il existe de rares échecs de vaccination, notamment dus à des schémas vaccinaux 

incomplets ou des déficits immuns. Pour les enfants non vaccinés et en contact avec un 

patient affecté par Hib, une chimioprophylaxie est indispensable. La molécule de choix est 

la rifampicine (10mg/kg/j en une prise par jour pendant 4 jours). 

1.3.3. Vaccin et phénotypes 

Les souches capsulées principalement restantes sont de sérotypes f et e (106). Bien 

que maintenant rare, Hib reste le plus délétère des sérotypes chez le jeune enfant (6 mois à 

2 ans). Le sérotype a (Hia) possède une virulence proche de Hib (107) et est à l’origine 

d’infections ayant une gravité quasi-similaire. Il est rarement retrouvé en France 

métropolitaine, mais sa prévalence n’est pas à négliger dans certaines populations aborigènes 

(Amérique du Nord, Australie, Amérique amazonienne, Océan Indien).  

A contrario, les sérotypes c et d ne sont quasiment jamais isolés y compris en portage 

(108). Il a été décrit au Brésil entre les années 1984 et 1993 l’apparition d’un clone d’Hinf 
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non capsulé (Hinf du biogroupe aegyptus). Cette souche à la virulence considérable est 

responsable de tableaux de purpura fulminans à point de départ conjonctival, sans atteintes 

méningées, et une mortalité atteignant 70 % chez le jeune enfant.  

 Dans l’ère post-vaccinale, NTHi est la souche la plus fréquente causant des infections 

des voies respiratoires supérieures et inférieures, des otites ainsi que des surinfections de 

BPCO (109)(110).  

 

1.3.4. Vers un vaccin anti-NTHi ? 

 
La réalisation d’un vaccin permettrait de diminuer la prévalence des infections 

respiratoires causées par les NTHi (11). La prévention des infections respiratoires aiguës à 

NTHi peut être réalisée, d’une part, par modulation de l’adhésion, de l’invasion et de la 

prolifération bactérienne. D’autre part, le traitement d’une infection chronique exige une 

stratégie de modulation de la réponse immunitaire (111).  

 La prévention des infections à NTHi est basée sur des mécanismes humoraux et 

cellulaires de l’immunité innée. Ces facteurs ont été traités pour certains dans la partie sur 

les facteurs de virulences. Ces mécanismes semblent être des pistes fiables afin d’étudier 

leurs modulations et la potentielle création d’un vaccin anti-NTHi (111). 

Des essais randomisés ont été réalisés chez des patients adultes ayant des infections 

chroniques des voies respiratoires supérieures. L’objectif était d’induire une immunité post-

vaccinale permettant de diminuer la fréquence des bronchites chroniques à partir d’un vaccin 

anti-NTHi vivant, atténué, administré par voie orale (112)(113)(114)(115). Ces études ont 

montré une protection partielle contre la bronchite. Le critère de jugement de l’étude était la 

diminution de la quantité de portage de NTHi. 

Une protection contre les infections aiguës a été démontrée au cours des trois mois 

suivant la vaccination (112)(115). Cependant, à l’exception d’une étude (114), la 

surveillance des patients n’a pas été prolongée plus de trois mois. Dans cette étude de 

Lehmann et al, on a observé une efficacité protectrice durant les neuf mois de surveillance 

post-vaccination. Devant ces résultats, il est indispensable que d’autres études soient 

réalisées afin de déterminer l’efficacité réelle de la protection respiratoire à long terme de 

cette vaccination orale. 

 La recherche de ce vaccin anti-NTHi reste encore un long chemin car il ne faut pas 

oublier que cette bactérie fait partie du microbiote de voies respiratoires supérieures. Ainsi, 

les conséquences d’une modulation de ce dernier sont peu connues. 
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2. Partie 2 : L’étude 

 

2.1. Matériel et méthodes 

 
Notre étude s’intéresse à l’épidémiologie des Haemophilus influenzae isolés à 

l’Assistance Publique des Hôpitaux de Marseille (AP-HM). La base de données utilisée pour 

l’extraction des données est celle du laboratoire de microbiologie de l’Institut Hospitalo-

Universitaire (IHU) Méditerranée Infection. Les critères d’infections à Hinf décrits par 

l’Union Européenne (U.E.) ont été utilisés pour définir nos cas (116) :  

- Une infection invasive à Hinf (méningite, bactériémie, IOA) est confirmée par 

l’isolement de la bactérie au laboratoire à partir d’un site normalement stérile. La 

méthode utilisée dans notre étude est l’isolement de la bactérie par culture. Selon les 

critères de l’U.E., une méthode de détection d’acides nucléiques à partir d’un site 

stérile est utilisable.  

- Pour les pneumopathies à Hinf, qui sont elles aussi des infections invasives, les critères 

sont les suivants : culture quantitative positive à partir d’un prélèvement respiratoire 

bas (Lavage Broncho-Alvéolaire (LBA) ≥ 104 UFC, aspiration bronchique et brosse 

bronchique ≥ 104 UFC, crachat  ≥ 107 UFC, liquide pleural avec culture positive). Pour 

l’ensemble de ces patients, nous avons retrouvé au moins un signe clinique et/ou 

radiologique : toux, dyspnée, tachypnée, fièvre, expectorations purulentes, lésion 

pulmonaire à la radio ou au scanner. Ces données ont été extraites du logiciel patient 

aXigate®.  

- Une infection ostéo-articulaire (IOA) à Hinf est définie selon les critères de l’U.E. par 

l’isolement de la bactérie en culture à partir d’un prélèvement d’os ou de liquide 

articulaire. 

- Les otites à Hinf sont définies selon les critères de l’U.E. par l’isolement de la bactérie 

à partir d’un prélèvement local (otite externe : drainage purulent du conduit auditif ; 

otite moyenne : liquide de paracentèse). L’isolement de la bactérie doit être associé à 

de la fièvre et/ou une otalgie.  

- Les sinusites à Hinf, quant à elles, sont définies par l’isolement de la bactérie à partir 

d’un prélèvement purulent issu d’une cavité sinusienne. 

 

 L’identification de l’espèce bactérienne à partir des colonies est réalisée par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF (117). 
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Sélection et préparation des datas 

Nous avons analysé de façon transversale les données traitant des infections invasives 

et non invasives à Haemophilus influenzae à l’AP-HM du 1er janvier 2014 au          

31 décembre 2019 inclus. Les données ont été extraites sous forme de tableaux à partir du 

logiciel NexLabs® (logiciel de validation et d’extraction de données du laboratoire).  

