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ABREVIATIONS ET SIGLES

ATCC : American Type Culture Collection

ADN : Acide Désoxyribonucléique

BGAL : Béta-Galactosidase

BGP : Bacille Gram Positif

BGN : Bacille Gram Négatif

CGPch : Cocci Gram Positif en Chainette

CGPgr : Cocci Gram Positif en grappe

CGPpr : Cocci Gram Positif en paire

CIT : Citrate

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

CO,: Dioxyde de Carbone

CoccoBGN : Cocco Bacille Gram Négatif

CVD : Centre pour les Vaccins en Développement
DCGN : Diplocoque Gram Négatif

S. Typhi : Salmonella Typhi

FRU : Fructose

GLU : Glucose

H,S : Hydrogene Sulfureux

INRSP : Institut National de Recherche en Santé Publique

LCR : Liquide Cephalo-Rachdien
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mg /L : Milligramme par Litre

mm : Milli- Metre

ng : Micro- Gramme

NAD : Nicotinamide Adénine Dinucleoside

NAD- P : Nicotinamide Adénine Dinucleoside- Phosphate
NCTC : National Collection of Type Culture

OMS : Oganisation Mondiale de la Santé

ONPG : Ortho NitroPhenyl-BD-Galactopyranosydase
TMP- SMX : Trimetoprime Sulfamethoxole

TSA : “Tripcase Soja Agar”’

UI : Unité International

URE : Uréase

° C: Degr¢ Celsius

% : Pourcent

> : Supérieur ou égal
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INTRODUCTION
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INTRODUCTION

Les fiévres typhoide et paratyphoide sont causées par Salmonella Typhi et
Paratyphi A, B et C, qui contrairement a la plupart des autres espéces du genre
Salmonella, n’affectent que les humains, chez qui elles causent une maladie
systémique grave. Les germes sont généralement transmis par des aliments ou
des boissons contaminées par les matieres fécales des personnes atteintes de la
maladie ou des porteurs asymptomatiques de Salmonella Typhi. Le taux de
1étalité de ces maladies varie de * 16 % parmi les cas non traités & moins de 1%
chez les personnes qui recoivent une antibiothérapie appropriée. De 2% a
5 % *des cas deviennent des porteurs chroniques, parfois pendant de nombreuses
années. Le risque de maladie grave est supérieur chez les personnes qui
produisent moins d’acide gastrique, comme les personnes qui ont subi une
gastrectomie ou qui prennent des anti-acides ou des antagonistes des récepteurs
H,, ou encore chez les personnes immunodéprimées, exemple les patients qui

sont atteints du SIDA ou qui subissent des traitements de chimiothérapie.

Dans les régions ou les maladies sont endémiques, la fievre typhoide frappe
surtout les jeunes de 5 a 19 ans *%; les cas survenant chez les enfants de moins de
5 ans représentent moins de 5% du nombre total * et le maladie ne s’observe que
trés rarement chez les enfants de moins de 2 ans *°. On ne sait pas exactement
pourquoi les enfants de moins de 5 ans risquent moins de souffrir de cette
maladie, mais 1’observation est importante compte tenu de notre manque de
connaissance au sujet de I’immunogénicité du vaccin et de son efficacité dans ce

groupe d’age.

La pauvreté des données sur I’ampleur des maladies bactériennes invasives dans
les pays ne voie de développement peut- étre expliquée d’une part par les
complexité des diagnostiques et d’autre part par la raret¢ de bon laboratoire de
microbiologie clinique. C’est ainsi qu’en 2001 le Centre pour le Développement
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des Vaccins (CVD) de I'université de Maryland, USA en collaboration avec le
ministére de la santé du Mali a crée le Centre pour le Développement des
Vaccins au Mali (CVD- Mali) situé dans I’enceinte du Centre National d’appui
a la lutte contre la maladie (CNAM) en vue d’assurer un meilleur controle des
maladies évitables par la vaccination. Le CVD- Mali, aprés avoir rénové, équipé
le laboratoire de microbiologie clinique de I’'HGT et formé le personnel a
entrepris une surveillance a base hospitaliere des infections bactériennes
invasives chez les enfants 4gés de 0 a 16 ans devant étre hospitalisés dans le

service de pédiatrie de ’'HGT.

Le présent travail se situe dans ce cadre et s’est donné comme objectifs :

DIABATE Cheick Fanta Mady 3 CVD- MALI Thése Pharmacie 2006



Evaluation du réle de Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C, dans les infections bactériennes invasives en milieu
pédiatrigue a partir des liguides biologiques examinés au HGT.

OBJECTIFS

Objectif général

Evaluer le role de Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C dans les infections
bactériennes invasives en milieu pédiatrique a partir des liquides biologiques

examinés au laboratoire d’analyses médicales de I’hopital Gabriel TOURE
Objectifs spécifiques

- Déterminer la fréquence des prélevements des différents liquides

biologiques ;

- Identifier les germes dans les prélevements des différents liquides

biologiques des sites stériles ;

- Déterminer la fréquence d’isolement des souches des Salmonella Typhi et

paratyphi A, B, C des prélévements des différents liquides biologiques ;

- Déterminer le profil de la sensibilité aux antibiotiques de Salmonella Typhi et

paratyphi A, B, C par rapport aux antibiotiques couramment utilisés.
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GENERALITES
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GENERALITES

1.1. HISTORIQUE °

La fiévre typhoide est une maladie strictement humaine dont [’entité
nosologique a été reconnue deés 1813 par Petit et Serres. Elle a constitué un
modele dans ’étude des maladies infectieuses. Cette maladie a été décrite en
1820 par Bretonneau qui I’appelait dothiénentherie. En 1880, la mise en
¢vidence du bacille dans les coupes histologiques de ganglions de malades morts

de fiévre typhoide a été faite par Eberth.

En 1884, Gafiky réalise la premiére culture de ce bacille dénommé Salmonella

Typhi.

En 1896, Widal a montré que les sérums des malades atteints de fiévre typhoide,
agglutinaient les cultures de bacille d’Eberth, mettant ainsi au point le
sérodiagnostic de la maladie. La méme année Archard et Bensande, appelerent
bacilles paratyphiques, les souches de bacilles isolées de malades présentant un
syndrome typhoidique mais dont le sérum n’agglutinait pas les cultures de

bacille typhique. La méme observation fut faite par Gwynn en 1898.

Le nom de Salmonella a été donné par Ligniéres en 1900 a ce groupe bactérien.
Ce nom fut choisi en I’honneur de Salmon vétérinaire américain dont la

contribution a 1’étude de ses bactéries fut majeure.

En 1917, Félix découvre les bases de I’analyse antigénique des bactéries en

découvrant les antigenes O et H.

