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AgVi : Antigene Vi (Antigene d’enveloppe)
AM : Ampicilline

AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique
AMK : Amikacine

ATB : Antibiotique

ATM : Aztreonam

ECBU : Examen Cytobactériologique des Urines
BCP : Bromo Cresol Pourpre

BGN : Bacille Gram Négatif

BLSE : Béta-Lactamases a Spectre Elargi
BMR : Bactérie Multi-Résistante

CAZ : Ceftazidime

CD : Clindamycine

CFM : Cefuroxime

CGP : Cocci Gram Positif

CIP : Ciprofloxacine

CL : Chloramphénicol

CLED : Cystine Lactose Electrolyte Déficient
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice
CRO : Ceftriaxone

CST : Colistine

CXM : Cefixime

E. coli : Escherichia coli

ETP : Ertapeneme

FEP : Cefepime

FOX : Cefoxitine

FUR : Nitrofurantoine

GBEA : Guide des Bonnes Exécutions des Analyses

GEN : Gentamycine
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HMIMYV : Hépital Militaire d’Instruction Mohamed V
H2S : Sulfure d’Hydrogene

| : Intermédiaire

IMP : Imipenéme

IU : Infection Urinaire

ITU : Infection du Tractus Urinaire

K : Kanamycine

KF : Cefalotine

LGST : Laboratoire Groupe Santé TIEBA

PDA : Phénylamine Désaminase

R : Résistant

REMIC : Référentiel de la Société francaise de Microbiologie
S : Sensible

S. agalactiae : Streptococcus agalactiae

S. aureus : Staphylococcus aureus

S. epidermidis : Staphylococcus epidermidis

S. maltophilia : Staphylococcus maltophilia

S. saprophyticus : Staphylococcus saprophyticus
SXT : Cotrimoxazole

TAZ : Piperazine-Tazobactame

TC : Ticarcilline

TDA : Tryptophane Désaminase

TE : Tétracycline

UFC : Unité Formant Colonie

VP : Vosges Proskauer

VPN : Valeur Predictive Negative
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1. Introduction

L’importance du laboratoire dans le diagnostic et le suivi du traitement de I’infection du tractus
urinaire (ITU), recommande aux laboratoires de routines d’évaluer la sensibilité aux
antibiotiques des bactéries isolées dans les urines. Celle-ci représente une des causes principales
de demande d'examens bactériologiques et de prescription d'antibiotiques. L’infection urinaire
(IU) constitue un véritable probléeme majeur de santé public [1]. La fréquence des infections
urinaires est estimée a 150 millions de cas par an dans le monde, et le deuxieme site infectieux

en infectiologie [2].

Les infections du tractus urinaire (ITU) sont fréquentes aussi bien en milieu hospitalier qu’en
milieu communautaire [3]. Elles constituent 40% des infections acquises a 1’hopital ; et le
second motif de consultation et de prescription d’antibiotiques apres les infections respiratoires
avec leurs conséquences sur le codt des soins et du développement de résistances bactériennes
[4-5]. La fréquence élevée des bactéries dans les urines pourrait s’expliquer par la prolifération
préférentielle de certaines bactéries au niveau des voies urinaires et la multiplicité des facteurs
favorisants (1’age, le sexe, 1’état du patient) [5]. Depuis la découverte en 1985 de la production
des B-lactamases a spectre étendu (BLSE) par les entérobactéries (bactéries les plus répandues
au cours des infections du tractus urinaire) plusieurs études se sont intéressées a leur profil et
les facteurs de leur émergences et propagation [6-7]. La situation est particulierement
préoccupante en milieu hospitalier, surtout en urologie, ou la résistance par production de BLSE
est en augmentation [8]. Ainsi la prise en charge probabiliste adaptée de ces infections devient

un des enjeux de santé publique [9].

L’examen cytobactériologique des urines (ECBU) reste I’examen clé pour le diagnostic de cette
infection. 1l permet d’isoler la bactérie responsable de 1’infection a partir de la culture, afin de
I’identifier et d’étudier sa sensibilité aux antibiotiques [10]. L’émergence et la multiplication
des bactéries multi-résistantes (BMR) pendant les IU limitent le choix des antibiotiques [11].
Les évaluations de la sensibilité aux antibiotiques des souches bactériennes ont révélé une
résistance relativement importante aux B-lactamines particuliérement a 1’amoxicilline et
I’ampicilline pour la plupart des entérobactéries d’ou I’importance d’une identification
bactériologique adéquate en vue d’une antibiothérapie adaptée [12]. Le recueil de 1’échantillon
ainsi que son acheminement vers le laboratoire doivent étre effectués dans des conditions

strictes et selon un protocole bien défini pour éviter les erreurs d’interprétation [13].
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En effet, la prévalence du portage de bactéries exprimant des bétalactamases a spectre élargi
(BLSE) était de 21,4% a I’hopital du Mali [14].

La surveillance de la résistance aux antimicrobiens est d’importance dans les pays afin
d’élaborer des stratégies efficaces de contrble. Dans cette perspective des sites sentinelles ont
été mise en place au Mali. Cependant les laboratoires publiques et prives doivent tous participer
a cette surveillance en contribuant a la base de données nationale et renforcer ainsi la stratégie
de lutte contre ce phénomene.

C’est pour cela, nous avons entrepris cette étude dont le but est d’évaluer le profil de sensibilité

des bactéries isolées dans les infections urinaires dans le Laboratoire Groupe Santé TIEBA.
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2. Objectifs
2.1. Objectif général

Evaluer la sensibilité aux antibiotiques des bactéries isolées chez les patients venus au
Laboratoire Groupe Santé TIEBA de Bamako pour examen cytobactériologique des urines.

2.2. Objectifs spécifiques

1) Déterminer la fréquence des examens cytobactériologiques des urines positives ;

2) ldentifier les différentes espéces des bactéries isolées dans les urines ;

3) Déterminer la prévalence de la sensibilité et de la résistance aux antibiotiques des bactéries

isolées des urines.
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3. Géneralités

3.1. Déefinitions

+ Infection urinaire

Est la colonisation des urines par des bactéries, ce qui se traduit le plus souvent par des signes
infectieux urinaires. Elle peut étre classés en deux catégorie ; les infections urinaires hautes qui
concernent les reins et les uretéres et les infections urinaires basses qui affectent la vessie et
I’urétre. Cette infection est dite nosocomiale lorsqu’elle n'était ni présente ni en cours
d'incubation a I’admission du patient dans une structure de soins dans les 48 heures. Ce délai
de 48 heures correspond a la durée d’incubation de la plupart des infections aigues liées a une
bactérie a croissance rapide. L’origine des bactéries nosocomiales est endogéene (flore du
patient) dans les deux tiers des cas, ou exogene [10]. Elle associe :

e Au moins un des signes suivants : fievre (>38°C), impériosité mictionnelle, pollakiurie,
brdlures mictionnelles ou douleurs sous-pubiennes, en 1’absence d’autre cause infecticuse ou
non ;

e A une uroculture positive.

++ Colonisation

La colonisation urinaire ou bactériurie asymptomatique est la présence d’un micro-organisme
(ou de plusieurs micro-organismes) dans 1’arbre urinaire sans manifestations cliniques
associées. Il n’y a pas de seuil de bactériurie, sauf chez la femme enceinte, ou un seuil de
bactériurie >10° ufc/ml est classiquement retenu. La leucocyturie n’intervient pas dans la
définition [15].

+ Examen cytobactériologique des urines

C’est un examen permettant de réaliser sur un échantillon d’urine :

e Une étude de la Cytologie, c'est-a-dire 1’étude des différents types de cellules retrouvées
dans I’urine (hématies, leucocytes, cellules épithéliales recouvrant la surface de la vessie ;

e Une étude Bactériologique, c'est-a-dire la recherche, 1’identification, et le compte des
bactéries pouvant étre présentes dans 1’urine, aprés sa mise en culture. Si un germe est identifié,
une étude de sa sensibilité a différents antibiotiques est réalisée [15].

3.2.  Rappels anatomiques du tractus urinaires

L'appareil urinaire comprend : la vessie, les reins, les uretéres, et 1’urétre. Pour des raisons
anatomiques, I'lU est plus fréquente chez la femme. En effet, chez la femme, le méat urinaire
est proche de I'anus ou sont toujours présentes des bactéries. Ces bactéries peuvent remonter le

long de l'uretre vers la vessie et proliférer dans I'urine [16]. Un défaut d’hygiéne locale peut
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donc favoriser les IU de la femme. L’homme est relativement protégé des IU par la distance
qui sépare l'anus de son meat urinaire (la longueur de I'urétre masculin est en moyenne de 16
cm, alors que celle de l'urétre féminin est de 2 cm) [17]. L’appareil urinaire bénéficie de
barriéres naturelles contre 1’infection, qui sont anatomiques et mecaniques :

- La dynamique du flux urinaire qui assure la vidange des voies urinaires, s’oppose ainsi a
tout envahissement microbien local ;

- Les propriétés antibactériennes de I’urothélium qui empéchent la diffusion et la
multiplication des germes ;

- La jonction urétéro-vésicale qui constitue un obstacle pour le reflux vesico-urétéral de
I’urine ;

- Les papilles calicielles qui s’opposent au reflux intra-rénal de ’urine. Il existe des récepteurs
urothéliaux aux adhésines fimbriales des souches d’Escherichia coli, qui jouent un role
prépondérant dans 1’adhérence de ces germes a I’urothélium.

Le nombre et la nature de ces récepteurs seraient génétiquement déterminés, d’ou la sensibilité
variable aux infections urinaires d’un individu a un autre. Il n’est pas rare que I’urine soit
contaminée malgré tous ces mécanismes de défense. Les principaux mécanismes de défense
contre I’infection sont représentés par la dynamique du flux urinaire (vidange) et les propriétés
antibactériennes de 1’épithélium bordant 1’appareil urinaire (urothélium) [18]. Le mécanisme
des infections urinaires secondaires est relativement facile & concevoir (obstacle au libre
écoulement urinaire : jonction pyélonéphrite urétérale, reflux, hypertrophie bénigne de la
prostate...) par contre les facteurs responsables de I’infection urinaire « idiopathique » sont plus
complexes. L’infection clinique résulte de la rencontre d’une bactérie capable de proliférer dans
I’urine et d’un terrain qui permettra le développement bactérien [19]. L’écosystéme bactérien
Il peut étre résumé ainsi :

- périnée postérieur (péri-anal) : Entérobactéries

- périnée antérieur (vestibule) : flore vaginale, Gardenella

- ala périphérie du périnée : flore cutanée commensale.
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Figure 2 : L appareil génital-urinaire de la femme [17]
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3.3. Epidémiologie de I’infection urinaire

L’infection urinaire est le deuxiéme site d’infection bactérienne communautaire et le premier
site de colonisation et d’infection nosocomiale dans environs 40% [2]. Le sexe et I’age sont des
facteurs de risque importants pour contracter une infection urinaire. De fagon générale et toutes
catégories d’ages confondues, les femmes sont plus a risque de développer une infection
urinaire. Jusqu’a 40 % a 50 % des femmes rapportent avoir souffert d’au moins une infection
urinaire au cours de leur vie. La fréquence augmente avec 1’age et deux périodes sont plus
propices : en début d’activité sexuelle et en période post-ménopausique. La grossesse est aussi
un facteur favorisant d’ailleurs, la fréquence d’une bactériurie pendant la grossesse varie de 2%
a 6% [22]. Chez I’homme, cette infection est représentée principalement par I’atteinte
prostatique, mais est rare sauf en cas d’anomalies anatomiques ou fonctionnelles du tractus
urinaire. La fréguence augmente aprés 50 ans au moment ou surviennent la pathologie
prostatique et le nombre plus important d’explorations urinaires instrumentales. Chez les
personnes agées, la cystite est également 1’infection la plus fréquente mais elle est souvent
asymptomatique. Jusqu’a 5 % a 10% des hommes et 10 % a 20 % des femmes agées de plus de
65 ans ont une bactériurie asymptomatique [22].

En effet, en Afrique, 30 a 50% des femmes disent avoir eu une infection urinaire au cours de
leurs vies et aprés 7 ans, 7,8% des filles et 1,6% des garcons ont présenté une infection urinaire
[49].

Au Mali; les infections urinaires ont constitué la troisieme cause de fievre avec une
prédominance féminine de 33% contre 26% chez les hommes en 1999 [55]. L’étude de Jeamine
et Colette Epok aussi réalisée a Bamako en 1998 a 1’hdpital national du point-G a montré que
les infections urinaires ont été plus fréquentes en milieu hospitalier qu’en milieu extra
hospitalier : 15,75% avec 11,08 % chez les consultants externes et 27,74% chez les hospitalisés
[55]. Les résultats épidémiologiques ont montré que les entérobactéries représentent la grande
majorité des bactéries responsables des IU (92%), dont E. coli est I’espéce la plus incriminée
(63%).