Ces données de base regroupaient l’ensemble des Hinf isolés en culture à l’IHU à 

partir de tous types de prélèvements (n=4116). Les doublons ont été supprimés en se basant 

sur le numéro de séjour du patient à l’hôpital (n=1053). Nous avons retiré un patient pour 

lequel le type de prélèvement n’était pas précisé.  

De plus, nous avons exclu les patients pour lesquels la bactérie était retrouvée dans 

des prélèvements non pertinents pour notre étude (n=1439) : abcès, tissus mous, 

prélèvements respiratoires de patients atteints de mucoviscidose, écouvillons, cornées, 

ganglions, gastriques,  liquides de drains, matériels, pharynx, placentas, prélèvements 

urétraux, prélèvement organes génitaux internes, spermes, urines, prélèvements vaginaux.  

Nous avons analysé 1623 patients pour lesquels Hinf a été retrouvé dans un 

prélèvement d’intérêt : hémocultures, LCR, LBA, aspirations bronchiques, crachats, liquides 

pleuraux, liquides articulaires, os, conduits auditifs externes, liquides de paracentèses, 

biopsies de sinus. 

Figure 7. Flowchart de sélection des patients de notre étude 
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Nous avons extrait les données suivantes : âge, sexe, source de l’infection (type de 

prélèvement), nombre de cas par année, sensibilité aux antibiotiques, porte d’entrée des 

bactériémies, des méningites et des IOA, mortalité à 2 semaines des infections invasives.  

Les prélèvements ont été regroupés afin d’obtenir deux groupes, les infections 

invasives et les infections non invasives. Dans les infections invasives, on regroupe les 

bactériémies (hémocultures) ; les méningites comprenant les LCR ; les pneumopathies 

comprenant les LBA, aspirations bronchiques, crachats, liquides pleuraux ; et les IOA 

comprenant les liquides articulaires et les os. Dans les infections non invasives, on regroupe 

les sinusites comprenant les biopsies de sinus ; les otites comprenant les prélèvements de 

conduits auditifs externes et les liquides de paracentèses.  

Nous avons regroupé les patients par classes d’âge : < 1 an, 1-4 ans, 5-19 ans,                   

20-39 ans, 40-59 ans et > 60 ans. Ces classes d’âge ont été déterminées par rapport à 

l’épidémiologie rencontrée vis-à-vis de ce pathogène. De plus, nous avons typé les souches 

d’Hinf afin de définir l’appartenance au sérogroupe b ou non de ces dernières.  

 

L’analyse des données 

 

Nous nous sommes intéressés au nombre de cas par années et par classe d’âge, à la 

répartition homme/femme en fonction des classes d’âge et aux types d’atteintes en fonction 

des classes d’âges. Nous nous sommes également intéressés aux infections à Hinf en fonction 

du temps, aux différentes portes d’entrées des bactériémies, méningites et IOA et à la 

mortalité des infections invasives à Hinf. De plus, nous avons déterminé le sérogroupe de 

nos souches par PCR (Hib ou non). Les tests du Khi-Deux ont été réalisés lorsqu’appropriés 

à l’aide de la plateforme Openepi (118). Le risque  est fixé à 0,05. 

 

 Typage  

 

Les souches d’intérêts, après ensemencement sur gélose, ont été identifiées comme 

Hinf par spectrométrie de masse MALDI-TOF. Après chaque identification, les souches sont 

conservées à l’aide de cryonunc stockés dans des biobanques à -80° C. Une partie de notre 

travail a été de rassembler rétrospectivement toutes ces souches ; 310 des 1623 souches ont 

été retrouvées, soit 19 %. Ce pourcentage s’explique par une mise en place non systématique 

de la cryobanque des souches au laboratoire, qui diffère en fonction de la nature des 

échantillons. Les prélèvements respiratoires représentaient 82,3 % des souches retrouvées ; 

les hémocultures représentaient 16,1 % ; et les LCR 1,6 %.   
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Une fois rassemblées, les 310 souches ont été analysées par PCR en temps réel afin 

d’identifier si elles étaient de type b ou non. Pour ce faire, deux étapes ont été mises en place.  

Tout d’abord, une étape d’extraction de l’ADN est mise en œuvre à partir des 

cryotubes car les souches remises en culture n’étaient pas viables. Cette phase d’extraction 

a été réalisée à l’aide de l’automate King Fischer et du kit NucleoMag® Pathogen. Ce dernier 

est conçu pour l'isolement de l'ADN bactérien à partir de fluides non cellulaires (150 µL). 

La technique utilisée est basée sur l'adsorption réversible d'acides nucléiques sur des billes 

magnétiques dans des conditions tampons adaptées. La lyse de l'échantillon est réalisée par 

incubation avec un tampon de lyse NPL1 (150 µL) contenant des ions chaotropiques et 

soutenus par la digestion à la protéinase K (15 µL).  Pour la liaison des acides nucléiques 

aux billes magnétiques, le tampon de liaison NPB2 et les billes sont ajoutés au lysat. Après 

la séparation magnétique, les billes sont lavées pour éliminer les contaminants et les sels à 

l'aide de tampons de lavage NPW3, NPW4, et 80 % d'éthanol. L’éthanol résiduel provenant 

des étapes de lavage précédentes est éliminé par séchage à l'air. Enfin, l'ADN pur est élué 

avec une zone tampon à faible teneur en sel. A la fin de l’extraction, on obtient 80 µL d'ADN 

purifié.  

Par la suite, nous avons réalisé différentes PCR en temps réel (qPCR) : PCR 

Haemophilus influenzae b, Haemophilus influenzae, T4. Les deux PCR ciblant Hinf et T4 

ont servi de témoins d’extraction de l’ADN. La PCR Hinf cible le gène ompP et permet de 

confirmer le résultat du MALDI-TOF (119). 

Notre PCR d’intérêt, Hinf b, cible le gène bcs3 (62). Nous avons utilisé une souche 

de type b analysée par le Centre National de Référence (CNR) des Hinf comme témoin 

positif (T+). Cette dernière a été diluée au 1/1000ème afin de ne pas contaminer les plaques 

de PCR. Les réactions d’amplification d’acides nucléiques ont toutes été réalisées sur le 

LightCycler® 480 Instrument de Roche. 