En 1930, Kauffman et White proposent une classification des bactéries proches

du bacille d’Eberth basée sur les caractéres antigéniques O et H.
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En 1935, Reilly, montre le role du systéme nerveux neurovégétatif dans la

pathogénie de la fievre typhoide.

1948, le chloramphénicol a été découvert de méme que ses applications

thérapeutiques dans les salmonelloses.
1.2. DEFINITION et SYSTEMATIQUE ®

Les Salmonella appartiennent a la famille des enterbacteriaceae, bacilles Gram
négatif, mobiles (excepté Salmonella pullorum-gallinarum), aéro- anaérobie
facultatif, essentiellement des parasites intestinaux des animaux vertébrés ; ils
fermentent le glucose avec dégagement de gaz ; lactose négatif (sauf le genre
Arizonae) ; catalase positive ; H,S positif'; réaction de Vauges Proskauer (VP)

négative .Ils sont responsables des fievres typhoide et paratyphoides A, B et C.

Cette famille des entérobactéries comporte actuellement plus de 120 espéces
génomiques. Dans le genre Salmonella, deux espéces génomiques sont
actuellement reconnues : Salmonella enterica I’espéce la plus courante qui
renferme sept sous-espéces : enterica (I), Salamae (1), arizonae (lll1a),
diarizonae (111b), houtenae (1V), indica et (VI) subspecies (VII)) et Salmonella
bongori espéce rare. Ces sept espéces et sous-especes sont différentiables a
I’aide de caracteéres biochimiques. Les travaux de taxonomie moderne, en
particulier les hybridations d’acides désoxyribonucléiques, ont montré que le
genre Salmonella ne comporte qu’une seule espéce qui comprend elle-méme
sept sous-especes facilement différenciables par leurs caractéres phénotypiques.
Les sous-especes LII et IV correspondent respectivement aux sous-genres LII et
IV de Kauffmann.Celles désignées Illa et IIIb correspondent respectivement aux
sérovars monophasiques et diphasiques des Salmonella du sous-genre III de
Kauffmann,qui furent successivement appelées Salmonella.arizona, groupe
Arizona, Arizona arizonae,et A.hinshawii. Enfin,la sous-espéce V a été
individualisée en 1982,la sous-espece VI en 1986.La tres grande majorité des

DIABATE Cheick Fanta Mady 7 CVD- MALI Thése Pharmacie 2006



Evaluation du réle de Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C, dans les infections bactériennes invasives en milieu
pédiatrigue a partir des liguides biologiques examinés au HGT.

salmonella isolées de I’homme et des animaux a sang chaud appartiennent a la
sous-espeéce [.A I’exception de certaines régions comme 1’ Afrique du Sud ou des
souches de la sous-espece Il ne sont pas rares chez I’homme,les salmonella des
sous-espéces autres que I sont surtout isolées d’animaux a sang froid et de
I’environnement et ne sont qu’exceptionnellement la cause de troubles

pathologiques chez ’homme.
1.3. HABITAT

Les Salmonella sont essentiellement des bactéries de 1’intestin des animaux

r r 11 A . r . r .
vertébrés ~. Elles peuvent étre disséminées dans I’environnement par

43138 Elles ne peuvent pas s’y multiplier de manicre significative

les excréta
mais peuvent survivre dans le sol pendant plusieurs semaines, voire plusieurs
mois si les conditions de température, de pH et d’humidité sont favorables. Ces
bactéries pathogenes spécifiques provoquent des maladies consécutives a un

, . , . . . . . 4.10
défaut d’hygiéne générale ou a une contamination alimentaire ™ .

1.4.- PHYSIOPATHOLOGIE
1.4.1.- Pouvoir pathogéne naturel

Les Salmonelles sont des entérobactéries a tropisme digestif, elles sont
pathogenes pour I’homme et pour de nombreux animaux vertébrés. Elles sont

surtout responsables de gastro-entérites a évolution le plus souvent

défavorable ™. Certains sérotypes trés virulents apparaissent pathogénes
seulement pour une espéce animale donnée *. C’est le cas de Salmonella Typhi
et Paratyphi A, B, C respectivement responsables chez I’homme de la fiévre

typhoide et des fiévres paratyphoides,
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Les fievres typhoides sont des septicémies caractérisées par une pénétration des
salmonelles dans le systéme lymphatique mésentérique et une multiplication
dans les cellules mononuclées qui peuvent ainsi constituer un réservoir a
I’origine des rechutes. La localisation au niveau de la vésicule biliaire peut

. . . . .~34
favoriser un portage chronique au niveau digestif ™.

Les Salmonella abortus et Salmonella avis sont pathogénes pour les ovins et
Salmonella gallinarum, Salmonella pullorum pour les volailles. D’autres
salmonelles ont un pouvoir pathogéne plus étendu notamment Salmonella
Typhimurium, Salmonella enteritidis et peuvent déterminer des infections chez
de nombreuses espéces animales. Ils n’ont pas d’hdtes préférentiels *°. Ces
sérotypes sont des agents de toxi-infections alimentaires chez 1’homme, leur
passage dans le sang est exceptionnel *, mais certains auteurs soulignent des cas

S - i a9, 11,41
de septicémies graves chez des immunodéprimés

et chez des leucémiques
31 En outre, ces sérotypes ubiquitaires peuvent provoquer des épidémies dans

. , q. . 8
les services de pédiatrie °.

Les Salmonella sont enfin responsables de manifestations extra digestives qui,
bien que plus rares, surviennent surtout chez des sujets a risque avec des

tableaux cliniques multiples en fonction du site de 1’infection.

Ces manifestations extra digestives peuvent étre isolées ou associées a une

septicémie ou a une fiévre typhoide.

On souligne des ostéites a Salmonella chez les drépanocytaires surtout les

enfants de 6 mois 4 10 ans 2.

On note un portage fécal ou urinaire chez les malades atteints de schistosomiase
2, 13, 20 - - : : : \

' 775 des infections pleuro-pulmonaires et des infections du systéme nerveux
central dominées par les méningites beaucoup plus fréquentes chez 1’enfant ont

oy . , . 14. 28 . . y e
été mentionnées par certains auteurs ~ ' ©, des infections uro-génitales sont
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exceptionnelles quoique des cas aient été cités par différents auteurs *’. Chez des
sujets présentant une affection tumorale, ou chez des sujets atteints
d’achlorhydrie grave, des infections abdominales (abces du foie, abcés du

14 r . r r . r 26
pancréas...) autres que les gastro-entérites ont été signalées .