3.4. Physiopathologie de I’infection urinaire

Le réservoir bactérien de 1’infection est constitué par les intestins, et la pénétration du germe
dans le milieu urinaire se fait a partir de trois voies [20] :

- Voie ascendante ;

- Voie lymphatique ;

- Voie hématique.
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» Voie ascendante

C’est la voie la plus fréquente, les bactéries entériques colonisent successivement les régions
périnéales, vulvo-vaginale, urétrales et remontent a la vessie, ou a la faveur d’un reflux vésico-
urétéral, aboutissant au haut appareil urinaire. Une fois dans la vessie, les bactéries colonisent
la muqueuse, s’y multiplient et peuvent entrainer une réponse inflammatoire (cystite).
L’infection peut évoluer jusqu’a atteindre le parenchyme rénal entrainant une pyélonéphrite.
L’urine constitue donc un milieu de culture pour les bactéries [19]. Les infections de I’appareil
urinaire bas, habituellement la vessie et 1’urétre, sont trés fréquentes chez les femmes plus que
les hommes, par la proximité des orifices (urétral, vaginal et anal), de méme que la brieveté de
I’urétre, explique la prédominance marquée de I’infection urinaire chez la femme. La
pénétration des bactéries dans la vessie est favorisée chez la femme par une mauvaise hygiéne
et I’activité sexuelle [17]. Chez les hommes, 1’urétre est plus long (16 cm environ), ce qui fait
qu’il est difficile pour les bactéries de remonter assez haut pour provoquer une infection. Ainsi,
la remontée des bactéries le long de I’urétre est plus difficile et entraine des infections urinaires
moins fréquentes chez ’homme [17].

» Voie lymphatique

C’est une voie controversée. La présence des voies pathogenes lymphatiques possible entre le
colon et le rein est suggérée par les faits expérimentaux. Cependant, il n’existe pas de preuves
expérimentales formelles [20].

» Voie hématogéne

Elle est rare, c’est ’ensemencement « primitif » du rein ou de la vessie par la voie sanguine.
L’expérimentation a montré que les entérobactéries injectées massivement par voie
intraveineuse n’entrainaient 1’infection de la colonne que lorsqu’il y avait une obstruction : la
présence concomitante d’Escherichia coli dans le sang et dans les urines suggére que la bactérie
décelée dans le sang provient des urines et non I’inverse. La voie hématogéne est limitée a
certaines bactéries [21] :

- Une bactériémie a Staphylocoque a partir d’un site ¢loigné peut produire des abces multiples
dans le rein. Ces abcés peuvent s’étendre au fascia péri néphrétique et produire des abceés
périnéaux. Un mécanisme similaire mais plus insidieux peut survenir avec la tuberculose.

- Le passage dans les urines d’une Salmonelle ou d’un Candida dans le cas d’une septicémie

chez un sujet non cathétérisé ou immunodéprimé.
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3.5.  Les facteurs favorisants les infections urinaires

v Le sexe

Prédominance féminine du fait que 1’urétre est proche de la région périnéale chez la femme
[22].

v L’age

Les patients de plus de 65 ans sont plus exposés au risque des infections du tractus urinaire. La
vieillesse est ainsi un des facteurs favorisants I’apparition d’une bactériurie, chez 20% des
vieillards institutionnalisés non sondés et chez 30% vivant en milieu hospitalier ou en soins
continus [22].

v Maladies sous-jacentes et état immunitaire

- Les diabétiques : Cela est d0 a la glycosurie qui altére 1’activité des polynucléaires, la
phagocytose, et la vidange vésicale, ce qui entraine un déséquilibre favorisant I’infection ;

- Lafemme enceinte ; la ménopause

- Les sondes a demeure :

- Lithiase des voies urinaires ;

- Sténose urétrale congénitale ;

- Sténose du méat uretral ;

- Anomalies congénitales des voies génito-urinaires [50].

v" Autres facteurs favorisants les Ul

- Utilisation des spermicides ;

- Activité sexuelle.

3.6.  Quelques germes responsables d’infections urinaires

3.6.1. Les entérobactéries

Ce sont des Bacilles Gram Négatifs (BGN) extrémement répandus. Ils vivent a 1’état
commensal dans le tube digestif de I’homme et des animaux et plus particulierement dans le
colon et le rectum. On les trouve aussi au niveau des organes genitaux. La famille des
Enterobacteriaceae comprend actuellement 100 espéces répertoriées. Les espéces les plus
communément isolées en bactériologie clinique appartiennent a 12 genres : Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella,
Serratia, Shigella, Yersinia [23].
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Tableau I : Subdivision hiérarchique de classification des entérobactéries [23]

Rang taxonomique Classification
Domaine Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae

+ Escherichia coli (E. coli)

Escherichia coli est I’h6te normal du tube digestif de I’homme et de I’animal et constitue
I’espéce dominante de la flore aérobie (environ 80%). Il n’existe pas normalement dans les
environnants, mais sa présence signifie une contamination fécale.

+ Klebsiella-Enterobacter-Serratia

Le groupe comprend des entérobactéries qui ont en commun le caractere biochimique
appelé réaction de VVosges Proskauer (VP) qui est généralement positive. Cette réaction consiste
a mettre en évidence la production d’acétyl méthyl carbinol (acétoine) par la bactérie. Ce sont
des bactéries saprophytes et trés répandues dans la nature, elles peuvent se retrouver a 1’état
commensal dans le tube digestif, les voies urinaires, en particulier les voies respiratoires
supérieures pour le Klebsiella. Ils sont responsables d’infections hospitaliéres nosocomiales.
+ Citrobacter et Edwarsiella

Ce sont des bacilles gram négatif. Le genre Citrobacter est un germe commensal et retrouvé
fréquemment dans I’intestin de I’homme. Les espéces du genre Edwarsiella sont saprophytes
mais peuvent parfois étre retrouvé a I’état commensal dans I’intestin.

+ Proteus-Providencia-Morganella

Ce sont des entérobacteries qui possedent en commun des enzymes permettant la désamination
oxydative des acides aminés en corps cétonique. On les appelle ainsi les entérobactéries a TDA
positif (+). lls sont saprophytes, répandues dans le sol, habituellement les eaux d’égout. Ce sont
aussi des hotes normaux du tube digestif de I’homme et des animaux.

+ Pseudomonas

Les Pseudomonas vivent dans 1’eau, le sol humide et dans les végétations et le tube digestif
humain et des animaux, ils peuvent étre saprophytes. C’est un germe opportuniste rencontré

également dans les milieux hospitaliers dont 1’espéce le plus fréquemment isolée est
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Pseudomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique. Les colonies poussent en 24 heures et sont
plates, a bord irrégulier et prennent un aspect irise metallique avec le temps. Un pigment vert
brillant diffusible caractérise cette espece.

+ Enterobacter

C’est un genre qui colonise souvent les patients hospitalises et plus particulierement ceux traités
par antibiotiques, et peut étre a 1’origine d’infections urinaires et de pneumonies, ainsi que des
infections cutanées. Il peut étre responsable de bactériémie, et c’est un pathogéne dont
I’incidence en milieux hospitalier a considérablement augmenté ces dernieres années.

+ Acinetobacter

Ce sont des bacilles gram négatif et souvent opportuniste chez les patients hospitalisés.
L’espéce la plus fréqguemment rencontrée dans 80% des infections est Acinetobacter
baumannii. 1l est responsable des infections respiratoires, des infections urinaires, des
infections dermiques etc.

Tableau I1: Classification des entérobacteries les plus fréquentes en clinique humaine [23]

GROUPE FAMILLE GENRE ESPECE
Groupe | Edwardsiellaceae | Edwadsiella Edwarsiella tarda
Salmonnellaceae | Salmonella Salmonella thyphi

Salmonella parathyphi,
Salmonella enteritidis

Groupe 11 Escherichiaceae | Escherichia Escherichia coli

Shigella Shigella dysenteriae,
Shigella flexneri, Shigella
boydii Shigella sonnei

Groupe |11 Klebsiellaceae Klebsiella Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Enterobacter Enterobacter aérogenes
Enterobacter cloaceae
Serratia Serratia marcescens
Erwinia
Groupe IV Proteaceae Proteus Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Providencia Providencia rettgeri

Providencia alcalifaciens
Providencia stuartii

Groupe V Yersiniaceae Yersinia Yersinia enterolitica
Yersiniaceae pseudo-
tuberculosis
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3.6.1.1. Caracteres bactériologiques des entérobactéries

Les entérobactéries ont toutes une morphologie trés voisine, ce sont des bacilles gram négatifs.
IIs se développent sur les milieux ordinaires en 24 heures & 37°C comme température optimale
de croissance, mais la culture est possible entre 20° a 40°C. Le temps de division varie de 20 a
40 minutes. Sur la gélose ordinaire, on observe plusieurs types de colonies [24] :

- Colonies S (smooth) lisses : Elles sont bombées, régulierement arrondies a bord régulier,
surface lisse, translucides, présentant souvent un reflet bleuté ;

- Colonies R (rough) rugueuses : Elles sont plates, a bordures dentelées, surface rugueuses,
et grisatres. Elles s’observent surtout avec des souches ayant subi plusieurs repiquages ;

- Colonies M (muqueuses) : Elles sont volumineuses, arrondies, bombées a surface lisses,
brillantes, réalisant 1’aspect de coulée de miel. Ce type correspond souvent a des bactéries
capsulées (Klebsiella) ;

- Colonies envahissantes : Elles forment des vagues successives couvrant toute la gélose. Ce
type de colonie est caractéristique du genre Proteus.

Tableau I11: Caractére bactériologique de certains agents uro-pathogénes [24]

Genres/ Caractéres Caractéres Caractéres Caractéres
Especes morphologiques culturaux biochimiques | antigéniques
Entérobactéries | -Bacille Gram- - Culture sur | Glucose+ Ag flagellaire :
-Capsule +/- milieu ordinaire | Oxydase- AgH
-Mobiles ou -37C° Catalase + Ag de paroi :
immobiles - Non exigent Nitrate + AgO,
-Non sporulé Ag de surface :
AgVi et AgK
E. coli -Bacille Gram- - Culture sur | Glucose+ Ag O (il existe
-Coloration bipolaire | milieu ordinaire | Catalase+ 163 Ag
-Mobile -37¢C° Oxydase — différents) Ag H
-Non sporulé - Non exigent Urée - , Ag Vi
Staphylococcus | -Cocci & gram+ - Culture sur | Catalase+ présence de
aureus -En amas milieu ordinaire | Coagulase+ protéine A et de
- Immobile - Peu exigent Mannitol + récepteurs  du
-Non capsulé -Milieu sélective fibrinogéne
-Non sporulé “CHAPMAN”
Streptocoques -Cocci gram + -Aérotolérant Catalase- Protéine M
-Immobile -Fragile Oxydase - Capsule
-Arrondi ou ovoide | -Exigent
-Non capsulé
-En chainettes
P. aeruginosa -Bacille Gram- -Aérobie stricte | Catalase+
-Non capsulé -Peu exigeant Oxydase + -
-Non sporulé -Milieu au
-Mobile Cetrimide
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3.6.1.2. Caracteres biochimiques des entérobactéries

Les caracteres d'identification sont essentiellement biochimiques et utilisent des tests qui
étudient le métabolisme protéique (présence d'uréase, production d'indole, dégradation du
tryptophane) ou la fermentation des sucres (glucose, lactose, saccharose...), la capacité
d'utiliser le citrate, la présence d'enzymes (decarboxylases, désaminases), la production
d'hydrogéne sulfuré ou la formation de gaz [24].

Tableau 1V: Caractéres d'identification biochimiques des genres les plus fréquemment

rencontrés [24]

Genres Gluco | Lacto | ONPG | Indole | V | Citrate | Mobilité | Urée | TDA | H2S
se se P

Escherichia | + + + + - - + - - -
Citrobacter | + + + - - |+ + - +- | +-
Enterobacter | + + + - + |+ + - - -
Klebsiella + + + +/- + | +/- - + - )
Serratia + - + - + |+ + - - -
Salmonella + - - - - |+ + - + +
Shigella + - - +/- - - - - - -
Proteus + - - +/- - | - + + +/- +/-
Providencia |+ - - + -+ + - - -
Yersinia + - - +/- + |- + + - -

3.6.1.3. Caractéres antigéniques des entérobactéries
Les entérobactéries possédent de nombreux antigenes :
- Antigene de paroi « O » : Est une endotoxine de nature glucido-lipido-polypeptidique, un
constituant de la paroi. Il est thermostable, résiste a I’alcool et au phenol.
- Antigene flagellaire « H » : de nature protéique est présent chez les espéces mobiles. Il est
thermostable, détruit par 1’alcool mais insensible a 1’action du formol. En présence de
I’anticorps correspondant il donne une agglutination floconneuse facile a dissocier par
agitation.