 

 Test de Sensibilité aux antibiotiques 

 

Nous avons évalué la sensibilité des antibiotiques suivants : amoxicilline, 

amoxicilline-acide clavulanique, ceftriaxone, gentamicine et l’acide nalidixique. Pour ce 

faire, un antibiogramme a été réalisé pour chacune de nos souches. La méthode utilisée est 

la diffusion en milieu solide sur gélose MH-F. La production de -lactamase a été déterminée 

par le test à la Céfinase. Pour toutes les souches ayant une détection de résistance à 

l’amoxicilline-acide clavulanique via le diamètre d’inhibition, une CMI amoxicilline-acide 
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clavulanique par bandelette a été réalisée. Le but de ces tests est d’analyser les mécanismes 

de résistance aux -lactamines. 

Concernant les béta-lactamines, les phénotypes de résistance ont été classés comme 

suit :  

- Sauvage : amoxicilline sensible, amoxicilline-acide clavulanique sensible et céfinase 

négative 

- BLPAR : amoxicilline résistante, amoxicilline-acide clavulanique sensible, céfinase 

positive 

- BLNAR : amoxicilline et amoxicilline-acide clavulanique résistants, céfinase négative 

- BLPACR : amoxicilline et amoxicilline-acide clavulanique résistants, céfinase positive 

 
Nous avons exclu 2 de nos 1623 souches car l’antibiogramme n’a pas été réalisé. 

Nous avons donc analysé 1621 souches. 

 

2.2. Résultats 

 
De 2014 à 2019, on observe 1623 infections d’intérêts à Hinf à l’AP-HM.  

 
Age et sexe 
 

 Sur nos 1623 cas, 646 (39,8 %) ont > 60 ans, 433 (26,7 %) ont entre 40-59 ans, 183 

(11,3 %) ont entre 20-39 ans, 142 (8,7 %) ont entre 5-19 ans, 139 (8,6 %) ont entre 1-4 ans 

et 80 (4,9 %) ont < 1 an (Tableau 6).  

Pour tous types d’infections confondues, les deux classes d’âge les plus touchées sont 

les 40-59 ans et les > 60 ans en opposition aux < 1 an qui sont les moins touchés. Nous 

remarquons que le nombre de cas est supérieur chez les adultes (> 20 ans) (Khi-Deux, 

p=0,0005455; =0,05).  

 Les hommes représentent 1042 cas (64,2 %) et les femmes 581 (35,8 %). Le sex-

ratio H/F est de 1,37 pour les < 1 an, 1,24 pour les 1-4 ans, 1,33 pour les 5-19 ans,                      

1,29 pour les 20-39 ans, 1,88 pour les 40-59 ans, 2,37 pour les > 60 ans et 1,8 pour l’ensemble 

de nos cas.  

Il existe une liaison statistiquement significative entre le genre et les classes d’âge 

(Khi-Deux, p-value= 0,0001794; =0,05). Nous remarquons alors que dans le groupe des                   

> 60 ans, un homme est plus à risque d’avoir une infection invasive à Hinf qu’une femme 

(Khi-Deux, p= 0,00005200; =0,05).  
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Classes d'âge  

(en année) Féminin Masculin Total général 

< 1 34 46 80 

1 - 4 62 77 139 

5 - 19 61 81 142 

20 - 39 80 103 183 

40 - 59 151 282 433 

> 60 193 453 646 

Total général 581 1042 1623 

Tableau 6. Répartition du nombre de cas par genre et par classe d’âge 

Incidence 

En 2014, on observe 0,45 % de prélèvements positifs à Hinf contre 0,57 % en 2019. 

On note une augmentation du pourcentage de prélèvements positifs à Hinf statistiquement 

significative entre 2014 et 2019 (Khi-Deux, p-value=0,004818 ; =0,05). 

Figure 8. Courbe du nombre de prélèvements positifs à Hinf rapporté au nombre de 
prélèvements positifs au laboratoire en fonction du temps 
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Si on regarde le nombre de prélèvements positifs à Hinf en fonction des années et du 

type de pathologies, nous observons que l’augmentation de l’incidence n’est pas la même en 

fonction des entités cliniques. En effet, entre 2014 et 2019, elle est de + 38 % pour les 

pneumopathies, + 300 % pour les méningites, + 114 % pour les bactériémies et de                

+ 135 % pour les sinusites.  

Pour les otites, nous notons une diminution de 36 % entre 2014 et 2019. Pour les 

IOA, nous n’avons pas eu assez de cas pour noter une différence significative. 

En résumé, toutes les infections impliquant Hinf ont vu leurs fréquences augmenter 

entre 2014 et 2019 hormis les otites qui ont vu leurs fréquences diminuer. 

Figure 9. Histogramme du nombre de cas en fonction des années 

Comme évoqué plus haut, les deux classes d’âge les plus touchées sont les

40-59 ans et les > 60 ans. Au cours du temps, au sein d’une même classe d’âge, on ne note 

pas de différence du nombre de cas, hormis dans la classe d’âge des > 60 ans pour laquelle 

on observe une augmentation des cas entre 2014 et 2019 (Figure 10). 
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Figure 10. Histogramme du nombre d’infections à Hinf en fonction des classes d’âge et du 
temps 

Cette augmentation du nombre de cas d’infections invasives chez le > 60 ans est due 

à l’augmentation du nombre de pneumopathies. 

Présentation clinique 

Figure 11. Histogramme de la répartition du nombre de cas d’infections à Hinf en fonction 
du type d’atteinte 
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La présentation clinique est connue pour l’ensemble de nos 1623 patients. La 

répartition des atteintes cliniques est la suivante : pneumopathies (81,4 %), sinusites

(9,7 %), bactériémies (4,2 %), otites (3,8 %), méningites (0,7 %) et les IOA (0,2 %). La 

pneumopathie est la présentation clinique la plus fréquente dans toutes les classes d’âge 

(120)(121). 

Figure 12. Histogramme du nombre d’infections invasives à Hinf en fonction de la classe d’âge 

Dans le groupe des infections invasives, nous voyons une augmentation croissante 

du nombre de cas en fonction de la classe d’âge. Le groupe des < 1 an représente 4,7 % des 

infections invasives, les 1-4 ans représentent 7,4 %, les 5-19 ans représentent 8,6 %, les  20-

39 ans représentent 10,4 %, les 40-59 ans représentent 26,6 % et les > 60 ans représentent 

42,3 %. Nous notons alors une différence de 800 % entre le groupe > 60 ans et < 1 an. 