Enfin des manifestations cardio-vasculaires a Salmonella “’dominées par

I’endocardite, la péricardite et les atteintes artérielles furent décrites.
1.4.3 PATHOGENIE

Les Salmonella sont des bactéries entéropathogénes invasives. A partir
d’expérience chez des volontaires sains, la dose infectante a été estimée entre
10° - 10° UFC/ml *® #. Cette dose dépendra de plusieurs facteurs dont la

virulence du germe, 1’acidité gastrique du sujet.

Apres invasion silencieuse du tube digestif et du systéme reticulo-endothélial,
les salmonelles pénétrent I’épithélium intestinal et I’adhérent par un mécanisme
inconnu, le traversent sans provoquer de lésions importantes pour atteindre la
lamina propia et la sous muqueuse. Elles induisent des réactions inflammatoires
avec afflux de polynucléaires et de macrophages qui phagocytent les bactéries.
Les salmonelles gagnent ensuite les ganglions mésentériques, s’y multiplient et
se propagent dans la circulation sanguine par le canal thoracique. Ce qui
explique les septicémies ; une partie des salmonelles se lyse avec libération
d’une toxine qui va irriter le sympathique abdominal provoquant par son
intermédiaire 1’ulcération des plaques de Peyer. Cette toxine transportée au
niveau des ventricules cérébraux provoque 1’abattement, le tuphos d’ou le nom
de fiévre typhoide donnée & cette maladie * .L’évolution spontanée cyclique de

la fievre typhoide non traitée est devenue aujourd’hui

Exceptionnelle °.
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1.5. CARACTERES BACTERIOLOGIQUES
1.5.1 Morphologie et colorabilite

Les bactéries du genre Salmonella sont des bacilles 2 Gram négatif "= %,
Pouvant mesurer 2 a 3 um de long sur 0,6 um de large pendant leur croissance
exponentielle. A I’exception des Salmonella appartenant aux sérotypes aviaires,
tels Salmonella gallinarum et Salmonella pullorum et quelques rares mutants

immobiles, les salmonelles sont généralement mobiles avec une ciliature
11, 19

. Voir figure n°1*°

péritriche

Figure n°1
Les Salmonella vues au microscope électronique.
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1.5.2. Caracteres culturaux et milieux de cultures

Les milieux sélectifs le plus souvent utilisés pour I’isolement des Salmonella
sont le milieu Salmonella- Shigella (SS), le milieu Mc Conkey, le milieu
Hecktoen. Sur le milieu S S, les colonies de Salmonella apparaissent incolores, a
centre noir, car elles ne fermentent pas le lactose et produisent du H,S. Ces

colonies peuvent se confondre a celles d’autres comme les Proteus.

Les colonies de Salmonella aprés 18 — 24 heures d’incubation a 37 °C sont lisses
et mesurent 2 a 3 mm de diamétre. Des colonies naines s’observent rarement, de
méme que des colonies rugueuses ou des colonies muqueuses ressemblant a des

3

colonies de Klebsiella *. L’aptitude a donner des colonies muqueuses est

souvent perdue aprés quelques mois de conservation.
Présentation des milieux de culture.
- Gélose Salmonella-Shigella (Gélose SS).*’

Milieu sélectif permettant 1’isolement d'entérobactéries pathogenes. Il est trés
utilis€ pour la recherche de Salmonella dans les selles et les denrées

alimentaires peu pour les Shigella car trop sélectif.
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Aspect du milieu avanyMode

Sélectivité

Caracteres

empéchent 1a
pousse de
toutes

bactéries
Gram’, ef]
rendent
difficile  1al
croissance

des bactéries
Gram™ autres
que

Salmonella et

Shigella.

utilisation d’ensemencement composition [recherchés Résultats
[solement par lalLe milieulLe milieujcolonies
méthode desicontient 3[contient dufrouges :
\lcadrans. inhibiteurs : [lactose lactose +
pouvant
Incuber 18 a 24 h|- selslétre colonies
a 37°C biliaires, fermenté. [incolores :
lactose—
Aspect du milieu apres - vert brillant [Le milieul
utilisation contient dulcolonies 4
- f‘.)rtethiosulfate centre
concentration pouvant noir : H2S
en citrate delqonner dult
sodium. H,S.
Ceux-ci

Figure n°2
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- Gélose Hektoen ¥’

La gélose Hektoen est un milieu d'isolement des Salmonelles et des Shigelles,

bien que de nombreuses bactéries a Gram négatif puissent se développer sur ce

milieu. L'identification d'entérobactéries pathogenes repose sur la non utilisation

des glucides présents dans le milieu.

habituelles.

un hétéroside), le

Aspect du milieu avantMode Sélectivité Caracteres .
. , i , Résultats
utilisation d’ensemencement  |composition recherchés
Deux indicateursrrois types  de|Colonies saumon
L'ensemencement selsont présents dansfglucides lalEscherichia,  Levinea
fait par les techniquesfle milieu : salicine (qui estCitrobacter diversus

Klebsiella, Enterobacter

- le bleu delsaccharose et Ie|Serratia, Yersinia
bromothymol lactose.
(indicateur de pH) Colonies  saumon ¢
- La productionjcentre noir : Citrobacte:
Aspect  du  milieu  apres - la fuschine acideld'H,S a partir dejfreundii, Proteu
utilisation (qui se colore enlthiosulfate vulgaris,
présence
d'aldéhyde. Colonies  bleu-vert ¢
centre noir : Suspicior
de Salmonella, é
différencier de Proteus
mirabilis
Colonies bleu-vert ot
vertes :  Suspicion  dg
Shigella ou de
Salmonella
Figure n°3
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1.5.3 Caractéres biochimiques *°

Le profil de la majorité des souches de salmonella isolées de I’homme et des

animaux a sang chaud, appartenant a la sous-espece I est le suivant :

Urease négative, TDA négatif, Indole négatif, glucose positif avec production de
gaz, lactose négatif, adonitol négatif, LDC positive, ODC positive, Citrate

Simmons positif, Gélatinase négative, RM positif, VP négatif.
1.5.4. Caractéres antigéniques.

Les Salmonella, comme toutes les enterobactéries possédent trois types
d’antigenes d’intérét diagnostiques : Les antigénes de paroi ou antigene O, les

antigenes d’enveloppe et les antigénes flagellaires ou H.
1.5.4.1 Antigenes de paroi ou antigéne O

L’étude par absorption croisée des immunsérums préparés sur lapin a permis
d’individualiser de nombreux facteurs antigéniques, dont 67 sont ou ont été
utilisés pour le diagnostic. Les facteurs O désignés par un méme symbole sont
fortement apparentés mais non obligatoirement identiques, (il en est de méme

pour les facteurs H).