L’antigéne capsulaire « K » : de nature polysaccharidique, qui entoure la paroi de certaines

entérobactéries et peut masquer I’antigéne O. 1 est présent surtout chez le genre Klebsiella [48].
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3.6.2. Cocci a Gram positif (CGP)

3.6.2.1 Staphylocoques

Les espéces du genre Staphylococcus sont des Cocci a Gram positif groupés en amas ayant la
forme d’une grappe de raisin, immobiles, sporulés avec une présence de catalase. Parmi les
especes du genre Staphylococcus actuellement répertoriées, les principales sont :

- Staphylococcus aureus ;

- Staphylococcus epidermidis ;

- Staphylococcus saprophyticus.

Le test a la catalase est positif pour les Staphylocoques ; ce qui le différencie des Streptocoques.
La présence de la coagulase chez le Staphylococcus aureus permet de le différencier du
Staphylococcus epidermidis et du Staphylococcus saprophyticus.

3.6.2.2. Streptocoques

Sont des Cocci a Gram positif (+) disposés par paire (diplocoques) en longue ou courte
chainette, non sporulés. Certains Streptocoques possedent une capsule : c’est le cas de
Streptococcus pneumoniae ou pneumocoque. Sur le milieu de culture, la gélose au sang, les
colonies peuvent produire :

- Une hémolyse alpha, qui est caractérisée par une zone d’hémolyse étroite, verdatre autour
de la colonie (pneumocoque).

- Une hémolyse  ou complete, caractérisée par une zone d’hémolyse assez large autour de la
colonie ; c’est le cas de Streptococcus pyogéne et du Streptococcus agalactiae du groupe B.

- Une hémolyse Y ou absence d’hémolyse, dans ce cas les colonies ne produisent pas

d’hémolyse et sont appelées non hémolytiques.

3.7. Diagnostic de ’infection urinaire

3.7.1. Diagnostic clinique
Repose sur un tableau clinique
e Cystite
Le terme cystite doit étre réservé a la femme, car chez I’homme une cystite s’accompagne
toujours d’une prostatite. Les signes cliniques en sont bien connus : brllures urinaires,
pollakiurie, parfois hématurie terminale est présente dans 15 a 20 % des cas, due a un purpura
de la muqueuse veésicale, absence de fiévre, présence dans les urines de germes et de leucocytes.
La cystite simple est banale, frequente, facilement diagnostiquée et guérit sans séquelle.

Certaines femmes souffrent de récidive, elle n’est souvent grave que dans la mesure ou elle
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altére la qualité de vie. Elle se définit par la répétition des épisodes au long des années (> 4

épisodes/an). La prise en charge implique la recherche d’un facteur favorisant [25].

e Pyélonéphrite : Peut-étre aigué ou chronique :

La pyélonéphrite aigué : est un état inflammatoire, transitoire, d’origine infectieuse, atteignant

le rein et sa voie excrétrice par voie canalaire plus souvent qu”hématogéne, responsable d’un

cedéme, d’un afflux leucocytaire et d’une ischémie localisée du parenchyme rénal. Le tableau

clinique associe une température supérieure a 38 °C, frissons, douleurs lombaires spontanée ou

provoquée, le plus souvent unilatérale.

La pyélonéphrite chronique : 1l s’agit habituellement d’une pyélonéphrite aigue qui semblait

avoir guérit mais qui a évolué lentement vers la chronicité sans signes subjectifs. Elle se

manifeste par épisodes fébriles, douleurs lombaires, asthénies, céphalée anorexie, bactériurie,

pyurie, anémie secondaire, hypertension tardive, détérioration fonctionnelle [51].

e Prostatite

La prostatite est souvent consécutive & une infection & entérobactéries (essentiellement

colibacilles). Elle peut également faire suite par voie hématogene a une infection a distance,

staphylococcique ou autre, parfois observée dans les jours précédents. Il se manifeste chez un

homme jeune par ’apparition d’une fievre a 40°C accompagnée de frissons et d’un malaise

général d’allure grippale, des briilures urinaires et I’émission d’urines purulentes. La prostatite

peut évoluer vers la chronicité, dans ce cas, au toucher, la prostate est hypertrophique, parfois

cedémateuse ou pseudo-adénomateuse et surtout douloureuse [52].

3.7.2. Diagnostic biologique

En présence des signes cliniques évoquant une infection urinaire, deux examens biologiques

sont pratiqués : test de bandelette urinaire et examen cytobactériologique des urines(ECBU).
3.7.2.1. Bandelette urinaire

La pratique des bandelettes urinaires permet d’orienter le diagnostic d’infection. Ces

bandelettes réactives utilisent des méthodes biochimiques pour détecter la présence de deux

stigmates essentiels de 1’infection : la leucocyturie et la bactériurie. La présence de leucocytes

se traduit par ’excrétion d’une enzyme, le leucocyte estérase, qui réagit avec la bandelette

lorsque la leucocyturie est supérieure 8 10/mm?. La mise en évidence des bactéries qui utilisent

la présence des nitrates. Seules les bactéries possédant un nitrate réductase sont capables

d’¢laborer des nitrates dans les urines [26].
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3.7.2.2. Examen cytobactériologique des urines (ECBU)
L’ECBU est le seul élément diagnostique de certitude de I’infection urinaire en isolant la
bactérie causale et étudiant sa sensibilité aux antibiotiques. Cet examen comprend plusieurs
étapes [27] :
+ L’examen direct : pour rechercher des leucocytes et des bactéries dans les urines ;
+ La culture quantitative de I’urine : considérée comme I’examen de référence qui permet un
diagnostic de certitude ;
+ L’identification et I’antibiogramme : permettant d’identifier la bactérie en cause de I'IU et
d’¢étudier sa sensibilité aux antibiotiques afin d’adapter le traitement.
a. Recueil des urines
Conditions de prélevement des urines [28]
Le prélévement est le premier point critique susceptible d’influer sur le résultat de ’ECBU du
fait de la présence d’une colonisation de I'urétre et des voies génitales externes par une flore
commensale. Ainsi, de rigoureuses conditions d’hygiénes et d’asepsie doivent étre entretenues :
e Une asepsie locale prealable ;
¢ Une toilette génitale rigoureuse : désinfection du méat soit avec une solution de dakin soit a
I’eau et au savon puis le rincer soigneusement.
Le prélévement doit se faire en dehors de tout traitement anti-infectieux tout en évitant la
contamination de 1’échantillon par des bactéries de I’environnement. Il est préférable de réaliser
le prélévement d’urine le matin afin de recueillir une urine ayant sé¢journée suffisamment
longtemps dans la vessie. On élimine la premiere partie de la miction pour recueillir le milieu
de jet dans un flacon stérile.
» Cas particuliers
e Chez le nourrisson
Apres toilette soigneuse de la région périnéale, le recueil des urines se fait en fixant 1’urinocol
(sac plastique collecteur muni d’un adhésif) au méat urétral. Ce sac doit étre changé toutes les
30 minutes apres nettoyage [29].
e Chez le patient porteur de sonde
Le recueil de 'urine se fait en clampant le tuyau évacuateur pendant 10 a 15 minutes pour
laisser I’urine s’accumuler. En amont, le recueil se fera par ponction direct dans la paroi de la
sonde apres désinfection. Un site de ponction spécifique est incorporé dans la plupart des sondes
[29].
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b. Transport et conservation
La réalisation du prélévement devrait étre effectuée chaque fois que cela est possible au
laboratoire. A défaut, il faut s’assurer que les urines n’ont pas été conservées plus de 2 heures
a température ambiante ou plus de 24 heures a 4°C. Il existe des systemes de transport
stabilisateurs contenant de I’acide borique en conditionnement stérile qui permet une
conservation de 1’urine pendant 48 heures a température ambiante sans modification notable de
la bactériurie et de la leucocyturie. Une conservation a +4°C permet une stabilisation de la
bactériurie, mais les leucocytes peuvent s altérer au-dela de la 12°™ heure [30].
3.7.3. Réalisation de I’examen cytobactériologique des urines [31]

3.7.3.1. Examen macroscopique
Il consiste a apprécier a I’eil nu le prélévement et a noter I’aspect qui peut étre limpide,
légérement trouble, trouble, ictérique ou purulent. L’urine normale a une couleur claire,
d’aspect jaune citron tandis que 1’urine infectée est souvent trouble, d’odeur nauséabonde et de
couleur plus foncée. Parfois, on note la présence de sédiments blanchétres (phosphates). La
valeur prédictive positive de cet examen est faible et sa valeur prédictive négative est de 1’ordre

de 95%.

Urine claire Urine purulente Urine trouble

Figure 3 : Macroscopie des urines [31]
3.7.3.2. Examen microscopique

Cet examen associe obligatoirement deux étapes, cytologique et bactériologique, qui ont pour
but d’apprécier de fagon quantitative et qualitative la présence d’éléments figurés (leucocytes,

hématies, cellules épithéliales cristaux, cylindres) et de bactéries dans les urine.
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Cylindres hyalins | Cylindre lewcocytaire | Cylindre granuleux | Cylindre hématique | Cylindre graisseux

Figure 4 :Cylindre urinaire [31]
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Figure 5 : Cristaux urinaire [31]

= Leucocyturie

Elle est considérée comme le témoin d’une atteinte inflammatoire des tissus de I’arbre urinaire.
La leucocyturie est mesurée par numération dans un volume donné de I’urine homogénéisée
sur cellule de type Malassez, de préférence a usage unique. En cas d’infection urinaire, un

processus inflammatoire se traduit par la présence de plus de 10* leucocyte/ml, parfois en amas,
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fréquemment associée a une hématurie supérieure a 10* hématies/ml dans environs 30% des
cas.

Le seuil significatif de leucocyturie est fixe de maniére consensuelle a 10%ml (10
leucocytes/mm?). Une leucocyturie non significative posséde une excellente valeur prédictive
négative (VPN) permettant souvent d’exclure une infection urinaire (sauf chez le sujet
neutropénique ou a la phase initiale de ’infection). Cependant ce parameétre n’a pas de valeur
chez un patient porteur d’une sonde a demeure ou présentant une vessie neurologique,
circonstance ou la leucocyturie est quasi constante.

+ Hématurie

En situation normale, les hématies sont rarement supérieures a 10.000 hématies/ml d’urine. En
cas de troubles anormaux en dessus de ce seuil, on peut soupconner une hématurie.

+ Bactériurie

La pratique d’une coloration de Gram, sur une urine centrifugée permet de connaitre la
morphologie des bactéries alors que sur une urine non centrifugée et homogéneisée, elle permet
en plus d’effectuer une numération semi quantitative des bactéries. Elle est hautement
recommandée car elle présente plusieurs intéréts :

e L’orientation du diagnostic en facilitant le choix de milieu de culture et des conditions de
culture spécifiques ;

e L’orientation du prescripteur pour la mise en route d’une antibiothérapie probabiliste. Par
ailleurs la présence de micro-organisme au fort grossissement en immersion est bien corrélée
avec présence d’une bactériurie >10° ufc/ml, elle présente une sensibilité et une spécificité de
90% pour un microorganisme par champ.

+ Interprétation des résultats microscopique

e Bactériurie > 10%/ml et leucocyturie < 104/ml :

- 1U récente.

e Bactériurie < 10%/ml et leucocyturie > 104/ml :

- IU au début d’une antibiothérapie ;

- Réaction inflammatoire non infectieuse ;

- Possibilité d’une IU tuberculeuse.

e Leucocyturie < 10*/ml :

- Absence d’IU

e 10%ml < Bactériurie<10°/ml :

- urines n’ayant pas s¢journé assez longtemps dans la vessie ;
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- malade sondé ou incontinent ;

- auto-agglutinassions bactérienne (Pseudomonas, Staphylocoque,..) [31].