Nous mettons en évidence une cassure dans la courbe à partir de la classe 

40-59 ans. Nous observons que le nombre de cas d’infections invasives à Hinf est

plus élevé à partir de 60 ans par rapport aux autres classes d’âge (Khi-Deux,            

p-value= 0,00000023 ; =0,05).   

Figure 13. Histogramme du nombre de pneumopathies à Hinf en fonction de la classe d’âge 
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Au sein des pneumopathies, on retrouve cette même cassure. Pour cette atteinte, la 

classe d’âge la plus touchée est celle des > 60 ans (Khi-Deux, p-value= 0,0007599 ; =0,05). 

Cette dernière représente 41,8 % des pneumopathies de notre étude. En parallèle, c’est ce 

groupe-là qui est aussi le plus touché dans les bactériémies et les méningites représentant 

respectivement 51,5 % et 41,7 %. 

Figure 14. Histogramme du nombre de bactériémies à Hinf en fonction de la classe d’âge 

Néanmoins, pour le groupe des bactériémies, la cassure est plus tardive. Le nombre 

de cas augmente uniquement dans la classe d’âge des > 60 ans (Khi-Deux, p-value= 0.04463; 

=0.05).  

Figure 15. Histogramme du nombre de méningites à Hinf en fonction de la classe d’âge 

Pour le groupe des méningites, on observe une courbe en V avec un regroupement 

des cas aux âges extrêmes de la vie : < 4 ans et > 60 ans. Nous ne notons pas de différence 

entre la classe d’âge des 1-4 ans et celle des > 60 ans. Il n’a pas été répertorié de cas dans 

les classes des 5-19 ans et 40-59 ans.  
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Pour le groupe des IOA, nous retrouvons 1 patient dans la classe d’âge des 5-19 ans 

et 2 patients dans la classe d’âge des > 60 ans.  

Figure 16. Histogramme du nombre d’infections non invasives à Hinf en fonction de la 
classe d’âge 

Dans le groupe des infections non invasives, nous voyons deux pics : l’un dans la 

classe d’âge des 1-4 ans et l’autre dans la classe d’âge des 40-59 ans. En analysant ces deux 

pics, on remarque que celui du groupe des 1-4 ans correspond à des otites et que celui des 

40-59 ans correspond à des sinusites. Pour ces dernières, la différence entre les 40-59 ans et 

les > 60 ans est faible. 

Figure 17. Histogramme du nombre d’otites à Hinf en fonction de la classe d’âge 

Dans le groupe des otites, les classes d’âge 40-59 ans et > 60 ans ne sont quasiment 

pas touchées tandis que les < 1 an, 1-4 ans et 5-19 ans sont les plus touchées. Nous notons 

le plus haut taux d’otites dans le groupe des 1-4 ans, il représente 60 % de cette atteinte. 

Nous mettons en avant un plus haut pourcentage d’otites chez les < 19 ans, 96,7 %, versus 

3,3 % chez les > 19 ans.  
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Figure 18. Histogramme du nombre de sinusites à Hinf en fonction de la classe d’âge 

A contrario, pour les sinusites, nous voyons qu’il n’y a pas de documentation 

microbiologique pour les < 5 ans, tandis que les > 40 ans représentent 69,4 % de cette 

atteinte.  

Pour les infections non invasives, nous observons donc que notre population est 

touchée à différentes classes d’âge en fonction de l’atteinte clinique.  

Le groupe des > 60 ans est touché pour les sinusites et très peu pour les otites.  

Portes d’entrée des bactériémies, méningites et IOA 

Figure 19. Histogramme du nombre de cas en fonction des portes d’entrée 

Nous observons différentes portes d’entrée pour les bactériémies, méningites et IOA 

qui sont les suivantes : post-opératoire (2,4 %), vaginale (3,6 %), ORL (26,5 %) et 

pneumopathie (37,3 %). Les portes d’entrée ORL regroupent les abcès pharyngés, les 

angines, les brèches ostéoméningées, les cellulites, les otites (moyennes aiguës et externes), 

les laryngites,  les mastoïdites et les sinusites. Sur l’ensemble de ces affections, 30,1 % sont 

restées sans portes d’entrée évidentes. Au sein de ce groupe porte d’entrée indéterminée, on 

retrouve 2 méningites et 23 bactériémies.  
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Nous observons des portes d’entrée post-opératoires entrainant des IOA pour       

2 patients différents. Nous retrouvons une porte d’entrée vaginale pour 3 bactériémies. Nous 

avons 22 portes d’entrée ORL correspondant à 12 bactériémies, 9 méningites et              

1 IOA. Nous avons 31 portes d’entrée de type pneumopathie correspondant à 

30 bactériémies et 1 méningite. 

 Mortalité 

Figure 20. Histogramme de la répartition du nombre de décès et de survie en fonction du 
type d’affection 

Nous avons imputé la mortalité à Hinf lorsqu’on retrouvait la bactérie au laboratoire 

dans les 15 jours qui précèdent la mort. Si nous regroupons les bactériémies, les méningites 

et les IOA, la mortalité globale est de 14,5 %. Au sein des bactériémies, la mortalité est de 

14,7 %, alors qu’elle est respectivement de 16,7 % et de 0 % pour les méningites et les IOA. 

Figure 21. Histogramme de la répartition du nombre de décès en fonction des classes d’âge 
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Si nous nous intéressons à la répartition des morts en fonction des classes d’âge, nous 

observons : 21,4 % de mortalité pour les > 60 ans, 20 % pour les < 1 an et 11,1 % pour les 

20-39 ans. Il n’y a pas de décès dans les groupes des 1-4 ans, 5-19 ans et 40-59 ans. 

Dans le groupe des patients décédés de > 60 ans, on retrouve 8 bactériémies et

1 méningite. Dans le groupe des patients décédés de < 1 an, on retrouve 1 bactériémie et                

1 méningite. Dans le groupe des 20-39 ans, on retrouve 1 bactériémie.   

Figure 22. Histogramme de la répartition du nombre de décès en fonction des classes 
d’âge et des pathologies 

Suite à l’étude des dossiers cliniques des patients décédés et après analyse par un 

médecin extérieur à l’étude, nous pouvons exclure 4 bactériémies dont le contexte écarte la 

mortalité directe par Hinf. Après ré-analyse des données, la mortalité globale est de 9,6 % et 

celle des bactériémies diminue à 8,8%. Nous observons que les deux classes d’âge les plus 

touchées par la mortalité sont les < 1 an et les > 60 ans. Les méningites représentent le taux 

de mortalité le plus élevé devant les bactériémies avec respectivement 16,7 % et 8,8 %. Nous 

remarquons que la mortalité des bactériémies est supérieure chez les > 60 ans par rapport 

aux < 1 an.  Nous avons donc une supériorité de la mortalité pour les > 60 ans ayant une 

bactériémie.  