Les facteurs O peuvent étre classés en facteurs O majeurs et facteurs O

accessoires.
- Facteurs O majeurs :

Les souches qui ont en commun un facteur O majeur, sont classées dans un
méme groupe O. Par exemple, le facteur O4 est caractéristique du groupe B :
toutes les souches de ce groupe le possédent. Il en est de méme pour le facteur

09 du groupe D, le facteur O2 du groupe A, le facteur O3 du groupe E
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- Facteurs O accessoires :

Les facteurs O accessoires sont d’un intérét diagnostique mineur car ils sont
toujours liés a un facteur O caractéristique de groupe. Par exemple, le facteur
O12 existe chez toutes les souches des groupes A, B, D, ou ils sont liés
respectivement a 02, 04, O9. Il est donc sans intérét diagnostique de le
rechercher. Ces facteurs résultent de la modification du polysaccharide li¢ la

spécificité du facteur O majeur par une enzyme a déterminisme chromosomique.

Le facteur 05 résulte de I’addition d’un radical acétyl sur 1’abéquose, sucre
constitutif du polysaccharide des sérovars du groupe B et qui n’existe pas dans
les autres groupes O. Le facteur 05 ne peut donc exister que chez les souches qui
ont le facteur 04, si elles possédent une acétylase de 1’abéquose. Ceci explique
aussi que les souches fortement agglutinables par le sérum anti 05, sont plus
faiblement agglutinables par le sérum anti 04, puisque le 05 est une modification

de ce dernier.
1.5.4.2 Antigenes d’enveloppe

Ces antigénes sont peu répandus chez les Salmonella. IIs peuvent masquer
I’antigéne O, rendant les bactéries O inagglutinables. Le chauffage a 100 °C de
la suspension bactérienne pendant une dizaine de minutes suffit en général a
solubiliser I’antigéne d’enveloppe et en conséquence a démasquer I’antigéne O
qui devient alors agglutinable. On n’en connait qu’une seule spécificité, appelée
Vi parce que découverte par FELIX ET PITT chez des souches de Salmonella
Typhi, qui avaient pensé que la virulence était conditionnée par cet antigéne.
L’existence de 1’antigéne Vi n’est connue que chez trois sérovars de

Salmonelle : Typhi, Paratyphi C et Dublin.
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1.5.4.3 Antigenes flagellaires ou Antigénes H

Les flagelles sont des polymeres de flagelline, molécules de protéine fibreuse,
d’un poids moléculaire de 40 000 environ. Ces molécules d’un diamétre de 4 a
4,5 nm sont disposé€es sur le flagelle comme les torons d’une corde. La
composition en acides aminés de la flagelline est constante pour un type
antigénique déterminé. Les anticorps H ont deux propriétés importantes : celle
de produire une agglutination floconneuse, d’apparition rapide et dissociable par
agitation, et celle d’immobilier les bactéries, quand leur spécificité correspond a

celle de I’antigéne des flagelles.

1.5.4.4 Identification d’un sérovar

L’identification d’un sérovar se fera dans 1’ordre suivant :

- Détermination du facteur O majeur caractéristique de groupe ;

Seule en pratique Salmonella Typhi peut étre O inagglutinable quand il est sous
forme V. Ses caracteres biochimiques trés particuliers et une forte
agglutinabilité dans le sérum anti-Vi permettent aisément 1’identification ; le

chauffage a 100 °C permet de démasquer 1’antigéne O9.
1.6 Nomenclature

Les noms donnés aux Salmonelle ne suivent pas les régles habituelles. En raison
de leur importance en pathologie, les premieres souches isolées ont recu
abusivement un nom d’espéce: 1’agent de la fiévre typhoide humaine fut
appelée Salmonella Typhi, des bactéries voisines Salmonella paratyphi, 1’agent
de I’avortement des ovins Salmonella.abortus-ovis, une Salmonelle isolée d’une
épidémie chez les souris Salmonella.Typhimurium, etc. Ce systétme de
nomenclature a deux grands inconvénients : tout d’abord, il attribue un nom

d’espéce a ce qui n’est qu’un sérovar de 1’espéce Salmonelle. Ces noms sont en
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réalité des surnoms donnés pour des raisons de commodité a ces sérovars.
D’autre part, ces noms étaient mal choisis quand ils laissaient supposer une
spécifié zoologique (par exemple les sérovars Typhimurium et Bovismorbificans
sont ubiquistes), alors que dans d’autres cas ils étaient bien choisis quand il
s’agit de sérovars strictement adaptés a une espéce animale (Abortusovis,
Abortusequi par exemple). C’est pourquoi, afin de ne plus commettre d’erreur,
les noms que 1’on continue a donner aux sérovars de la sous-espéce I indiquent
I’origine géographique de la premiere souche isolée : London, Panama, Stan-
leyville etc. Cette nomenclature est maintenue pour des raisons de commodité :
il est plus aisé d’utiliser ces noms dans le domaine médical ou 1’on isole presque
uniquement des Salmonelle de la sous-espece 1. 11 n’est pas justifié d’écrire ces
noms en italiques puisqu’il ne s’agit pas de nom d’espece, ni d’en écrire la
premicre lettre en minuscule. La nomenclature la plus convenable pour le travail
courant (la nomenclature conforme au code qui devrait indiquer le nom
d’espece, le nom de sous-espéce avant le sérovar, est inutilisable en pratique
courante en raison de sa longueur) est de rassembler en un mot les noms qui en
comportaient plusieurs et de les écrire en caractéres droits avec une majuscule.
Exemple : S.I ser.Typhimutium, S.I ser. London, ou en abrégé puisque les noms
de sérovars seront a 1’avenir conservés uniquement pour ceux de la sous-espéce
[,S. Typhimurium ou S. London .Au contraire, les nouveaux sérovars des autres
sous-especes sont désignés uniquement par le chiffre indiquant la sous-espece
concernée, et la formule antigénique, par exemple S.II 17 : b : Z6, S.Illa 47 : g,
Z51:-,1IIb 42 : 1,v :Z etc. Les noms qui avaient été donnés jadis a certains de
ces serotypes (par exemple S.II Sofia) doivent étre abandonnés. Cette
nomenclature des sérovars de Salmonelle n’est certes pas conforme au Code de
Nomenclature des bactéries ni a la nomenclature utilisée pour les autres especes
bactériennes. Elle est un compromis qui a des origines historiques en raison de
I’importance médicale de certains sérovars comme Typhi et qui utilise pour les

sérovars fréquents des noms familiers aux médecins. Il est, pour cette raison
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médicale, impossible de I’abandonner. Mais il faut savoir qu’un nom de sérovar
de Salmonelle n’est pas un nom d’espéce, mais un surnom d’emploi commode

donné a un sérovar.