3.7.3.3. Uroculture

Depuis Kass, 1'uroculture permet de détecter une infection urinaire en dénombrant les unités
formant colonies (UFC) par ml d’urine. La culture est toujours nécessaire pour préciser 1’espece
bactérienne, quantifier la bactériurie et effectuer un antibiogramme. Il est classique de
considérer qu’une culture donnant un résultat > 10° ufc/ml est significative d’infection urinaire.
En dessous de ce seuil, la contamination du préléevement est possible. En présence de
symptémes, une bactériurie retrouvée 2 fois consécutivement le méme germe et un seuil
supérieur a 10° ufc/ml a une sensibilité supérieure a 80% et une spécificité supérieure a 95%.
Néanmoins, il est possible d’avoir une véritable infection urinaire avec un taux inférieur a 10°
ufc/ml. Les milieux les plus usuels sont : Cystine Lactose Electrolyte Déficient (CLED), gélose
Mac Conkey, gélose au sang, gélose lactose¢ au Bromo Cresol Pourpre (BCP). L’incubation
dure de 18 a 24 heures a 37°C. Dans certains cas (bactéries exigeantes ou déficientes), il faut
prolonger I’incubation de 24 heures [32]. Selon le REMIC (Référentiel de la Société francaise
de Microbiologie), le caractére pathogéne d’un microorganisme et le seuil de bactériurie
significative dépend du type de micro- organismes et de leur niveau d’implication dans
I’étiologie des infections urinaires [15]. Quatre groupes ont été définis. (Voir tableau V).

Tableau V: Seuil de bactériurie selon le sexe et I'agent pathogene [32]

Groupe Espéce Taux de bactériurie
significative ufc/ml
Groupe 1: Escherichia coli,
Pathogenes habituels Staphylococcus saprophyticus
Ceci est valable quel que soit le 103

tableau clinique d’IU (cystite,
pyélonéphrite, IU masculine).

Groupe 2 : Especes Proteus, Klebsiella spp,
responsables d’infections Enterobacter spp, Serratia spp, 10* (femme)
communautaires et Citrobacter spp, Pseudomonas 103 (homme)
nosocomiales aeruginosa, Enterococcus spp,

S. aureus
Groupe 3 : Pathogenes si S. agalactiae, SCN sauf
isolés en grande quantité S. saprophyticus, Acinetobacter spp, >10°

S. maltophilia, autres
Pseudomonaceae, Candida spp

Groupe 4 : Lactobacilles, Streptocoques
Contaminants sauf si isolés alphahémolytiques, Gardnerella
de ponction sus- pubienne vaginalis, Bifidobacterium spp, -

Corynébactéries
(sauf C. urealyticum)
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3.7.3.4. ldentification

Pour I’identification de 1’agent pathogéne, la technique a utiliser découle de la morphologie des
colonies, complétée si besoin d’une coloration de Gram et de la recherche de I’oxydase et de la
catalase. Le nombre limité d’espeéce microbienne simplifie le choix de la galerie a utiliser. Cette
derniere permet la recherche de plusieurs caracteres biochimiques par des réactions
enzymatiques, qui se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par addition de
réactifs. L utilisation du catalogue d’identification permet de reconnaitre 1’espeéce bactérienne
[33].

3.7.3.5. Antibiogramme

+ Définition d’antibiotique

Du grec anti : « contre » et bios : «la vie ». Au sens strict, les antibiotiques sont des agents
antibactériens naturels d’origine biologique ; qui, & basse concentration, peuvent inhiber la
croissance des micro-organismes. lls sont élaborés par des microorganismes, champignons et
diverses bactéries. Les produits employés actuellement sont des dérivés semi-synthétiques
préparés par modification de produits de base naturels [35].

+ Notions de résistance et sensibilité

La résistance bactérienne a un antibiotique est d’origine génétique. Les génes de résistance se
trouvent soit dans le chromosome (résistance chromosomique), soit dans un élément mobile,
comme les plasmides, les éléments transposables ou les intégrons (résistance extra
chromosomique). La résistance peut étre soit naturelle, soit acquise. En effet, une souche est
dite « résistante » lorsque la concentration d’antibiotique qu’elle est capable de supporter est
plus élevée que la concentration que 1’on peut atteindre in vivo a la suite d’un traitement. Le
but de la réalisation d’un antibiogramme est triple [36] :

- la prédiction de la sensibilité d’un germe a un ou plusieurs antibiotiques dans une optique
essentiellement thérapeutique ;

- lasurveillance épidémiologique de la résistance bactérienne ;

- et I’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances naturelles.

+ Recherche de la production de Bétalactamases a spectre élargie (BLSE)

La recherche de BLSE a été systématique et consistait a placer autour d’un disque
d’amoxicilline + acide clavulanique des disques de Ceftazidime, de Cefotaxime, de
Ceftriaxone et d’ Aztreonam.

La présence d’une image de synergie en bouchon de champagne dans la zone de contact entre

1I’AMC et les céphalosporines ou Aztreonam a éteé retenue comme signe de production de BLSE.
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+ Technique classique d’antibiogramme

e Méthode de dilution

Les methodes de dilution sont effectuees en milieu liquide ou en milieu solide. Elles consistent
a mettre un inoculum bactérien standardisé au contact de concentrations croissantes
d’antibiotiques selon une progression géométrique de raison 2.

- En milieu liquide

Une solution mere d’antibiotique est diluée de 2 en 2. Le diluant est le bouillon de Muller-
Hinton. L’inoculum est préparé a partir d’une culture de 24 heures en milieu liquide.

- En milieu solide

L’antibiotique est incorporé a des concentrations croissantes dans un milieu gelosé coulé en
boites de pétri. La surface de la gélose est ensemencée avec un inoculum des souches a étudier.
Apres incubation, la Concentration minimale inhibitrice (CMI) de chaque souche est
déterminée par I’inhibition de la croissance sur le milieu contenant la plus faible concentration
d’antibiotique. Dans la pratique courante, les méthodes de dilution sont de mise en ceuvre
délicate et onéreuse et elles sont réservées pour les infections graves.

e Méthode de diffusion

Antibiogramme standard en milieu gélosé : La culture bactérienne est ensemencée a la surface
d’une gélose spécialement étudiée, la gélose de Muller-Hinton. Des disques pré-imprégnés
d’une dose connue d’antibiotique sont déposées a la surface de la gélose. L’antibiotique diffuse
a partir du disque en créant un gradient de concentration décroissante. La détermination du
diamétre de la zone d’inhibition permet une estimation de la concentration minimale inhibitrice.
Les caractéres de sensibilités ou de résistance de la souche bactérienne en seront deduits [37].

e Méthodes automatisées

Chaque antibiotique est testé avec deux concentrations critiques et le résultat s’exprime en
croissance (+) ou en absence de croissance (-) pour chacune des concentrations en 24 heures.
L’interprétation est directe : sensible, intermédiaire ou résistant. Pour I’interprétation des
résultats, les résultats quantitatifs (CMI en mg/L) sont le plus souvent interprétés par les
laboratoires en termes de possibilité thérapeutique. Cette interprétation consiste a comparer les
valeurs des CMI avec les concentrations critiques etablies pour les diverses classes
d’antibiotiques.

- Si, pour un antibiotique donné, la CMI d’une souche est inférieur a la concentration critique

inférieure, la souche est qualifiée de sensible(S).
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- Si la CMI d’une souche est supérieure a la concentration critique supérieure, la souche est
qualifiée de résistante (R).

- Si la CMI est comprise entre les deux concentrations critiques, la souche est dite de
sensibilité intermédiaire (1).

La confrontation des CMI aux concentrations critiques permet donc aux laboratoires de donner
les résultats sous la forme de bactérie sensible, intermédiaire ou résistante a un antibiotique.
L’analyse de ces résultats doit étre complétée par une lecture interprétative de 1’antibiogramme.
Cette derniere est fondée sur la connaissance des phénotypes de résistance, elle nécessite une
identification correcte de la souche et une méthode d’antibiogramme parfaitement standardisée.
La mise en évidence de phénotypes de résistance hautement improbables compte tenu de
I’identification de la souche doit conduire a vérifier 1’identification bactérienne a controler la

pureté de I’inoculum et a controler la technique de I’antibiogramme [38].
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METHODOLOGIE
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4. Méthodologie

4.1. Lieu d’étude

Le laboratoire groupe santé TIEBA constitue notre licu d’étude.
Le laboratoire groupe sant¢ TIEBA est un laboratoire d’analyse biomédicale polyvalent
siégeant a Sébénicoro prés du point Woyowayanko en commune IV du district de Bamako. Le
laboratoire dispose :

[0 Au rez de chaussee

- Une salle d’accueil ;

- Une salle d’archive ;

- Une chambre froide

- Deux salles de prélévements ;

- Une salle de PCR charge virale ;

- Une salle d’échographie ;

- Deux toilettes.

[0 Au 1°r¢ étage

Unité de :

- Microbiologie ;

- Immuno-Hématologie ;

- Biochimie ;

- Salle de microscopie ;

- Salle de Tri;

- Une toilette ;

- Bureau du Biologiste (Gérant).

0 Au 2°™e étage

- Bureau du Directeur Général

- Bureau du Biologiste.

» Les locaux du service de microbiologie sont équipés de :

- Un bureau pour le chef de I’unité¢ ;

- Trois incubateurs ;

- Un appareil BD phcenix M50 pour identification et antibiogramme ;
- Une hotte ;

- Deux réfrigérateurs ;

- Un bac a colorant ;
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- Une table (palliasse) ;
- Un appareil pour bain marin.
- Un appareil de stérilisation.
» Les activités de I’unité de bactériologie
e L’unité de bactériologie réalise les activités suivantes :
L’examen cytobactériologique des urines ;
L’examen cytobactériologique des prélévements génitaux ;
L’examen cytobactériologique des pus de diverses origines ;
- L’examen cytobactériologique des liquides de ponction (LCR et autres liquides
biologiques) ;
L’examen cytobactériologique des expectorations (crachats) ;
- Des prélevements de gorge, de nez et de la bouche ;
- Des examens du sperme, des liquides prostatiques, des prélevements urétraux.
4.2. Type et période de I’étude
Cette étude a été realisée dans 1’unité de microbiologie du laboratoire Groupe Santé TIEBA. Il
s’agit d’une étude rétrospective concernant tous les examens cytobactériologiques des urines
(ECBU) allant sur une période de 56 mois (mai 2018 a décembre 2022).
4.3. Population d’étude
Notre étude a portée sur des souches bactériennes isolées dans les urines de la population
générale.
4.4, Critéres d’inclusion
Ont été inclus dans notre étude, I’ensemble des bactéries isolées dans les urines de la population
générale.
4.5. Critéres de non inclusion
Les examens cytobactériologiques des urines dont les cultures ont été stériles sont exclus de
notre étude.
4.6. Collecte des données
Les données ont été recueillies a partir du logiciel Winlab et des bulletins d’analyse photocopiés
et archivés. Dans ces dossiers, on pouvait trouver des informations telles que : le numéro du
patient, 1’age, le sexe, le centres, les prescripteurs, 1’espece bactérienne en couse de I’infection
et I’antibiogramme réalise.
4.7.  Considération éthique :
L’anonymat et la confidentialité¢ des informations des patients ont été respecté lors du recueil

des donnés.
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4.8.

Saisie et analyse statistique des données

La saisie, le traitement et I’analyse des données ont été effectué a I’aide des logiciels, Excel
2016 et IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences version 13.0).

Le pourcentage de sensibilité des germes isolés aux antibiotiques a été déterminé a partir des

résultats de I’antibiogramme selon la formule suivante :

% de sensibilité = Nombre de souches sensibles a un antibiotique donné

Nombre total de souches testées du méme germe

4.9. Réactifs et Matériels

Cellule de Malassez ;
Tube de 9,9ml d’eau distillé stérile ;
Pipettes ;
Micropipettes ;
Embouts steriles ;
Boite de pétri d’un milieu gélosé ;
Solution saline stérile & 0,85% ;
Gants ;
Pinces a disque ou applicateur de disque ;
Etuve ;
Centrifugeuse ;
Milieux anaérobie ;
Poubelles ;
Ecouvillons stériles ;
Galérie Api 205 ;
Automate BD Phoenix ;

Gaz, pour source de flamme.

4.10. La Démarche Méthodologique

4.10.1. Phase pré-analytique

C’est I’'une des étapes de la méthodologie la plus critique en microbiologie, ainsi la qualité du

prélevement conditionne la fiabilité du résultat. Les prélevements sont effectués et recueillis au

niveau des services concernés puis acheminés au laboratoire, ou directement recueillis au

laboratoire (pour les prélevements externes).
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¢+ Les modalités du recueil des urines

Le recueil des urines a été fait selon le respect du GBEA (Guide des Bonnes Exécutions des
Analyses) sur des urines du matin ou des urines ayant stagnées au moins 3 heures dans la vessie.
La conformité du prélevement doit contenir les renseignements suivants [39] :

- Nom et prénom du patient ;

- Date, heure du prélevement ;

- Modalités de prélevement (sondage vésicale, cathétérisme sous-pubien) ;

- Indication du prélevement ;

- Terrain du patient ;

- Renseignements cliniques ;

- Antibiotiques (ATB) pris recemment.