44 

Saisonnalité 
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Figure 23. Histogrammes du nombre d’infections à Hinf en fonction des mois de l’année 
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Pour les infections invasives et non invasives, nous constatons que la courbe du 

nombre de cas est stable en hiver, diminue au printemps et en été puis remonte à l’automne 

jusqu’à retrouver le plateau hivernal. Nous remarquons alors une saisonnalité dans 

l’évolution des infections à Hinf avec une prédominance des infections en hiver.  

Sensibilité aux antibiotiques 

Parmi l’ensemble de nos souches, 74,7 % sont de type sauvage vis-à-vis des -

lactamines, 20,4 % de type BLPAR, 2,1 % de type BLPACR et 1,5 % de type BLNAR. 

D’après nos données, on retrouve une classe de souche avec le profil suivant : céfinase 

négative, amoxicilline résistante et amoxicilline-acide clavulanique sensible. Ce profil n’est 

à ce jour pas catégorisé. Il représente 1,3 % des souches totales. 

Parmi tous les phénotypes, une seule souche possède une résistance à la ceftriaxone 

(CMI ceftriaxone 1,5mg/L). Elle fait partie des BLNAR et a été isolée dans des crachats 

chez un patient atteint d’une pneumopathie. Toutes les autres souches étaient sensibles à la 

ceftriaxone. 

Nous ne notons pas de différence entre les classes d’âge et le pourcentage de souches 

d’Hinf au sein de chaque phénotype étudié. Il est à noter que nous ne retrouvons pas de 

BLNAR chez le < 1 an. Si nous reprenons phénotype par phénotype, il n’y a pas de différence 

de pourcentage de résistances que la souche soit invasive ou non. Pour la répartition des 

phénotypes en fonction des pathologies, nous remarquons qu’elle est globalement identique 

dans chaque groupe, hormis les méningites pour lesquelles nous retrouvons uniquement des 

souches sauvages.  

Figure 24. Histogramme de la répartition des phénotypes de résistance aux -lactamines en 
fonction des années 
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Si nous nous intéressons à la répartition des phénotypes de résistance aux -

lactamines en fonction du temps, nous ne remarquons pas de différence entre les différents 

phénotypes. La résistance aux -lactamines est  restée stable durant la période de notre étude. 

Le phénotype le plus représenté reste le phénotype sauvage, suivi des BLPAR, des 

BLPACR, des BLNAR et de notre dernière classe (céfinase négative, amoxicilline résistante 

et amoxicilline-acide clavulanique sensible).  

 

Les souches sensibles à la gentamicine et à l’acide nalidixique représentent 

respectivement 93,6 % et 96,6 % des souches totales. Ces pourcentages ne varient pas en 

fonction de la classe d’âge et des différentes formes cliniques, qu’elles soient invasives ou 

non. 

 

Sérotype 

 

L’ensemble de nos souches testées sont ressorties positives en PCR Hinf, confirmant 

à la fois la spécificité du MALDI-TOF et la bonne extraction de l’ADN des souches, ce qui 

permet de valider la PCR spécifique ciblant le gène de capsule b (bcs). Cette dernière était 

positive pour 1 souche sur les 310 (0.3 %). Toutes les autres souches sont de sérogroupe non 

b (99.7 %).  

 

 Notre cas positif à Hib est un garçon de 6 mois qui se présente aux urgences pour 

céphalées fébriles avec syndrome méningé à l’examen clinique. Nous retrouvons de l’Hinf 

dans des prélèvements d’hémocultures ainsi que dans une ponction lombaire permettant de 

documenter la méningite.  

Une semaine auparavant, l’enfant présentait une otite aiguë unilatérale non 

documentée qui pourrait être la porte d’entrée infectieuse. Sur la souche des hémocultures, 

nous avons réalisé une PCR Hinf et Hib qui sont toutes les deux revenues positives. Cette 

même souche a été envoyée au CNR des Hinf permettant ainsi de confirmer son appartenance 

au sérogoupe b.  

Suite à cette infection à germe encapsulé, des analyses plus poussées ont été 

réalisées dont la détection des anticorps anti-Hinf b (réalisée au CNR des Hinf) par méthode 

ELISA visant les IgG anti-sérotype b kit IBL RE56351 (122). Le patient avait reçu 2 doses 

du vaccin Hexyon® à des dates non connues. Quatre semaines après l’infection, l’enfant 

présentait une sérologie pour Hib à 0,55 μg/mL. Cette valeur est inférieure au seuil corrélé 

avec la protection (1 μg/mL) mais supérieure à la limite de détection (0,15 μg/mL). De ce 
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fait, on est face à un échec primaire de la vaccination ou à un enfant non vacciné réellement 

dont le titre de 0,55 μg/mL correspondrait à l'infection elle-même.  

Il a été recommandé de réaliser un dosage des anticorps anti-tétanos, une vaccination 

anti-Hinf b associée à un contrôle du titre à un mois de la vaccination et une exploration d’un 

déficit immunitaire probable. A distance de l’infection, le bilan immunitaire avec typage 

lymphocytaire, dosage pondéral des immunoglobulines et exploration du complément est 

revenu normal.  

Au final, notre cas reprend l’histoire d’une méningite à Hib chez un enfant en cours 

de vaccination selon le schéma vaccinal avec un taux d’anticorps non protecteur vis-à-vis du 

pathogène. 

 

Parmi les souches non b, 5 ont été envoyées au CNR pour typage. Quatre de ces 

souches sont revenues non typables (NTHi) et une est revenue de sérotype a. Sur les souches 

non typables, 3 provenaient de LCR et 1 d’hémoculture. Les quatre patients présentaient une 

méningite à porte d’entrée ORL (otite moyenne aiguë, sinusite maxillaire, mastoïdite). La 

souche de type a était responsable d’une méningite à porte d’entrée ORL (otite moyenne 

aiguë sur otite séromuqueuse).  