1.7. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

1.7.1. Méthode directe

Ce diagnostic repose essentiellement sur I’hémoculture et la coproculture.
1.7.1.1 Sang pour Hémoculture

L’hémoculture permet le diagnostic des bactériémies et septicémies. Sa
réalisation doit étre conduite avec une grande rigueur, c’est-a-dire au moment
des variations brutales de température (ascension). En quelques heures, on peut
réaliser jusqu’a 3 hémocultures, ce qui permet d’augmenter les chances de
trouver les germes souvent présents de fagon intermittente dans la circulation

sanguine.
-Prélévement

Le préléevement de sang s’effectue par ponction veineuse apres désinfection de

la peau au moyen d’un antiseptique bactéricide.

La décharge bactérienne dans le sang n’étant pas permanente, il est nécessaire
de faire non seulement le prélévement au moment du pic thermique ou pendant
les frissons mais aussi de multiplier le nombre de prélévement. Ceci permet

d’éviter les résultats faussement négatifs.
Le prélevement doit se faire avant toute antibiothérapie.

-Technique de ’hémoculture
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Le volume a ensemencer

Le sang prélevé doit respecter la proportion de 10 ml de sang pour 100 ml de

bouillon. Cette dilution a 1/10 permet d’inactiver I’effet bactéricide du sang.
Milieux d’hémoculture

Différents milieux sont préconisés pour les hémocultures :

Milieux liquides.

Ce sont des bouillons de type trypcase soja agar, bouillon cceur cervelle.
Bouillon ceeur cervelle */

Milieu de mise en évidence de la respiration sur nitrates, par recherche du

nitrate réductase (NR).
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Aspect dulAspect duj
milieu milieu  [Mode Sélectivité /Caractéres|, ,

. , .\ . [Résultats
avant apres d’ensemencementicompositionjrecherchés
utilisation [utilisation

Introduire Test 'Voir NR
quelques gouttes nitrate-
de culture liquide réductase
a la  pipette
Pasteur, ou une
oese de culture
U solide, dans le
bouillon
Homogénéiser.

Incuber 24 heures
a 37°C.

Figure n°4

Milieux diphasiques
- Hémoline type castaneda.

Trois milieux sont utilisés (gelose sabouraud, gelose Mac Conkey et gelose au

sang cuit).
Transport - Enregistrement - Incubation

Les échantillons ou prélévement sont acheminés rapidement au laboratoire, ou
on réalise un étiquetage correct mentionnant le nom et prénom du patient, le
service, la date, I’heure, la température au moment du prélévement. Ensuite,

elles sont rangées dans 1’étuve a 37 °C.

Surveillance
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Les hémocultures sont surveillées quotidiennement en vue de déceler un
éventuel développement microbien. Cette opération s’effectue pendant 15 a 21

jours apres I’ensemencement.

En cas de positivité, c’est a dire de développement microbien, il faut éliminer un
contaminant ou germe de souillure tels que Staphylococcus epidermidis,
Propionibacterium acnes, les corynebacteries , les streptocogues non

hémolytiques, etc.

Lors des fiévres typho-paratyphoidiques non traitées de 1’adulte, les

pourcentages classiques de positivité des hémocultures sont :
90 p. 100 pendant le 1¥ septenaire
75p. 100 pendant le 2¢ septenaire
40p. 100 pendant le 3¢ septenaire
10p. 100 pendant le 4¢ septenaire.
1.7.1.2. Selles pour Coproculture
-Prélévement — Transport

Les selles sont recueillis dans des pots stériles et transmises rapidement au

laboratoire pour étre examinées.
Technique de I’examen bactériologique des selles
. Examen direct

Il se fait généralement sur des selles liquides aprés étalement sur lame.
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L’examen direct permet de décrire le type de la flore mono ou polymorphe avec

la présence de polynucléaires et d’hématies.
. Milieux de culture et Ensemencement

On utilise des milieux sélectifs pour Salmonella comme le milieu de Rapapport.
Ainsi, les cultures sont faites sur milieux d’enrichissement (Mueller Kauffman)
et sur milieux d’isolement (Gélose SS, Gélose Hecktoen, ou MacConkey). Ces

milieux ensemencés seront placés a I’étuve pendant 18 a 24 heures a 37 °C.

Au bout de ce temps, on examinera le milieu SS, si les selles contiennent
beaucoup de Salmonella on aura de nombreuses colonies a centre noir ; si les
selles contiennent trés peu de Salmonella, on aura trés peu de colonies ou pas du
tout ; dans ce cas, on fera un réisolement sur un milieu d’enrichissement qu’on
placera a I’é¢tuve a 37°C pendant 24 heures. En cas de fievre typhoide ou de

fievre paratyphoide, on aura de nombreuses colonies caractéristiques.

Le maximum de la positivité de la coproculture se situe a la 2°™° semaine mais

dés la 1°° semaine, cette positivité commence et persiste durant toute la maladie.
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- Milieu Rappaport

47

Milieu sélectif d'enrichissement pour la recherche des Salmonelles

Aspect  dul
Aspect  dumilieu aprésfMode d’ensemencement  [Sélectivité / composition
milieu avantjutilisation
utilisation
Ensemencer largement. Vert malachite, MgCl, et
pH acide => rendent le
[ncuber 24 h a t°Cmilieu  trés  sélectif
\ ~ |optimale. permettant un
enrichissement en|
Salmonella a 1'exception|
de Salmonelle typhi et
Salmonella paratyphi A-B
et C.
Figure n°5
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- Milieu Mac ConKey ¥/

Milieu sélectif pour l'isolement des bacilles Gram™ Salmonella et Shigella ainsi

que des bactéries coliformes dans les eaux, les produits alimentaires, les produits

pharmaceutiques et biologiques .

Mode
... _|Aspect , R \
Aspect du milieu| .. d’ensemen- [Sélectivité /Caracteéres|, ,
- .. milieu .. . _[Résultats
avant utilisation | ... . compositionfrecherchés
utilisation
cement
[solement parflCe milieufle lactosecolonies rouges
la  méthodelcontient dont
des cadrans. |deux I’utilisatio | entourees d’un halo
inhibiteurs [n est
[ncuber 18 ade la florerévélé par OPaque de la
24ha37°C. |Gram" : I’indicateu|
- coloré dul méme couleur
- les selSimilieu. lel C .
biliaires rouge ’ du a la précipitation des
e cristalneutre' sels biliaires: lactose”
violet ..
colonies jaunes
ou incolores : lactose”
Figure n°6
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Gélose SS ¥/

Gélose Salmonella-Shigella  milieu

d'entérobactéries pathogénes.

sélectif permettant

I’isolement

I1 est tres utilisé pour la recherche de Salmonella dans les selles et les denrées

alimentaires peu pour les Shigella Car trop sélectif

IAspect du milieu avant
utilisation

Mode
d’ensemencement

Sélectivité / composition
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Figure n°7
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1.7.1.3. LCR et autres prélevements

On fait un examen microscopique apres coloration de Gram puis une culture sur
la gélose SS pendant 24 heures a 37 °C. Les colonies suspectes des Salmonella
sont identifiées au moyen de galeries classiques minimales ou de galerie (Api

20E)
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Caracteres des souches de Salmonella Typiques, des Salmonella fermentant le
lactose sur les milieux de culture.”