= Recueil des urines chez I’homme

- Désinfecter le méat urinaire au Dakin ;

- Jeter les premiers ml d’urine et recueillir les 20ml suivants dans un flacon stérile.

» Recueil des urines chez la femme

- Introduire un tampon vaginal pour éviter la souillure de I’échantillon ;

- Désinfecter le méat urinaire ;

- Désinfecter la vulve de I’avant vers I’arriére au dakin de fagon rotative ;

- Uriner en position naturelle en maintenant les grandes levres écartées ;

- Rejeter les premiers ml d’urine et recueillir les 20ml suivants dans un flacon stérile.

[0 Acheminement et Stockage de 1’échantillon

L’examen devra étre effectué dans I’heure qui suit le prélévement ou stocké a + 4°C au plus
24 heures en indiquant sur le flacon la date, I’heure du prélévement en plus le nom du malade.
4.10.2. Phase analytique

Au premier jour, un examen macroscopique, un examen microscopique et une culture ont été
effectués sur chaque urine.

4.10.2.1. Examen macroscopie

Consiste a noter 1’aspect et la couleur des urines :

- Aspect : limpide, Iégérement trouble, trouble, hémorragique ;

- Couleur : jaune, jaune péale, jaune doré, jaune fonce, jaune clair, ambré.
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4.10.2.2. Examen microscopique

Il comporte un examen a 1’état frais et un examen apres coloration de Gram :

a. Examen a I’état frais

L’examen a I’¢état frais a été effectué a partir de 1’urine homogénéiseé sur cellule type Malassez,
cela a permis la mise en évidence de la présence de leucocytes, d’hématies, de levures,
cylindres, de parasites et la flore bactérienne [30].

* Lecture de I’urinaire a I’objectif 40x

Observer et noter la présence de : bactéries, leucocytes, cristaux urinaire (figure 5), cylindres
urinaires (figure 4), parasites (Schistosoma haematobium), levures, type de flore bactérienne.

- Dénombrer les leucocytes et les hématies dans 1mm?3 d’urine (compter 10 a 30 éléments au
moins) ;

- rapporter le nombre d’éléments au ml en multipliant par 10° le nombre par mm? ;

- Une bactériurie > 10° bactéries/ml définit I’infection de 1’urine vésicale (bactériurie
significative) ;

- une leucocyturie > 10%/ml définit ’existence d’une réaction inflammatoire [31].

Si ’on observe des bactéries a ’examen direct, étaler le culot sur une lame et faire une
coloration de Gram.

b. La coloration de Gram

La coloration de Gram est la coloration de base en bactériologie, elle permet de différencier les
bactéries, non seulement d’aprés leur forme, mais également d’aprés leur affinité pour les
colorants liés a la structure générale de leur paroi (précise le caractére Gram positif ou Gram
négatif des bactéries) [40].

+ Principe de la coloration de Gram

La coloration de Gram-Nicolle est une coloration différentielle basée sur la structure de la paroi
bactérienne qui est différente selon qu’il s’agisse de bactéries a gram positif ou a gram négatif.
Elle est déterminée par :

o La formation d’un complexe entre le Violet de gentiane phéniqué, le Liquide de lugol et un
constituant specifique des bactéries a Gram positif insoluble dans 1’alcool. Les bactéries a Gram
positif ne sont donc pas décolorées par I’alcool et restent colorées en violet.

o Une perméabilité plus importante a I’alcool de la paroi des bactéries a Gram négatif permet
une solubilisation du complexe Violet de gentiane-Liquide de lugol. Les bactéries a Gram
négatif sont donc décolorées par 1’alcool, elles fixent alors la Fuchsine de Ziehl et apparaissent

colorés en rose.
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= Préparation du culot urinaire pour la coloration de Gram
- Mélanger délicatement 1’urine a I’aide d’une micropipette afin d’homogénéiser ;
- Identifier un tube conique a centrifuger et le remplir aux % d’urine homogénéisée ;
- Centrifuger pendant 5 a 10 minutes, a vitesse moyenne (1500 tr/min) ;
- Verser le surnageant et étaler le culot urinaire sur une lame identifiée. (Voir SOP de la
coloration de gram en annexel).
+ Résultats :
Les bactéries a Gram positive gardent le violet de gentiane et se colore en violet ou bleu et les
bactéries a négatives sont donc décolorées par 1’alcool, elles fixent alors la fuchsine de Ziehl et
apparaissent colorées en rose [47].

4.10.2.3. La culture de I’urine
Les milieux de culture différent selon la nature du prélévement et les résultats de 1’examen
direct. Ils peuvent étre ordinaires, enrichis, ou sélectifs. La méthode d’ensemencement utilisée
dans notre étude est la méthode a I’anse calibrée et les milieux de culture utilisés étaient la

gélose Drigalski et la gélose Uriselesct. (\Voir SOP en annexel).

Colonie isolée

Figure 6 : Milieu de culture Gélose Drigalski au LGST-le 02/0/2023.
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+ Interprétation

Sur le milieu ensemencé par étalement, compter le nombre de colonies (en principe il n’ya
qu’un type de colonie ; sinon compter séparément chaque type de colonie). Calculer le nombre
B de bactéries par ml. B= N x 1000. Le milieu ensemencé par isolement permet de controler la

pureté de la culture en cas de confluence des colonies sur 1’autre milieu [42].

I Numération bactérienne sur ensemencement urinaire
Tty
.!.:__.:_,\}:-' - ‘?_
t’r_,.‘- -~ .‘7 }'-3;
PRy S
Sesr3eds
10°UFC/mL. M0*UFC/mL. 10°UFC/mL  MOSUFC/mL 107 UFC/mL

Figure 7 : Numération bactérienne sur ensemencement urinaire [42]

4.10.2.4. ldentification et Antibiogramme
Au deuxiéme jour, nous avons utilisé 1’une de ces deux méthodes : soit la méthode manuelle
avec la galerie classique api 20F et le milieu Muller Hinton ; soit la méthode automatisée ’BD
Phoenix® M50,

4.10.2.4.1. La méthode manuelle d’identification et d’antibiogramme des germes
a. Identification avec la galerie api 20F
+ Principe de la galerie api 20F
La galerie api20F comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les microtubes
sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les réactions produites
pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par
I’addition de réactifs. L’identification est obtenue a 1’aide du catalogue analytique [53]. (Voir
SOP en annexe2).
+ Lecture et interprétation de la galerie api 205
Apreés 24 heures, on procéde a la lecture des réactions biochimiques dans les 20 microtubules
(chaque microtubule est numéroté : 1,2 ou 4) ; la somme de ces trois va nous donner code

d’identifiant comme indice sur la notice.
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Figure 8 : Galerie d’identification API 20F au LGSB-le 02/08/2023.

b. Antibiogramme avec la méthode manuelle

La technique utilisée dans notre étude était la diffusion sur gélose Mueller Hinton selon la
recommandation du Comité de 1’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
(CASFM) (Recommandation 2018). Pour chaque souche de bacille a gram négatif, des disques
d’antibiotiques ont été utilisés sur une boite carrée de 120x120 mm. Certains de nos
antibiotiques testés sont sur la liste ci-dessous.

o Bétalactamines : Aztreonam, Ceftriaxone, Ceftazidime, Céfépime, Céfoxitine, Céfixime,
Ticarciline

o Aminoside : Kanamycine, Gentamycine,

o Quinolones : Ciprofloxacine, Levofloxacine.

o Cyclines : Tétracycline.

o Autres molécules : Colistine, Sulfamethoxazole/Trimethoprime, Chloramphénicol,
Clindamycine.

4 Principe de I’antibiogramme par la méthode manuelle

Les disques de papier imprégnés avec une concentration déterminée d’agent antimicrobien sont
déposés a la surface d’un milieu adéquat préalablement ensemencé avec un inoculum calibré
d’une culture pure de la bactérie a tester. Apres incubation, les boites de pétri sont examinées
et les zones d’inhibition entourant les disques sont mesurées et comparées aux valeurs critiques
des différents agents antimicrobiens testés, afin de déterminer la catégorisation clinique
(résistant, intermédiaire, sensible). Le diamétre de la zone d’inhibition est proportionnel a la

sensibilité de la bacteérie testée [56-57-58-59]. (Voir SOP en annexe2).
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+ Résultats

Avec une régle graduée on mesure le diamétre ou le rayon d’inhibition de I’antibiotique afin de
décrire la sensibilité, I’intermédiaire et la résistance du germe a I’antibiotique.

Comparer les valeurs obtenues aux valeurs critiques figurants dans les tables de lecture
correspondantes.

Classer la bactérie dans 1’une des catégories : Sensible, Intermédiaire, Résistantes.

ATB résistant ATB sensible

Figure 9: Antibiogramme d’un échantillon de I’uroculture sur le milieu Mueller

HINTON (photo prise le 01/08/2023 au LGST).

4.10.2.4.2. La méthode automatisee avec BD Phoenix M50

+ Principe de méthode

Le BD-Phoenix M-50 est piloté par un logiciel épicentre qui permet de faire simultanément
I’1identification ainsi que 1’antibiogramme a partir des colonies de gram positives et ou négative
poussée sur les milieux de culture standard [45-46].

+ Caractéristique de la performance

Pour déterminer la précision du néphélémeétre Phoenix Spec, on a compté le nombre de colonies
dans une suspension de E. coli ATCC 25922 préparé dans du sérum physiologique.

Six réplications de chaque dilution testée ont été comptées et la moyenne des dénombrements

est donnée dans le tableau V1.
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En raison de la difficulté a obtenir la densité Mc Farland exacte désirée, ces résultats ont été
dérivés des lectures Pheonix Spec en ajustant les concentrations UFC/mI obtenues comme si
chaque dilution correspondant exactement au Mc Farland cible [54]. (Voir SOP en annexe3)
+ Résultat et Interprétation

Les résultats et I’interprétation sont en fonctions des caractéristiques biochimiques et des

concentrations maximales inhibitrices (CMI) des antibiotiques.

Tableau VI: Dénombrement des colonies et préecision du néphélomeétre [54]

Mc Farland Valeur escomptée Valeur ajustée % CV
UFC/ml x 108 UFC/ml x108
0,25 0,75 0,9 141
0,5 15 1,7 13,2
1 3,0 3,2 7,4
2 6,0 6,1 4,2
3 9,0 9,3 3,2
4 12,0 12,6 2,7

Figure 10 : BD Phoenix® M50, LGST-25/04/2023
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Figure 11 : Logigramme d’ECBU et d’antibiogramme au LGST. l

Lecture interprétative
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Tableau VII: Apport des examens bactériologiques au diagnostic des infections urinaires

Objectifs

Examen a réaliser

Délai de réponse

Examen a prescrire

Prouver I’infection des

-Bactériurie par examen

Quelques heures

inflammatoire

urines direct ECBU standard
-Bactériurie par 18H
uroculture
Caracteériser la bactérie -ldentification 36 a4 48H ECBU standard
responsable
Obijectiver une réaction | -Leucocyturie Quelques heures ECBU standard

Déterminer I’antibiotype

de la bactérie responsable

-Antibiogramme

48H

Antibiogramme
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RESULTATS
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5. Reésultats
5.1. Résultats globaux

Parmi les 776 ECBU recgu dans notre Laboratoire Groupe Santé TIEBA, 302 cultures ont été
positives. Le sexe féminin a été le plus touché et les personnes agées de plus de 45 ont éte les
plus vulnérables aux 1U. Les entérobactéries ont représenté 92,7%, dont les plus fréquentes ont
été le Klebsiella pneumoniae (38,4%), suivi d’Escherichia coli (29,5%) et de Citrobacter
freundii et Enterobacter cloacae avec le méme taux (5,6%). Les entérobactéries ont été 100%

sensibles aux Carbapenemes.
5.2. Fréquence de ’infection urinaire dans la population étudiée

Tableau VII1: Fréquence de I’infection urinaire dans la population étudiée

ECBU Nombre Pourcentage
Positif 302 38,9
Négatif 474 61,1
Total 776 100

Sur un total de 776 ECBU recu au LGST durant la période d’étude, 302 cultures ont été

positives soit une fréquence de 38,9% de cas d’infection urinaire.
5.3. Répartition de I’infection urinaire selon le sexe

Tableau IX: Répartition de I’infection urinaire selon le sexe

Sexe Nombre Pourcentage
Féminin 162 53,6
Masculin 140 46,4
Total 302 100

Le sexe féminin a été dominant avec 53,6% de cas d’infection urinaire dans notre série.
Le sexe ratio (F/M=1,16).
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5.4. Répartition de I’infection urinaire selon la tranche d’age
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Figure 12 : Répartition de I’infection urinaire selon la tranche d’age

La tranche d’age la plus touchée a été les sujets agés de plus de 45 ans, avec un pourcentage de
34,4% de cas.