 

2.3. Discussion 

 

Les données de notre étude permettent une mise à jour des connaissances sur 

l’épidémiologie locale des infections à Haemophilus influenzae comprenant leurs 

distributions au cours du temps, la répartition des sexes et des âges des patients, les 

présentations cliniques, les portes d’entrée des bactériémies, méningites et IOA, la mortalité, 

la sensibilité aux antibiotiques et les sérotypes circulants. 

Nous avons observé une tendance à la hausse dans les taux annuels d’infections à 

Hinf chez les > 60 ans qui est la classe d’âge la plus touchée par les infections invasives à 

Hinf. Ces tendances peuvent être dues à une augmentation réelle de « l’incidence » de la 

maladie s’expliquant par différents facteurs tels que le vieillissement de la population et 

l’utilisation de thérapeutiques de plus en plus immunosuppressives. Les tendances peuvent 

également refléter des changements de techniques dans le diagnostic microbiologique. A 

titre d’exemple notre procédure au laboratoire concernant les prélèvements respiratoires a 

été révisée en janvier 2016 et mentionnait les isolats d’Hinf comme germes d’intérêt. En 

parallèle, nous avons fait l’acquisition en 2018 d’un nouvel automate d’hémoculture plus 
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performant pouvant expliquer la soudaine augmentation des bactériémies diagnostiquées à 

cette date. Ces changements technologiques et analytiques peuvent donc biaiser 

l’interprétation de cette augmentation. Entre 2014 et 2019, nous sommes face à une 

augmentation des pneumopathies, des bactériémies, des méningites et des sinusites. 

Néanmoins, pour les méningites, une fluctuation est à noter avec une diminution du nombre 

de cas en 2017 et 2018. 

Nous avons mis en évidence une saisonnalité marquée des infections à Hinf avec une 

prédominance hivernale, quelle que soit l’entité clinique.  

 Nous mettons en avant que les pneumopathies et les infections ORL sont les deux 

portes d’entrée les plus fréquentes des infections invasives à Hinf ; ceci s’explique par le fait 

que la bactérie est un commensal des voies respiratoires.  

 La mortalité des infections invasives (hors pneumopathies) à Hinf n’est pas 

négligeable puisqu’elle concerne environ 10 % de nos patients. Les deux classes d’âge les 

plus touchées par la mortalité sont les < 1 an et les > 60 ans. Au sein du groupe méningite, 

les > 60 ans n’ont pas une mortalité plus élevée que les < 1 an, contrairement aux 

bactériémies où les > 60 ans ont une mortalité supérieure au < 1 an avec respectivement                 

11,8 % et 1,5 %. Néanmoins, l’imputabilité de la mortalité demeure toujours difficile à 

évaluer compte tenu de la présence de nombreuses co-morbidités des patients, en particulier 

chez les > 60 ans. 

 Concernant la sensibilité aux antibiotiques de nos souches testées, on observe que la 

plupart de nos isolats sont sensibles à la gentamicine et l’acide nalidixique. Pour les                        

β-lactamines, 74,7 % des souches étaient sauvages et 3,6% étaient résistantes à 

l’amoxicilline-acide clavulanique. Parmi les souches résistantes aux β-lactamines, les 

mécanismes de résistance les plus fréquents étaient : la production de pénicillinase (20,4 % 

des souches résistantes), la modification de PLP (1,5 %) ou encore une combinaison des 

deux (2,1 %). Au vu de nos résultats et de la gravité de certaines atteintes, l’amoxicilline ne 

devrait pas être l’antibiothérapie de première intention afin de traiter une infection à Hinf. 

Nos données sont concordantes avec celles rapportées sur le plan national. On ne note pas 

de variation en fonction du temps, en fonction de l’âge et du type d’infections invasives ou 

non. Pour notre groupe de souches ayant le phénotype -lactamase négative, amoxicilline 

résistant, amoxicilline-acide clavulanique sensible, on peut supposer une mutation partielle 

de la PLP3. De plus, sur l’ensemble de nos souches, une seule possède une résistance à la 

ceftriaxone. Néanmoins une surveillance par séquençage du gène ftsI codant pour la PLP3 

reste un moyen efficace de surveiller l’émergence de souches résistantes. Les 
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céphalosporines de 3ème génération demeurent donc un traitement empirique de choix des 

infections invasives à Hinf avec un risque d’échec microbiologique presque nul.  

 

 L’impact de la vaccination est également mis en évidence dans ce travail puisque 

nous ne retrouvons qu’une seule souche appartenant au groupe b sur les 310 testées (0,3 %). 

Cette dernière a été isolée lors d’une méningite chez un enfant en cours de vaccination selon 

le schéma vaccinal avec un taux d’anticorps non protecteur vis-à-vis du pathogène. 

 

 Dans cette étude, nous n’avons pas réalisé le sérotype des Hinf non b, ne permettant 

pas d’évaluer le changement démographique des Hinf encapsulés au profit des NTHi. 

Néanmoins, il existe un nombre non négligeable de souches non b responsables d’infections 

invasives, en particulier chez les > 60 ans. Les NTHi sont les souches les plus retrouvées 

dans les infections des voies respiratoires supérieures et inférieures, les otites, les sinusites, 

les surinfections de BPCO, les IOA, les bactériémies et les méningites (1)(7)(109)(110). La 

réalisation d’un vaccin permettrait de diminuer la prévalence des infections invasives 

causées par les NTHi (11). Des études prospectives sur 3-9 mois, étudiant l’efficacité de la  

vaccination contre les NTHi ont exposé des résultats encourageants (112)(114)(115). Ces 

dernières méritent d’être poursuivies plus longtemps afin de déterminer l’efficacité réelle de 

la protection respiratoire à long terme de cette vaccination orale. 

 Au total, ce travail permet de mettre en évidence que la quasi-totalité des infections 

invasives actuelles à Hinf, en particulier chez le plus de 60 ans, sont dues à un sérogroupe 

non b, et donc actuellement non couvertes par la vaccination. De nouvelles stratégies 

vaccinales représentent des perspectives d’avenir dans cette population à risque. 
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Conclusion 

 
Notre étude démontre que le sérogroupe b n’est quasiment plus présent dans les 

infections à Hinf diagnostiquées à l’AP-HM, que l’atteinte soit invasive ou non. Néanmoins, 

on observe une augmentation d’infections invasives à sérotype non b, principalement des 

pneumopathies.  

Nous retrouvons un taux de résistance dans notre série qui est de 25,3 % de résistance 

à l’amoxicilline, 3,6% de résistance à l’amoxicilline-acide clavulanique et seulement                        

1 souche était résistante aux céphalosporines de 3ème génération (< 1/1000). 