Milieux de cultures Salmonella | Salmonella | Salmonella
Caracteres observeés Typiques ‘lactose’+ | Arizonae
Milieu Glucose.......... + + +
Kligler Gaz en glucose. + + +
Lactose.......... - + +ou (-)
HoS.....oo..l. + - + ou (+)
Milieu Lysine décarboxylase
L.I.A. (516} T + + +
(Lysine — | Lysine désaminase.... - - -
fer) H2S...................... + + +
Milieu Mannitol................ + + +
Mannitol | Mobilité................. + en géneral + +
Mobiliteé Nitrate-réductase..... + + +
Milieu Uréase................... - - -
Urée- Trytophaphane
indole désaminase (TDA).... - - -
Indole.................... - - -
Milieu Malonate................ - - +
Malonate
de Na
Test Betagalactosidase...... - + +
ONPG
Milieu de | Citrate.................... + + +
Simmons
Milieu au | Culture................... - - -
KNC

A partir des colonies a centre noir, on réalise une galerie en utilisant soit les
galeries classiques (Hajna — Kligler, citrate de Simmons, Mannitol- mobilité,
Urée- Indole) soit les galeries modernes Api 20E.
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1.7.1.4. Sérogroupage *
1.7.1.4.1. Principe

Le sérogroupage permet d’obtenir la formule antigénique qui désigne un

sérovar, seul moyen permettant d’individualiser une variété de Salmonella.

Le sérogroupage a un intérét épidémiologique pour déterminer la filiation des
cas : soit de fievres typhoide et paratyphoide, soit des cas de gastro-entérites

alimentaires.
Dans le sérogroupage, on recherche :

- les antigénes O de paroi
- les antigénes H du flagelle pour les souches mobiles

- les antigénes Vi de la micro- capsule
Le sérogroupage est fait :

- aprés I’identification biochimique du genre et de I’espece
- avec une culture pure isolée sur une gélose non sélective
- par une technique d’agglutination directe sur lame mettant en jeu

différents antisérum avec la bactérie a tester.
1.7.1.4.2. Cas spécifique de Salmonella Typhi

Les bacilles Gram- négatifs qui sont identifiés comme Salmonella doivent étre
confirmés en démontrant leur agglutination avec un antisérum spécifique. Ceci
est fait en faisant réagir les micro- organismes avec I’antisérum O polyvalent et
I’antisérum Vi. Tous les Salmonella réagissent avec I’antisérum O (spécifique
pour le carbohydrate O antigénes présents dans les Salmonella) et les
Salmonella Typhi réagissent avec I’antisérum Vi (une capsule thermolabile,
antigéne présent sur Salmonella Typhi). Dans quelques cas, le Vi peut bloquer
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les réactions avec le O (aucune réaction avec O et agglutination avec Vi). Dans
ce cas, du chauffage de la suspension bactérienne résultera une agglutination
avec ’antisérum O (I’antigene O est thermostable) et aucune agglutination avec

I’antisérum Vi (les antigénes Vi sont thermolabiles).

Interprétation

- La bactérie non chauffée + I’antisérum O polyvalent de Salmonella:

agglutination
La bactérie non chauffée + Vi antisérum : aucune agglutination
= Salmonella species

2. La bactérie non chauffée + I’antisérum O polyvalent de Salmonella :

agglutination
La bactérie non chauffée + Vi antisérum : agglutination
= Salmonella Typhi

3. La bactérie non chauffée + 1’antisérum O polyvalent de Salmonella : aucune

agglutination
La bactérie non chauffée + Vi antisérum : agglutination
La bactérie chauffée + I’antisérum O polyvalent de Salmonella : agglutination
La bactérie chauffée + Vi antisérum : aucune agglutination

= Salmonella Typhi
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- La bactérie non chauffée + I’antisérum O polyvalent de Salmonella:

aucune agglutination
La bactérie non chauffée + Vi antisérum : agglutination

La bactérie chauffée + I’antisérum O polyvalent de Salmonella: aucune

agglutination
La bactérie chauffée + Vi antisérum : aucune agglutination.
= autre bactérie (pas de Salmonella)

NB : les examens d’agglutination ne sont exécutés qu’apres la révélation de
’API 20" indiquant que le micro- organisme est Salmonella, car d’autres

bactéries peuvent réagir avec 1’antisérum.
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1.7.2. Méthode indirecte 2

Le diagnostic indirect repose sur le sérodiagnostic de Widal — Félix.
- Principe

Il est basé sur la capacité des anticorps sériques (agglutinines) d’agglutiner une
suspension de bactéries tuées. Cette suspension de bactéries est préparée de
facon a détruire les flagelles donnant une suspension antigénique O ou a les

préserver ; ce qui donne une suspension antigénique H.
- Technique

La détection se fait in vitro en mettant en présence du sérum du malade a une
dilution croissante, une quantit¢é constante de suspension antigénique
appartenant aux différents sérotypes responsables des fievres typhoide et
paratyphoides. Le temps d’incubation est de 18 heures et le titre des anticorps
est déterminé par la plus forte dilution donnant encore lieu a une agglutination.
L’agglutination O, indissociable et granuleuse ° est différente de I’agglutination

H qui est facilement dissociable par agitation.
- Evolution des anticorps

Au cours des fievres typhoide et paratyphoides, les agglutinines O apparaissent
vers le 8¢ jour, montent a un titre moyen de 1/400 et disparaissent rapidement
apres la guérison clinique ; les agglutinines H apparaissent un peu plus tard, vers
le 10 — 12¢ jour, montent rapidement & un titre plus élevé, 1/800 — 1/1600 en
moyenne ce titre baisse dans les semaines qui suivent la guérison clinique, mais
se maintient a un taux faible (1/100 a 1/200) pendant des mois voire des années

apres la guérison.

- Interprétation des résultats
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Les principales ¢éventualités rencontrées lors de [Dinterprétation d’un

sérodiagnostic de Widal — Félix sont résumées dans le tableau I.

Le sérodiagnostic est un test de présomption au diagnostic des fiévres typhoide
et paratyphoide car de nombreuses réactions antigéniques croisées sont possibles
avec d’autres sérotypes de Salmonella, ou avec d’autres entérobactéries
(Yersinia pseudotuberculosis), voire d’autres bacilles Gram Négatifs non

apparentes.