5.5. Répartition des cas selon les lieux de prélevements
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Figure 13 : Répartition de I’infection urinaire en fonction de lieux de prélévement

Dans notre série, la majorité des échantillons ont été prélevés a domicile, soit un pourcentage
de 87,4%.
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5.6. Répartition des ECBU selon les centres de santé de prescription

Tableau X : Répartition des ECBU en fonction de centre de prescription.

Centres Nombre Pourcentage
Cabinet 42 13,9
Cscom 13 4,3
Clinique 96 31,8
Csref 30 9,9
Hopital 54 17,9
Non renseignés 67 22,2
Total 302 100

Le plus grand nombre de nos échantillons ont été prescrit dans les cliniques avec une fréquence
de 31,8% de cas.

5.7. Répartition des ECBU selon les prescripteurs
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Figure 14 : Répartition des ECBU selon les prescripteurs

Les médecins généralistes ont été les prescripteurs qui avaient demandé le plus grand nombre
d’ECBU avec une fréquence de 31,1% de cas.
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Autres spécialités : Cardiologue, Dermatologue, Gastrologue, Oncologue, Pneumologue,

Chirurgien, interne.
5.8. Répartition de ’infection urinaire selon la leucocyturie

Tableau XI: Répartition des ECBU selon la leucocyturie

Leucocytes/ml Nombre Pourcentage
>10000 211 69,9
<10000 91 30,1
Total 302 100

Les patients ayant eu une infection urinaire associée a une leucocyturie > 10000/ml ont été les

plus représentés avec 69,9% de cas.

5.9. Répartition des ECBU selon la méthode d’identification et d’antibiogramme

10%

m Méthode Manuelle

m Méthode Automatisée
BD Phoenix M50

90%

Figure 15 : Répartition des ECBU selon les méthodes de traitement des échantillons

La méthode manuelle a été la méthode la plus utilisée pour I’identification et I’antibiogramme,

soit un taux de 90% d’ECBU techniqués.
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5.10. Etude de I’écologie bactérienne de I’infection urinaire
5.10.1. Etude des bactéries selon la coloration de Gram
Tableau XI1: Répartition en fonction du Gram des bactéries isolées au cours des ECBU

Germe Fréquence Pourcentage
Bacille a Gram Négatif 280 92,7
Cocci a Gram Positif 22 7,3
Total 302 100

Les BGN ont été largement représentés avec une fréquence de 92,7% de cas.

5.10.2. Etude de P’infection urinaire selon la fréquence d’isolement des bactéries

Tableau XI11: Répartition des bactéries selon la fréquence d’isolément

Bactéries isolées Nombre Pourcentage
Klebsiella pneumoniae 116 38,4
Escherichia coli 89 29,5
Citrobacter freundii 17 5,6
Enterobacter cloacae 17 5,6
Serratia odorifera 7 2,3
Staphylococcus aureus 7 2,3
Klebsiella oxytoca 6 1,9
Staphylococcus haemolyticus 3 1,0
Staphylococcus sp 3 1,0
Acinetobacter baumanii 3 1,0
Pseudomonas aeroginosa 2 0,7
Enterobacter aerogenes 2 0,7
Citrobacter koseri 2 0,7
Anterobacter amnigenus 2 0,7
Autres* 26 8,6
Total 302 100

* Représentent les espéces ayant été isolées une seule fois.

L’espece la plus représentée a éte le Klebsiella pneumoniae avec 38,4%, suivi d’Escherichia
coli (29,5%) et de Citrobacter freundii et Enterobacter cloacae avec le méme taux (5,6%).
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5.11. Etude de sensibilité globale des différentes bactéries isolées dans les urines

5.11.1. Etude de sensibilité des entérobactéries aux Bétalactamines

Tableau X1V : Sensibilité des entérobactéries aux bétalactamines

Familles

Antibiotiques

Nombre de
souches testées

Nombre de

Souches sensibles (%)

Amoxicilline+acide Clavulaniques 9 0(0)
Pipéracilline-Tazobactames 9 5(55,6)
Ampicilline 8 0(0)
Ticarcilline 246 16(6,5)
Ceftriaxone 156 66(42,3)
Cefixime 251 99(39,4)
Bétalactamines Cefepime 257 75(29,2)
Cefoxitine 257 75(29,2)
Cefuroxime 10 2(20)
Ceftazidime 257 24(9,3)
Cefalotine 7 0(0)
Ertapeneme 7 7(100)
Imipeneme 8 8(100)
Aztreonam 257 153(59,5)
Aminosides Gentamicine 257 199(77,4)
Kanamycine 247 110(44,5)
Amikacine 8 8(100)
Quinolones Ciprofloxacine 256 177(69,1)
Levofloxacine 256 194(75,8)
Phénicolés Chloramphénicol 247 194(78,5)
Cyclines Tétracycline 246 36(14,6)
Polymixines Colistine 248 54(21,8)
Sulfamides- Cotrimoxazole 255 70(27,5)

diaminopyrimidines

Toutes les espéces d’entérobactéries testées ont été sensibles aux Carbapénémes (100%) et a

Amikacine (100%) par contre elles ont été toutes résistantes a Amoxicilline+acide clavulanique

(0%), a Ampicilline (0%) et au Cefalotine (0%).
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5.11.2. Etude de Sensibilité des quatre principales bactéries isolées dans les urines
5.11.2.1. Sensibilité de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques
Tableau XV : Sensibilité de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques

Antibiotiques Nombre de Nombre de
souches testées | Souches sensibles(%6)
Amoxicilline+acide Clavulaniques 6 0(0)
Pipéracilline-Tazobactam 6 4(66,7)
Ampicilline 6 0(0)
Ticarcilline 103 4(3,9)
Ceftriaxone 69 34(49,3)
Cefixime 109 43(39,4)
Bétalactamines Cefepime 109 37(33.9)
Cefoxitine 109 32(29,4)
Cefuroxime 7 2(28,6)
Ceftazidime 109 13(11,9)
Cefalotine 6 0(0)
Ertapeneme 4 4(100)
Imipenéme 5 5(100)
Aztreonam 109 51(46,8)
Gentamicine 109 89(81,7)
Aminosides Kanamycine 102 42(41,2)
Amikacine 5 5(100)
Fluoroquinolones Ciprofloxacine 108 84(77,8)
Levofloxacine 107 82(76,6)
Phénicolés Chloramphénicol 103 74(71,8)
Cyclines Tétracycline 101 8(7,9)
Polymixines Colistine 104 18(17,3)
Sulfamides- Cotrimoxazole 109 30(27,5)
diaminopyrimidines

Les souches de Klebsiella pneumoniae ont eu une sensibilité plus élevée au Gentamycine
(81,7%), par contre elles ont été toutes résistantes a 1’Amoxicilline + Acide clavulanique, a

I’ Ampicilline, et au Cefalotine.
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5.11.2.2. Sensibilité de souches d’Escherichia coli aux antibiotiques

Tableau XVI : Sensibilité de souches d’Escherichia coli aux antibiotiques

Familles

Antibiotiques

Nombre de

souches testées

Nombre de

Souches sensibles(%o)

Amoxicilline+acide Clavulaniques 3 0(0)
Pipéracilline-Tazobactam 3 1(33,3)
Ampicilline 3 0(0)
Ticarcilline 73 7(9,6)
Ceftriaxone 50 15(30)
Cefixime 79 25(31,6)
Bétalactamines Cefepime 9 19(24,1)
Cefoxitine 79 27(34,2)
Cefuroxime 3 2(66,7)
Ceftazidime 79 8(10,1)
Cefalotine 3 0(0)
Ertapenéme 3 3(100)
Imipenéme 3 3(100)
Aztreonam 78 35(44,9)
Gentamicine 79 59(74,7)
Aminosides Kanamycine 76 31(40,8)
Amikacine 3 3(100)
Fluoroguinolones Ciprofloxacine 79 47(59,5)
Levofloxacine 79 53(67,1)
Phénicolés Chloramphénicol 76 63(82,9)
Cyclines Tétracycline 74 12(16,2)
Polymixines Colistine 76 22(28,9)
Sulfamides- Cotrimoxazole 76 17(22,4)

diaminopyrimidines

Les souches d’Escherichia coli ont été plus sensibles au chloramphénicol avec 82,9% et moins

sensibles pour le Ceftazidime (10,1%), et la Ticarcilline (9,6%).
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5.11.2.3. Sensibilité de souches de Citrobacter freundii aux antibiotiques

Tableau XVII : Sensibilités aux antibiotiques de souches de Citrobacter freundii

Familles

Antibiotiques

Nombre de

souches testées

Nombre de

Souches sensibles(%o)

Bétalactamines Ticarcilline 17 1(5,9)
Ceftriaxone 6 5(83,3)
Cefixime 17 10(58,8)
Cefepime 17 4(23,5)
Cefoxitine 17 7(41,2)
Ceftazidime 17 1(5,9)
Aztreonam 17 15(88,2)
Aminosides Gentamicine 17 13(76,5)
Kanamycine 17 12(70,6)
Fluoroquinolones Ciprofloxacine 17 12(70,6)
Levofloxacine 17 13(76,5)
Phénicolés Chloramphénicol 17 16(94,1)
Cyclines Tétracycline 17 4(23,5)
Polymixines Colistine 17 4(23,5)
Sulfamides- Cotrimoxazole 17 7(41,2)

diaminopyrimidines

Les souches de Citrobacter freundii avaient une sensibilité trés élevée pour le Chloramphénicol

(94,1%), 1I’Aztreonam (88,2%) et le Ceftriaxone (83,3%), par contre elles ont été moins

sensibles pour Ticarcilline (5,6%).
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5.11.2.4. Etude de sensibilité des souches d’Enterobacter cloacae

Tableau XVIII : Sensibilité des souches d’Enterobacter cloacae aux antibiotiques

Familles

Antibiotiques

Nombre de

souches testées

Nombre de

Souches sensibles(%o)

Bétalactamines Ticarcilline 17 1(5,9)
Ceftriaxone 8 1(12,5)
Cefixime 17 4(23,5)
Cefepime 17 1(5,9)
Cefoxitine 17 5(29,4)
Ceftazidime 17 1(5,9)
Aztreonam 17 5(29,4)
Aminosides Gentamicine 17 11(64,7)
Kanamycine 17 8(47,1)
Fluoroquinolones Ciprofloxacine 17 12(70,6)
Phénicolés Chloramphénicol 17 14(82,4)
Cyclines Tétracycline 17 3(17,6)
Polymixines Colistine 17 5(29,4)
Sulfamides- Cotrimoxazole 17 5(29,4)

diaminopyrimidines

La sensibilité des souches d’Enterobacter cloacae au Chloramphénicol a été plus élevée avec

un pourcentage de 82,4% et moins élevée pour Cefepime, Ceftazidime et Ticarcilline avec un

méme pourcentage de 5,9%.
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5.11.2.5. Etude de ’antibiogramme sur les souches de Cocci Gram Positif

TableauXIX : Sensibilité de Cocci Gram Positif aux antibiotiques

Familles

Antibiotiques

Nombre de
souches testées

Nombre de Souches

sensibles(%)

Amoxicilline+acide 16 1(6,25)
Clavulaniques
Ampiciline 8 0(0)
Ticarcilline 10 2(20)
Oxacicline 6 1(16,7)
Cefepime 13 1(7,7)
Bétalactamines Céfoxitine 19 5(26,3)
Céfuroxime 11 4(36,4)
Ceftazidime 11 1(9,1)
Cefalotine 10 1(10)
Ertapénéme 4 4(100)
Imipénéme 17 1(14,3)
Aztreonam 11 2(18,2)
Gentamicine 18 10(55,6)
Aminosides Kanamycine 9 4(44,4)
Quinolones Ciprofloxacine 19 13(68,4)
Levofloxacine 5 5(100)
Phénicolés Chloramphenicol 10 7(70)
Cyclines Tetracycline 17 3(17,6)
Polymixines Colistine 76 22(28,9)
Sulfamides-diaminopyrimidines | Cotrimoxazole 11 2(18,2)
rifamycines Rifampicine 12 11(91,7)
Glycopeptides Teicoplanine 6 5(83,3)
Vancomycine 15 8(53,3)
Nitrofuranes Nitrofurantoine 6 4(66,7)
Macrolides Erythromycine 5 2(40)

Le taux de sensibilité des Cocci Gram Positif a été plus élevé pour le Levofloxacine (100%), la