La mortalité globale est de l’ordre de 10 % et touche en particulier les plus de 60 ans. 

Cette observation laisse suggérer l’utilité d’une vaccination contre les Hinf non typables dans 

cette classe d’âge.  
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Annexes 

 MALDI-TOF MS 

Matrice Assisted Laser Desorption Ionization – Time of Flight Mass spectrometry. 

Cet automate permet d’identifier l’espèce d’une bactérie par comparaison des pics protéiques 

obtenus avec les banques de données. Cet outil est très rapide et donne ce résultat en quelques 

minutes. 

Un spectromètre de masse (SM) est divisé en quatre parties : la plaque de dépôt de 

l’échantillon, la chambre d’ionisation, l’analyseur et le détecteur.  

Schéma de la spectrométrie de masse MALDI-TOF 

Cette méthode fait appel au principe de désorption-ionisation assisté par une matrice. 

Tout d’abord, il faut placer l’échantillon (les colonies) et la matrice sur une cible présente 

sur la plaque d’analyse.   

Ensuite, il faut introduire la plaque dans le SM, dans lequel elle sera bombardée par 

un laser générant des ions sous forme gazeuse. Les ions formés dans la chambre d’ionisation 

sont accélérés grâce à un champ électrique. Ce dernier permet aux ions de voler vers 

l’analyseur. Il permet en fonction du temps de vol (TOF), qui dépend lui-même du rapport 

m/z, de séparer les ions et de générer un spectre de masse (m/z). Il est le reflet de la 

composition en protéines de la bactérie initialement déposée sur la cible. Ce spectre est 

ensuite analysé par comparaison à d’autres spectres dans des banques de données (123). 
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 Test à la Céfinase 

 

Certaines bactéries (Staphylococcus, Enterococcus, Haemophilus influenzae, 

Neisseria gonorrhoeae, Moraxella catarrhalis et germes anaérobies) ont la propriété de 

produire des enzymes capables d’inactiver les antibiotiques de la famille des β-lactamines. 

La production de ces enzymes est donc très souvent le signe d’une résistance aux β-

lactamines. 

Le réactif Céfinase est constitué de disques de papier imprégnés de céphalosporine 

chromogène, qui libère un composé rouge lors de son hydrolyse par une β-lactamase (124), 

(125), (126). L’utilisation de ce test permet d’indiquer la présence d’une -lactamase ou non.  

Un test positif s’observe par la coloration du papier en rose. Cette coloration 

correspond à l’ouverture du cycle -lactame de la céphalosporine chromogénique grâce à 

l’action de la β-lactamase. La présence de cette enzyme inactive l’action de l’amoxicilline 

qui est l’une des molécules de première ligne utilisée en thérapeutique. 

 

 La PCR 

 

Polymerase Chain Reaction ou PCR est une méthode d’amplification d’acides 

nucléiques in vitro permettant d’augmenter la quantité de matériel génétique d’intérêt. Cette 

méthode permet d’obtenir à partir d’un échantillon peu abondant, d’importante quantité 

d’ADN spécifique et de longueur définie (en millions de copies).  

La PCR fait appel à une succession de réactions de réplication d’une matrice d’ADN 

double brins. Pour ce faire, dans le milieu réactionnel ou mix, on a besoin de la matrice 

d’ADN d’intérêt, de l’ADN polymérase (Taq-polymérase), de tampon (MgCl2, stabilisant la 

liaison ADN pol/ADN matrice), dNTPs (désoxyribonucléotides, en excès) et un couple 

d’amorces (primers, oligonucléotides) spécifique de la séquence cible à amplifier. 

Afin de réaliser les différentes étapes de PCR, il est indispensable d’utiliser un 

thermocycleur qui permet de faire varier la température lors de la réaction. Premièrement, 

on a une dénaturation de l’ADN (95 °C) : les liaisons hydrogènes du double brin d’ADN 

sont lysées et on obtient deux brins d’ADN simple brin. Ensuite, l’étape d’hybridation (45-

60 °C) correspond à l’appariement des bases complémentaires entre les amorces et l’ADN. 

Enfin vient la dernière étape, l’élongation (72 °C), durant laquelle les amorces hybridées à 

la matrice servent de point de départ à la polymérisation du brin d’ADN de façon 

complémentaire et antiparallèle. L’élongation se fait de l’extrémité 5’ vers 3’. On a une 

croissance exponentielle de notre matériel de départ. Ce cycle composé de trois étapes se 
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répète jusqu’à épuisement du matériel présent dans le mix. A la fin de la réaction on obtient 

2n copies d’ADN (n=nombre de cycle). 

Une méthode de PCR en temps réel (qPCR), correspond à la détection du matériel 

amplifié au fur et à mesure des cycles d’amplification. Ce principe se base sur l’utilisation 

de : dNTPs, MgCl, Taqpol, amorces spécifiques et des molécules fluorescentes (soit des 

sondes spécifiques marquées, soit un agent intercalant). A la différence de la PCR classique, 

la qPCR permet de quantifier l’ADN initial. Pour cela, il faut un thermocycleur capable de 

quantifier la fluorescence émise. 

Le Biofire 

Cassette FilmArray et Courbes de fusions (127)(128) 
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Cet outil diagnostic utilise comme méthode la PCR multiplex, c’est à dire qui peut 

cibler et amplifier plusieurs pathogènes en même temps. Ce test est unitaire, un test par 

patient. Une cassette teste différents types de pathogènes en fonction du panel utilisé. Pour 

Hinf, les tests biofire méningite et respiratoire bas sont intéressants. Ils permettent de 

répondre en quelques heures à la présence ou non d’acides nucléiques spécifiques de ce 

dernier.  

Une première étape de lyse de notre échantillon (cellules, bactéries, virus, parasites) 

est réalisée par méthode chimique puis mécanique (sonication, bille). Au cours de la lyse 

mécanique, les acides nucléiques se clivent en fragment qui se fixent sur des billes 

magnétiques. Par la suite, ces dernières se dirigent vers la chambre de purification dans 

laquelle un solvant élimine tous les débris cellulaires.  Ensuite, une élution est réalisée afin 

de récupérer les fragments d’ADN/ARN fixés aux billes magnétiques. Après cette étape, 

l’ADN/ARN migre vers la première chambre de PCR en laissant derrière elle les billes 

magnétiques. Pour les virus à ARN, une étape de reverse transcription (RT) est réalisée pour 

passer de l’ARN à l’ADNc. Puis l’ADN est multiplié de façon spécifique (amorce 

spécifique, > 1000 amorces, nombreuses PCR en parallèle), on parle alors de PCR nichée. 