Enfin, le traitement antibiotique précoce diminue considérablement, ou méme

abroge totalement la réponse anticorps en réduisant la stimulation antigénique.

DIABATE Cheick Fanta Mady 33 CVD- MALI Thése Pharmacie 2006



Evaluation du réle de Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C, dans les infections bactériennes invasives en milieu
pédiatrigue a partir des liguides biologiques examinés au HGT.

Tableau |

Exemple d’interprétation du sérodiagnostic de Widal et Félix °

1 2 3 4 5 6
TO 400 200 200 100 400
TH 800 - - - 400 1.600
AO - - - -

AH _ - i - 100 100
BO 200 400 - 200 - 200
BH - 800 - - 200 200
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. Fiévre typhoide a la période d’état (coagglutination BO due au facteur 12)
. Fievre paratyphoide B a la période d’état.

. Possibilité pour:

typhoide au début (avant 10°jour). A suivre.
Salmonellose due a un sérotype ayant un antigéne O commun avec
Salmonella Typhi.

Infection a Yersinia pseudotuberculosis type IV.
. Possibilité pour:

paratyphoide B au début.
Salmonellose due a un sérotype ayant un antigéne O commun avec
Salmonella paratyphi B.

Infection a Yersinia pseudotuberculosis type I1.
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5. Vacciné par vaccin antitypho- paratyphoidique A et B (TAB) depuis plus
de 3 mois.
6. Fievre typhoide chez un vacciné ayant ingéré une grande quantité¢ de

Salmonella Typhi addition des cas 1 et 5.
1.8 TRAITEMENT

Dans la thérapeutique des fiévres typhoide et paratyphoides, pour qu’un

antibiotique soit efficace, il faut qu’il réponde aux critéres suivants :
: VT .11, 34,
- Avoir une bonne pénétration intracellulaire ;

- Etre éliminé sous forme active dans les selles par la voie hépatobiliaire et dans

. ;. . . 34
les urines pour éviter qu’il subsiste des porteurs de germes ™,

. . . , , . 34
- Avoir une bonne concentration lymphatique mésentérique ™.
Le traitement des salmonelloses repose sur I’utilisation des :

- Betalactamines (ampicilline) et céphalosporines de 3¢ génération

(Ceftriaxone) ;

- Sulfamides (trimethoprime + sulfaméthoxazole) ;
- Phénicolés (chloramphenicol) ;

- Fluoroquinolones (ciprofloxacine) ;

- Aminosides

Cependant, ’apparition des souches résistantes au chloramphénicol, ou voire

des souches multirésistantes mérite une surveillance particulicre.
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En ce qui concerne les salmonelloses non typhiques, le traitement est mal aisé a

codifier.

L’antibiothérapie ne semble pas modifier I’évolution clinique et bactériologique.
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1.9 CONTROLE DE L’INFECTION
1.9.1 Epidémiologie

Salmonella Typhi, agent de la fiévre typhoide, est un germe essentiellement

humain °. Elle est cosmopolite %°. La maladie n’est pas endémique en Europe, en

Amérique du Nord et en Australic *. Les porteurs sains qui représentent

I’unique réservoir du germe, sont les convalescents qui excrétent le germe dans

leur vésicule pendant des mois et les porteurs sains chroniques qui hébergent le

germe pendant plus d’un an. Prés de 3 a 5p 100 des convalescents éliminent des
6, 23 ,

salmonelles dans leurs selles a partir d’un gite vésiculaire ou dans leurs

urines sur des périodes de plusieurs mois.

La transmission du germe, d’un étre humain a un autre, se fait par voie
orofecale, le plus souvent par I’eau et les aliments contaminés ou les ustensiles

souillés.

L’amélioration des conditions socio-€conomiques dans les pays développés a
entrainé une nette diminution du nombre annuel de typhoide par rapport aux

3,10, 44

salmonelloses non typhoidiques qui augmentent considérablement.

En revanche, dans les pays ou les conditions sanitaires sont précaires, des cas

importants d’épidémies sévissent (Afrique, sud-est Asiatique, Mexique...) .

Les autres Salmonella sont responsables d’une infection connue sous divers

noms : fievre paratyphoide, fievre entérique et salmonellose.

Les animaux contaminés et ce qu’ils produisent (matieres fécales, lait, viande,
etc) constituent le plus grand réservoir de ces germes, bien que les humains
infectés et porteurs chroniques en constituent une large part. C’est ainsi que les
bovidés, la volaille et certains animaux familiers tels que les chiens, les petites

; . a4l
tortues sont les réservoirs les plus souvent cités .
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Dans les pays en développement, ces salmonelloses constituent 1’une des
principales causes de mortalit¢ infantile par déshydratation aigu€. Leur
prévention est tres difficile du fait de la diffusion de ces bactéries chez de

multiples especes animales domestiques ou sauvages.
1.9.2 Prophylaxie
- Vaccination par le Typhim-Vi

Le vaccin Typhim-Vi est une solution injectable d’antigéne Vi (virulence)
préparée a partir de polysaccharide capsulaire de la souche TY2 (ViPSC) de
Salmonella Typhi. Le vaccin est fabriqué par Pasteur Merieux distribué sous le
nom commercial de Typhim-Vi(MC) .Chaque dose unitaire contient 0,5 ug de
polysaccharide qui induis une réponse immunitaire humorale et confeére une
protection contre 1’infection. Des essais cas-témoin ont démontré que la réponse
sérologique au vaccin était corrélée a I’éfficacité de la protection '. La dose
administrée est la méme pour les adultes et les enfants. Le fabricant (Cannaught
Laboratories, données inédites) ne recommande pas ce vaccin pour les enfants

moins de deux ans.

I a ¢ét¢ démontré qu’une seule dose de vaccin administrée par voie
intramusculaire induit une ¢élévation d’au moins quatre fois du titre des anti-
corps anti- Vi circulants chez la plupart des sujets en bonne santé, mais les sujets
agés de moins de deux ans et les personnes qui possédent déja des anticorps
répondent généralement moins bien. Chez les personnes qui n’ont pas déja des
anticorps anti-Vi (dont la réponse ressemble vraisemblablement a celle des
vaccinés Canadiens), les taux de réponse varient avec 1’age, passant de 63%
chez un petit nombres de jeunes enfants de moins de 2 ans, a 86% chez des
enfants de 2 ans a Sans et 93% a 96% chez des sujets de 5 ans a 45ans

(Cannaught Laboratories, données inédites).