Rifampicine (91,7%), la Teicoplanine (83,3%), par contre moins élevé pour 1I’Amoxicilline-
acide clavulanique (6,25%), I’ Ampicilline (0%) et Cefepime (7,7%).
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5.11.2.6. Etude de I’antibiogramme des souches de Staphylococcus aureus

Tableau XX : Sensibilité des souches de Staphylococcus aureus aux antibiotiques

Familles Antibiotiques Nombre de Nombre de Souches
souches testées | sensibles(%b6)
bétalactamines Ampicilline 1 0(0)
Ticarcilline 2 0(0)
Oxacilline 1 0(0)
Cefepime 2 0(0)
Cefoxitine 2 1(50)
Ceftazidime 2 0(0)
Aztreonam 2 1(50)
Aminosides Gentamicine 3 1(33,3)
Kanamycine 2 0(0)
Quinolones Ciprofloxacine 3 3(100)
Levofloxacine 3 3(100)
Phénicolés Chloramphénicol 2 0(0)
Cyclines Tétracycline 2 0(0)
Sulfamides-diaminopyrimidines | Cotrimoxazole 2 0(0)
Macrolides Erythromycine 1 0(0)

Toutes les souches de Staphylococcus aureus ont été 100% sensibles au Ciprofloxacine et

Levofloxacine et moins sensible pour la Gentamycine avec un pourcentage de 33,3%.
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DISCUSSION
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6. Discussion

6.1. Profil épidémiologique des entérobactéries isolées

Notre étude a porté sur des bactéries isolées des urines dans le but d’évaluer leurs sensibilités
aux antibiotiques pendant la période allant de mai 2018 a décembre 2022. Sur cette période
d’étude, notre laboratoire groupe santé TIEBA a recu au total 776 ECBU, parmi lesquels 302
culture ont été positives. La proportion de I’infection urinaire a été de 38,9%. Les
entérobactéries ont représenté 92,7% des bactéries isolées dans les urines. Des taux inférieurs
ont été rapportés dans la littérature par KALAMBRY en 2019 a I’Hopital du Mali qui a trouve

une fréquence d’IU avec 18,5% et 76,7% d’entérobactéries isolés dans les urines [60].

Selon la répartition par genre, nous avons trouvé une prédominance féminine de 53,6% et
46,4% chez les hommes avec un sexe ratio de 1,16.

Des résultats similaires ont été retrouvé dans d’autres études comme celle réalisée a I’institut
national de santé public (INSP) par DEMBELE. M qui a trouvé une prédominance féminine
de 54,2% contre 45,8% chez les hommes avec un sexe ratio 1,18 [61].

D’autres résultats similaires ont été rapporté a Bamako en 2006 par SISSOKO. MT qui a
montré également une prédominance de sexe féminin avec 56% contre 44% de sexe masculin
[62].

Cette prédominance féminine se justifie du fait que, chez la femme, 1’urétre est tres proche de
I’anus (2 cm environ) ou sont toujours présentent des entérobactéries ; alors que chez I’homme
la distance entre 1’uretre et I’anus est de plus long (16 cm environ).

Dans notre étude, les personnes agéees de plus de 45 ans ont été les plus vulnérables aux
infections urinaires avec 34,4% de cas. Ce résultat est concordant avec les données de la
littérature, qui affirme que le site le plus infecté chez les personnes agées est le site urinaire,
ainsi les infections urinaires représentent environ 35 % des infections chez le sujet agé [63].
Nos résultats sont aussi confirmes par ceux retrouves en 2014 au Laboratoire Rodolphe Mérieux
de BAMAKO par ZITTI. T qui avait trouvé les personnes de plus de 60 ans comme étant les
plus représentées avec un pourcentage de 37,3% [64].

Nous disons que, la vulnérabilité de cette tranche d’age serait liée au vieillissement de leur
systéme immunitaire et ménopause chez la femme qui est un facteur qui diminue la production
d’cestrogeéne ayant pour conséquences l’amincissement et 1’asséchement de la muqueuse
urogénitale et le rend plus sensible aux germes.

Dans notre étude, les sujets agés de 15 a 30 ans ont représenté la deuxiéme catégorie d’age

ayant eu des infections urinaires avec un pourcentage de 32,8%.
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Ce résultat s’explique du fait que les personnes en début d’activité sexuelle sont également
vulnérables aux infections urinaires.

La majorité de nos patients avaient des bulletins d’analyse prescrits dans les cliniques avec
31,8%, suivie des hdpitaux avec 17,9% et 22,2% des patients avaient des bulletins dont les
centres étaient non renseignés. Cette demande d’ECBU ¢élevée par les cliniques se justifie par
le fait que, la plupart des cliniques ne disposent pas de laboratoire pour la bactériologie.

Pour les prescripteurs, les médecins généralistes avaient plus demandé des ECBU avec un
pourcentage de 31,1%, suivie des médecins spécialistes en médecine interne avec un taux de
8,6% et 24,2% de nos échantillons étaient des prescripteurs non renseignés.

6.2. Fréquences globales des espéces bactériennes isolées dans les urines

Le profil épidémiologique des bactéries isolées dans les urines avait montré dans notre étude,
une grande prédominance des entérobactéries avec 92,7%. En téte de fil, nous avons trouve
Klebsiella pneumoniae avec 38,4%, suivie d’Escherichia coli (29,5%) ; et d’Enterobacter
cloacae et Citrobacter freundii qui ont été retrouve avec la méme fréquence de 5,6% et ensuite
les Cocci a gram positif ont représenté 7,3% des bactéries isolées dans les urines, dont 2,3%
étaient des Staphylococcus aureus.

En comparant nos résultats avec les données de la littérature, on constate que le profil des
bactéries uropathogénes est dominé par les entérobactéries et principalement par le Klebsiella
pneumoniae et Escherichia coli qui restent de loin les agents pathogénes responsables des
infections urinaires.

Cette fréquente élevée des entérobactéries dans les infections urinaires se justifie par le fait que,
ces sont des germes commensaux qui vivent dans les intestins et plus précisément au niveau du
rectum et cela les rends plus susceptibles de coloniser ’urine de la vessie par la voie ascendante
a travers ’urétre.

Notre résultat est légérement supérieur a celui d’une étude réalisée au MALI en 2020 par
DOUMBIA. R qui avait retrouvé 83% d’entérobactéries isolées au cours des ECBU [71].

Une autre étude réalisée en 1990 a Bamako avait retrouvé une prédominance de Klebsiella
pneumoniae avec 26,1%, suivie d’Escherichia coli avec 21,9% [72]. De plus Tony Jonan
Zardelon ZITTI en 2014 a BAMAKO a retrouvé également une prédominance de ces deux
espéces d’entérobactéries avec un taux pour Escherichia coli de 61,8% et 14,2% pour Klebsiella
pneumoniae [64].

Néanmoins, la fréquence des especes bactériennes isolées au cours des examens

cytobactériologiques des urines émanant des patients hospitalisés et externes varie d’une étude
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a ’autre, et les bactéries les plus courantes sont soient a prédominance d’Escherichia coli ou
parfois & Klebsiella pneumoniae.

6.3. Profil de sensibilité aux antibiotiques des bactéries isolées dans les urines

6.3.1. Lesentérobactéries

Parmi les B-lactamines et les aminosides ; les Carbapénemes et Amikacine étaient les plus
efficaces avec un taux de sensibilité de 100% sur toutes les souches qui ont été testées. Cette
tendance a egalement été retrouvé 8 MARRAKECH par Hay MRICH en 2018 qui confirmait
que le taux de sensibilité d’Escherichia coli et d’Enterobacter cloacae était 100% aux
Carbapénemes, et le taux de sensibilit¢ de Klebsiella pneumoniae était de 95,27% aux
Carbapénemes.

On peut conclure que ’efficacité des Carbapénémes et Amikacine sur les entérobactéries est di
a leurs prescriptions uniquement hospitaliere et de leurs utilisations en derniére intension.
Quant au groupe de pénicillines : aucune de nos souches n’a été sensible a I’ Amoxicilline +
acide clavulanique, et I’ Ampicilline (0%).

Des résultats légérement supérieurs ont été retrouvés en 2020 au MALI par SIDIBE M qui
confirmait un taux de sensibilit¢ d’E. coli avec 14% a I’amoxicilline + acide clavulanique et
pour Klebsiella pneumoniae le taux de sensibilité était de 39,6% a I’amoxicilline + acide
clavulanique [65]. Cette résistance serait la conséquence de I’automédication et de la
consommation abusive de ces antibiotiques dans les pays en développement.

Pour les Céphalosporines, le taux de sensibilité au Ceftriaxone retrouvait dans notre étude était
de 49,3% pour le Klebsiella pneumoniae ; 30% pour Escherichia coli ; 83,3% pour Citrobacter
freundii et 5,3% Enterobacter cloacae.

L’étude des entérobactéries sur les quinolones avait montré que le Levofloxacine a été le plus
efficace avec 75,8%. Le taux de sensibilité des entérobactéries au Ciprofloxacine était de
69,1%. Les deux premiéres bactéries (Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli) ont
respectivement une sensibilité de 77,8% et 59,5% pour la Ciprofloxacine ; 76,6% et 67,1% pour
le Levofloxacine. Ce qui confirme que les quinolones sont efficaces sur les germes impliqués
dans les infections urinaires.

Ces taux sont proches de ceux rapportés dans les études réalisées au Mali au CHU-Point G par

Minta et al qui a trouvé 30% de sensibilité d’E. coli au Ciprofloxacine ; au Laboratoire PA et
KA de Bamako la sensibilité des Quinolones sur les entérobacteries était de 40%, ainsi que
ceux de certains centres hospitaliers étrangers tels que celui d’Algérie (80%) [67,68, 69].

THESE DE PHARMACIE 2022-2023 IBRAHIM M MAIGA  Page 54



Le taux de sensibilité au Gentamycine variait d’une espéce a 1’autre, dans notre étude on a
trouvé respectivement un taux de sensibilité de 81,7% ; 74,7% ; 76,5% et 64,7% pour le
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ; Citrobacter freundii et Enterobacter cloacae.

Une étude menée par SISSOKO a Bamako en 2016, a constaté une forte diminution de
sensibilité des entérobactéries aux aminosides [66].

A BAMAKO une autre étude menée par DOUCOURE et al en 2020 a trouvé 31,3%
d’entérobactéries sensibles au Gentamycine, ce qui est Iégerement inférieurs aux sensibilités
retrouvées sur nos quatre premieres bactéries isolées [70].

Concernant les autres antibiotiques, dans notre étude, les souches d’entérobactéries ont éeté
beaucoup plus sensibles au Chloramphénicol avec 78,5%, par contre, nous avions retrouvé une
sensibilité faible au Colistine 21,8% et au Cotrimoxazole 27,5%.

6.3.2. Les Cocci Gram Positif

D’aprés notre étude, les souches de Staphylococcus aureus ont été 100% sensibles pour
Levofloxacine et ciprofloxacine.

Cefoxitine a été efficace a 50%, néanmoins ce taux reste faible par rapport a celui observeé par
I’HMIMV en 2014 qui était de 77% [73].

Le taux de sensibilité de Staphylococcus aureus pour la gentamycine était relativement faible
(33,3%). De méme, le Staphylococcus aureus a €été résistant a beaucoup d’antibiotiques
comme : Chloramphénicol, Tétracycline, Kanamycine, Cefepime, Ampicilline et Oxacilline.
Limite de I’étude : Les phénotypes des résistances n’ont pas pu étre traités en raison du

caractére rétrospective de notre étude.
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CONCLUSION
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7. Conclusion
Cette étude rétrospective nous a permis d’avoir une idée sur la fréquence de la sensibilité des

principales bactéries impliquées dans les infections urinaires.

Les entérobactéries ont été les bactéries les plus fréquentes dans les infections urinaires
(92,7%), notamment Klebsiella pneumoniae (38,4%) ; Escherichia coli (29.5%) ; Citrobacter
freundii (5,6%) et Enterobacter cloacae (5,6%).

Les CGP ont été dominées par le Staphylococcus aureus (2,3%).

Toutes les espéces d’entérobactéries isolées dans les urines ont été sensibles aux Carbapénémes
et Amikacine et présentaient une sensibilité tres elevée au Gentamycine, au Chloramphénicol,
au Ciprofloxacine et au Levofloxacine.

Les Cocci Gram Positif ont été particulierement sensibles au Ciprofloxacine et au
Levofloxacine.