On obtient des  millions de copies d’ADN qui vont être diluées.  

Enfin, les copies d’ADN arrivent dans la deuxième chambre de PCR au niveau de la 

matrice. Au niveau de celle-ci, chaque compartiment contient des amorces spécifiques des 

pathogènes ciblés (pour un pathogène, trois compartiments identiques). Les amorces se 

fixent sur les séquences d’intérêts et une nouvelle PCR spécifique débute. Un agent 

intercalant fluorescent permet de détecter la réplication de l’ADN. A l’aide d’un algorithme 

tenant compte du nombre de puits positifs (≥ 2 puits sur 3 positifs), de leurs intensités et de 

l’utilisation de courbe de fusion, on obtient un résultat positif ou non. Ce résultat indique la 

présence ou non d’acides nucléiques pour chaque pathogène présent dans le panel. Cet outil 

diagnostic est très utilisé devant la rapidité du rendu de résultat (< 3 heures) notamment dans 

les suspicions de méningites bactériennes et les pneumopathies en réanimation. Cela permet 

l’adaptation rapide de l’antibiothérapie et donc l’amélioration de la survie du patient atteint.  
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Le MinION   

 

Le MinION est un automate qui permet le séquençage à partir du prélèvement 

primaire. Il utilise la méthode du séquençage des nanopores. Cette dernière permet l’analyse 

directe et en temps réel de longs fragments d’ADN ou d’ARN.  

Il fonctionne en monitorant les modifications d’un courant électrique généré par le 

passage des acides nucléiques à travers un nanopore formé par une protéine 

transmembranaire. Le signal qui en résulte est capté puis décodé pour fournir la séquence 

spécifique d’ADN ou d’ARN.  

 

 

Schéma du nanopore (129) 

 

Les séquences produites peuvent atteindre une longueur de 10 à 100 kilobases. Ce 

système facilite l’analyse d’une molécule d’ADN/ARN à haut débit en identifiant les bases 

qui le composent les unes après les autres. Les données sont diffusées en temps réel. 

La métagénomique ciblée consiste à l’amplification d’un locus génomique considéré 

comme ubiquitaire chez l’ensemble des micro-organismes constitutifs du microbiote étudié 

et comportant des régions conservées, qui seront le plus souvent amplifiées par un même 

couple d’amorces, mais aussi des régions variables d’un organisme à l’autre afin de les 

discriminer. Ainsi, pour les bactéries, l’ADNr (ADN ribosomal) 16S est le locus le plus 

souvent utilisé (65). 
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 Sérologie Haemophilus influenzae b   

 

Ce test de biologie médicale est un test ELISA permettant la détection des anticorps 

IgG contre le polyribosylribitolphosphate (PRP) de Haemophilus influenzae type b dans le 

sérum et le plasma humain. Le PRP est le composant de la capsule de Hib.  

La détermination des anticorps spécifiques vis-à-vis du PRP montre le niveau de 

réaction immunitaire humorale après une immunisation par un vaccin contenant du PRP ou 

après une infection clinique apparente ou inapparente à Haemophilus influenzae type b.  

Lorsque ce test est négatif, on peut supposer qu'il existe un risque d'infection à 

Haemophilus influenzae de type b. L'absence de séroconversion après la vaccination indique 

l’incapacité du système immunitaire du patient à réagir à des antigènes glucidiques. Une 

immunodéficience spécifique aux polysaccharides peut être observée chez les patients 

atteints de bronchites chroniques, pneumonies récurrentes, asthmes bronchiques intrinsèques 

ou bronchectasies de genèse peu claire. Il est important de noter que les immunoréactions 

humorales après une infection à NTHi ne sont pas détectées par ce test. 

Il a été démontré dans des publications (130)(131)(132) qu'une concentration 

d'anticorps inférieure à 0,15 µg/mL donne une protection insuffisante contre Hib. Des 

concentrations d'anticorps comprises entre 0,15 et 1,0 µg/mL indiquent que le patient a été 

immunisé contre Hib via le vaccin ou via une infection vraie. Mais seules les concentrations 

d'anticorps supérieures à 1,0 µg/ml représentent une immunité suffisante et protectrice. Afin 

d’obtenir ce titre, il est nécessaire de suivre le protocole vaccinal de trois injections. 
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Résumé

Avant l’ère vaccinale, Haemophilus influenzae (Hinf) était connu pour provoquer des 

infections invasives et non invasives. La mise en place de la vaccination contre Haemophilus 

influenzae de sérogroupe b, qui était le sérotype dominant, a permis une éradication quasi-

totale de ce dernier. Néanmoins, l’épidémiologie d’Hinf a connu de profondes modifications 

avec une augmentation du nombre d’infections causées par les souches non typables contre 

lesquelles le vaccin était inefficace.  

Nous avons mené une étude rétrospective des infections à Hinf diagnostiquées à 

l’AP-HM de 2014 à 2019. Mille-six-cent-vingt-trois infections ont été documentées durant 

cette période. Nous avons mis en évidence une saisonnalité dans l’évolution des infections 

à Hinf avec une prédominance en hiver. Au sein de ces dernières, les pneumopathies étaient 

l’atteinte la plus représentée (81,4 %) et ont vu leur nombre augmenter entre 2014 et 2019. 

La mortalité globale des infections invasives de notre étude est de l’ordre de 10% et touche 

en particulier les plus de 60 ans avec une mortalité atteignant 21,4 %.  

Nous avons typé 19 % des souches (310/1623), et 99,7 % d’entre elles étaient de 

sérogroupe non b. 

Sur l’ensemble de nos souches, 74,7 % étaient sauvages et une seule était résistante 

aux céphalosporines de 3ème génération. Le mécanisme de résistance aux -lactamines le 

plus fréquent est l’acquisition d’une -lactamase.  

Devant l’augmentation du nombre d’infections et de résistances, il est indispensable 

de trouver de nouvelles armes afin de prévenir ces infections. Avec le développement des 

vaccins contre les Haemophilus influenzae non typables, la vaccination chez le plus de 60 

ans pourrait être une option thérapeutique à venir.   

Mots-clés : Haemophilus influenzae, Epidémiologie, Sérogroupage, Vaccin, Résistance 
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