Ces données sont utiles pour le choix de I’antibiothérapie de premiére intention qui nécessite

d’étre adaptée au site de ’infection et au terrain sous-jacent.
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RECOMMANDATIONS
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8. Recommandations :
Au terme de notre étude, quelques recommandations nous semblent nécessaires :
< Aux autorites sanitaires
- Amélioration des connaissances générales sur 1’usage des antibiotiques et le risques de
diminution des sensibilités ;
- Mettre en place une surveillance épidémiologique de la résistance des bactéries aux
antibiotiques a I’échelle du pays.
< Aux médecins et autres prescripteurs
- Unbon remplissage et une bonne tenue des dossiers des patients pour éviter certaines
difficultés ;
- Demander dans la mesure du possible un antibiogramme avant d’envisager une
antibiothérapie.
« A la population
- Eviter ’automédication par les antibiotiques afin d’éviter I’émergence et la

propagation des bactéries multirésistantes.
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Résumé :

Ce travail est une étude rétrospective portant sur des souches bactériennes isolées des urines ;
et le but de ce travail est d’évaluer la sensibilité aux antibiotiques des germes isolés dans les
urines au Laboratoire Groupe Santé TIEBA sur une période de 4 ans allant de mai 2018 a
décembre 2022 (56 mois).

A noté que les infections urinaires constituent un motif fréquent de consultation et de
prescription médicale en pratique courante. En effet, les voies urinaires représentent le second
site d’infections communautaires apres 1’appareil respiratoire. Etant facile et orientant, le
diagnostic des infections urinaires repose principalement sur la réalisation de 1’examen
cytobactériologique des urines(ECBU). Il permet le diagnostic de certitude des U en isolant le
micro-organisme responsable et en déterminant ces caracteres biochimiques et sa sensibilité
aux antibiotiques.

Dans notre étude, nous avons eu au total 776 ECBU parmi lesquels 302 ECBU étaient positives
a la culture. La proportion des infections urinaires était de 38,9%, dont 53,6% chez les femmes
contre 46,4% chez les hommes avec un sexe ratio de 1,16.

Les sujets agés de 45 et plus étaient les plus représentés avec 34,4% de cas.

L’¢étude des caracteres biochimiques et du profil de sensibilité des souches isolées dans notre
étude a revélé les résultats suivants: 92,7% des souches d’Entérobactéries isolées parmi
lesquelles Klebsiella pneumoniae en téte de file avec 38,4% ; suivie de Citrobacter freundii
(5,6%) et Enterobacter cloacae (5,6%).
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L’étude de sensibilité de Bacilles gram négatif avait montré que le niveau de sensibilité était
plus élevé pour le groupe de Carbapénémes (100%), par contre toujours nulle pour amoxicilline
+ acide clavulanique (0%), Ampicilline (0%) et Cefalotine (0%).

Mots clés : Antibiosensibilité ; germe ; infection urinaire ; Laboratoire groupe santé
TIEBA
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SUMMARY

This work is a retrospective study on bacterial strains isolated from urine; and the purpose of
this work is to evaluation the sensitivity to antibiotics of bacterium isolated during ECBU in
the TIEBA Health Group Laboratory over a period of 4 years from 2018 to 2022 (56 months).

Noted that urinary tract infections are a frequent reason for consultation and medical
prescription in current practice. Indeed, the urinary tract represents the second site of
community infections after the respiratory system. Being easy and directing, the diagnosis of
urinary tract infections is mainly based on the realization of the cylobacteriological examination
of urine (ECBU). It allows the diagnosis of certainty of Ul by isolating the responsible

microorganism and determining its biochemical characteristics and its sensitivity to antibiotics.

In our study, we had a total of 776 ECBU among which 302 ECBU were positive to culture.
The proportion of urinary tract infections was 38,9%, including 53,6% in women against 46,4%
in men with a sex ratio of 1,16. Subjects aged 45 and over were the most represented with
34,4% of cases. The study of the biochemical characters and the sensibility profile of the strains
isolated in our study revealed the following results: 92,7% of the strains of enterobacteria
isolated among which Klebsiella pneumonia in the lead with 38,4%; followed by Citrobacter

freundi (5,6%) and Enterobacter cloacae (5,6%).

The sensitivity study of gram-negative bacilli had shown that the level of sensitivity was higher
for Carbapeneme (100%), on the other hand always zero for amoxicillin + clavulanic acid (0%),
Ampicillin (0%) and Cefalotin (0%).

Keywords: Antibiosensitivity; bacterium; urinary tract infection; Health group
laboratory TIEBBA.
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10. ANNEXE

ANNEXE 1

1. La coloration de Gram

1.1. Intérét de la coloration de Gram

- Orienter le traitement antibiotique ;

- Inciter a refaire le prélévement (si polymorphe) ;

- Orienter le biologiste pour le choix du milieu de culture approprié ;

- Effectuer sur demande du clinicien sur urine non centrifugée, systématique si signe de gravité.
1.2. Matériels et Réactifs

- Kit Gram :

o Violet de gentiane (Ce réactif colore les bactéries en gram positif) ;

o Lugol (Il permet de mieux fixer le violet de gentiane sur la membrane cytoplasmique des
bactéries gram positif) ;

o Alcool (Il décolore les bactéries gram négatif (enleve le violet) ;

o Fuchsine (Elle colore les bactéries gram négatif ; celles qui viennent de perdre le violet de
gentiane lors de la décoloration a 1’alcool).

- Eau de ringage ; Huile a immersion ; Lame ; Microscope ; Ecouvillon ; Source de flamme.
1.3. Méthode de la coloration de Gram

- Etaler les culots urinaires sur les lames et laisser sécher ;

- Fixer les frottis a la flamme ;

- Couvrir les frottis de violet de gentiane (attendre 1 minute) ;

- Verser le violet et recouvrir les frottis de lugol (pendant 1 minute) ;

- Ensuite décolorer a 1’alcool jusqu’a ce que les dernieres gouttes soient incolores ;

- Couvrir les frottis de fuchsine pendant 30 secondes, rincer les frottis a I’eau de robinet et

laisser séchés les lames a I’air libre [47].
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Figure 16 : Coloration de Gram [47]

2. Culture de I’urine
2.1. Procédure de culture de ’urine
Les urines sont mises en culture dans les milieux de cultures puis incubés a 37°C en aérobie,
sous CO2 ou en anaérobie en fonction des résultats de la coloration de gram, pour cela :
- Désinfecter les surfaces de travail, les matériels, les mains....
- Allumer la hotte, mettre en mode lumineux pendant 15 minutes ;
- Déposer les boites de pétri sous la hotte ;
- Ecrire sur les boites de pétri (sur le fond et non sur le couvercle) I’identifiant du patient,
la date et I’analyse (ECBU) ;
- Avec un écouvillon stérile, tremper dans la solution de culture ;
- Ouvrir la boite de pétri, déposer 1’écouvillon au bout d’'une de pétri contenant de la
gélose ;
- Etaler I’échantillon a la surface de gélose a I’aide de 1’écouvillon stérile des stries de
gauche a droite du début jusqu’a la fin.

- Refermer la boite de pétri et placer dans I’étuve a 37°C [41].
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2.2. Limites de la procédure

- Les souillures.

| Micttre & I'étuve 37°C pendant 18-24H

Figure 17 : Technique d’ensemencement d’une urine [41]
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ANNEXE 2
1. Méthode manuelle d’identification et d’antibiogramme des bactéries
1.1. Identification avec la galerie api 20F

1.1.1. Réactifs et materiels :

- Hotte a flux lumineux ;

- Pipette pasteur ;

- Boite a pétri ;

- Ecouvillon ;

- Etuvea37°c

- Gant;

- Blouse;

- Suspension médium de 5 ml ;
- Kitréactifs (TDA, James, N1+N2, VP1+VP2) ;
- Huile de paraffine ;

- Pipette + embout ;

- Portoirs pour ampoule ;

- Catalogue analytique Api 20F;
1.1.2. Méthode d’identification des bactéries

- Repartir un peu d’eau dans les alvéoles du fond pour créer une atmosphére humide ;

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

- Déposer la galerie de facon stérile dans la boite d’inoculation ;

- Ouvrir une ampoule de « suspension medium » ou introduire quelques ml d’eau distillée
stérile (avec une pipette Pasteur) dans un tube stérile ;

- Avec la pipette Pasteur, prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé ;

- Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le
milieu ;

- Avec la suspension bactérienne et la pipette ayant servi au prélévement, remplir tubes et
cupules des tests CIT, VP, GEL ;

- Remplir uniqguement les tubes (et non les cupules) des autres tests ;

- Créer une anaérobiose dans les tests ; ADH ; LDC ; ODC ; URE ; H2S ; en remplissant leurs

cupules d’huile de paraffine ;
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- Refermer la boite d’incubation et la placer dans I’étuve a 35-37°C pendant 18 a 24
heures [53].

Au 3™ jour ;

- Apres incubation de 18-24 heures a 35-37°C, la lecture de la galerie est réalisée en se référant
au tableau de lecture ;

- Noter sur la fiche des résultats toutes les réactions spontanées ;

- Si le glucose est positif, révéler les tests nécessitant 1’addition de réactif ;

- Noter les résultats de la galerie et les résultats des tests complémentaires sur la fiche des
résultats en se référant au tableau de lecture ;

- Avec le tableau d’identification : comparer les réactions notées sur la fiche de résultats avec
celle du tableau ;

- Avec le catalogue analytique : les tests sont groupés en un groupe de 3, et une valeur (1, 2
ou 4) est indiquée pour chacun ;

- Additionner a I’intérieur de chaque groupe les nombres correspondants aux tests positifs, on

obtient un nombre 7 chiffres qui sert de code d’identification [43-44].
2. Antibiogramme sur la gélose Mueller Hinton
2.1. Matériels et réactifs

- Milieu Muller Hinton ;
- Tube a hémolyse ;

- Eau physiologique ;

- Disque d’antibiotique ;
- Etuve;

- Hotte ;

- \Vortex.
2.2. Mesures de sécurité et de protections

Les précautions universelles de bonnes pratiques de laboratoire doivent étre observées tout au
long des différentes expériences. Tous les échantillons biologiques seront considérés comme
potentiellement infectieux. Ainsi, le port des gants et des blouses est obligatoire. Aprés chaque
expérience au laboratoire, on doit enlever les gants et se laver les mains avant de quitter le

laboratoire.
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2.3. Technique d’antibiogramme par la méthode disque

Apreés I’identification des souches bactériennes on passe a la réalisation des antibiogrammes

par la méthode des disques.

- Préparer une suspension de la souche bactérienne (colonie pure + eau physiologique) puis
vortexer jusqu’a I’homogénéisation totale ;

- A Taide d’un écouvillon stérile faire des stries serrées sur toutes la gélose, ou verser 2 ml de
la suspension dans le milieu Muller Hinton puis inonder toute la gélose ;

- A l’aide d’un distributeur déposer les disques d’antibiotique avec une distance de 6,35.
Exemple : Pour une boite de 90 mm de diametre 5 a 6 disques

Pour une boite de pétri carrée de 120mm de diamétre 12 a 16 disques ;

- Refermer les boites de pétri, placer dans I’étuve a 37°C pendant 24 heures.

NB : Tout le travail se fait sous une hotte ou a c6té d’une flamme et les géloses doivent étre

séchées avant I’emploi.
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ANNEXE 3

1. La méthode automatisée avec BD Phoenix M50

1.2. Matériels et réactifs

- Solution d’identification (ID)

- Solution de test susceptibilité a I’antibiotique (AST)

- Turbidimétre ;

- Solution Mc Forlan (MCF) : 0,25;0,5;1;2et5;

- Cassette de concentration minimale inhibitrice de gram négatif (NMIC) ;
- Cassette de concentration minimale inhibitrice de gram positif (PMIC)
- Indicateur de I’antibiogramme (AST indicator) ;

- Portoir ; Vortex ;

- Pipette de 50 pl et de 25 pl ;

- Colonies pures gram positive et ou négative.

1.3. Mesures de sécurité
Le port de gants et de blouse est obligatoire avant toutes manipulation au laboratoire.

1.4. Procédure du test

- Régler le turbidimetre avec le Mc Forlan 0,5

- Mettre des colonies pures issues des milieux de cultures dans la solution ID puis vortexer
jusqu’a I’obtention d’une turbidimétrie de 0,5 au Mc Farlan. Solution A

- Ajouter une goutte d’indicateur (50ul) dans la solution d’AST puis le remuer.
Solution B

- Prendre 25 pl de la solution A et 1’ajouter au contenu de la solution B puis le vortexer.
Solution C

- Verser la solution A dans le puit ID de la cassette ;

- Verser la solution C dans le puit AST de la cassette, puis fermer les puits ;

- Enregistrer 1’échantillon dans le logiciel et sur la tablette puis introduire dans le Phoenix
[54].

1.5. Limites de la procédure

Les espéces bactériennes ne faisant pas partir de la taxonomie du Phoenix AST.
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