DIABATE Cheick Fanta Mady 38 CVD- MALI Thése Pharmacie 2006



Evaluation du réle de Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C, dans les infections bactériennes invasives en milieu
pédiatrigue a partir des liguides biologiques examinés au HGT.

Usage recommandé

Selon les résultats des essais sur le terrain et des études d’immuno-génicité, tous
les vaccins contre la fiévre typhoide sont recommandés pour les groupes

suivants :

-Les voyageurs qui se rendent dans des régions ou il y a un risque reconnu de
contacter la fiévre typhoide. Cela englobe tous les pays en développement ou

I’on n’est pas certain de la qualit¢ de I’eau potable.

- Les personnes qui ont un contact €troit par exemple domestique avec un

porteur connu de Salmonella typhi.

-Les techniciens de laboratoire qui manipulent souvent des cultures de

Salmonella typhi.

La posologie recommandée pour le vaccin typhim- Vi consiste en une dose
unique de 0.5ml injectée par voie intramusculaire. Dans le cas du vaccin Ty21a
le programme d’immunisation complet comporte quatre doses, prises a raison

d’une capsule tous les deux jours.

Le vaccin Typhim Vi a ét¢ homologué pour ’'immunisation des personnes =2
ans. La durée de protection conférée par le vaccin n’est pas bien établie. Le
vaccin polysaccharidique maintient une protection immunitaire aprés 17 mois *
et 21 mois ; on a noté que les anticorps Vi avaientt diminué¢ environ 35% 11

29
. Une dose

mois apres la vaccination et environ 60% aprés 27 mois
additionnelle du vaccin polysaccharidique injectée 34 mois apres apres la dose
initiale ramenait le taux d’anticorps a ceux qui avaient été observés apres la
primo-vaccination. Si I’on prévoit une exposition prolongée au Salmonella
typhi. Il est recommandé d’administrer des doses de rappel pour maintenir

I’immunité.On ne possede aucune donnée sur I’immunogénicité du vaccin Vi
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polysaccharidique chez les personnes qui avait déja regu d’autres vaccin contre
la fievre typhoide, mais 1’on prévoit qu’une dose de Vi polysaccharidique sera
tout aussi immunogeéne chez ces personnes que chez celles qui n’ont jamais été

vaccinées.
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Meéthodologie

DIABATE Cheick Fanta Mady 41 CVD- MALI Thése Pharmacie 2006



Evaluation du réle de Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C, dans les infections bactériennes invasives en milieu
pédiatrigue a partir des liguides biologiques examinés au HGT.

2. Méthodologie
2.1. Présentation de la méthode d’hémoculture:

L'appareil "Bactec 9050 de chez Becton Dickinson Microbiology Systems,
Sparks, Md." et d'autres automates d'hémoculture comme le "BacT- ALERT 3D
Combination de chez bioMérieux", utilisent des méthodes de détection des
flacons positifs basées sur différentes mesures du CO,. Les microorganismes
présents dans les bouteilles Bactec liberent du CO, qui réagit avec un colorant
présent dans le capteur de l'appareil. Ceci module la quantité de lumiére qui est
absorbée par un composant fluorescent du capteur. Les détecteurs
photosensibles de l'instrument mesurent l'intensité de la fluorescence, laquelle
correspond a la quantité de CO, libérée par les microorganismes. La mesure est
ensuite interprétée par le systétme en fonction des parameétres de positivités pré-

i 7
programmes .

Le systtme "BacT- ALERT 3D Combination" fonctionne grace a une
technologie colorimétrique développée par bioMérieux, la croissance des
microorganismes dans chaque flacon est constamment surveillée par un
réflectométre trés sensible. Tout changement de statut des flacons est enregistré

. . 9
par un signal sonore et visuel comme pour le Bactec ).

La capacit¢ de l'automate Bactec 9050 est de 50 flacons. Celle de "BacT-
ALERT 3D Combination" est de 120 flacons. Chez chacun de ces fabricants il

existe d'autres automates de grande capacité.

Un volume de 2- 5 ml de sang est prélevé sur le patient et injecté directement
dans chaque flacon d'hémoculture qui sont saisis des que possible dans I'appareil
pour garantir son efficacité. Il s'agit d'une innovation par rapport a I'hémoculture

classique qui demande un volume de 10 ml de sang.
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Le Bactec 9050 fonctionne par un systéme d'agitation continue des flacons
versus intermittent des Bactec des séries de grande capacité (Bactec 9120 et

Bactec 9240) .

Il existe 5 types de flacons Bactec :

- BD Bactec TM PLUS /F

- BD Bactec TM LYTIC/10 Anaeobic/F
- BD Bactec TM PEDS PLUS /F

- BD Bactec TM MY COSIS- IC/F

- BD Bactec TM MYCO/F LYTIC

Le flacon BD Bactec TM PEDS PLUS /F a été utilisé pour sa conception a la
détection des germes pathogenes courants chez les enfants, ceci exclut d'autres

pathogénes dont la détection est assurée par les autres types de flacons Bactec.
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Figure n°9 : flacon BD Bactec TM PEDS PLUS /F
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Figure n°10 : BACTEC 9050

2.2. Le Cadre d'étude

Notre ¢tude a été réalisée dans le laboratoire d’analyse médicale de 1'Hopital
Gabriel TOURE situ¢ dans le centre commercial de Bamako. C'est 1'ancien
Dispensaire Central de Bamako, devenu le deuxiéme hdpital national du pays et
qui porte le nom d'un jeune étudiant malien en médecine Gabriel TOURE mort a
la tache. Le laboratoire actuel est 'ancienne pharmacie de 1'hopital réaménagée
en laboratoire. Il comprend une salle d'hématologie, une salle de biochimie, une
salle pour les prélévements et la parasitologie, une salle de stérilisation équipée
d'autoclaves et de fours, une salle de garde, un bureau du chef de service. En
2001 une partie du laboratoire a ét¢ aménagée pour les activités de bactériologie

et équipé€e en conséquence avec :

- 2 hottes a flux laminaire avec incinérateur €électrique pour la stérilisation des

Oeses (Labo- CVD).
- 2 automates d'hémocultures Bactec 9050 (Labo- CVD);
- 1 incubateur a CO, pour les bactéries aéro- anaérobies (Labo- CVD);

- 1 incubateur sans CO, pour les bactéries aérobies, les antibiogrammes et les

galeries d'identification API 20E (Labo- CVD);
- 1 centrifugeuse ;

- 1 congélateur a - 80 °C pour la conservation des souches bactériennes (Labo-

CVD);
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- 1 congélateur de a - 20 °C pour la conservation des disques d'antibiotiques, des
disques d'identification (Optochine, Bacitracine ) des facteurs de croissance des

Haemophilus ; des réactifs de sérogroupage des Salmonella(Labo- CVD) ;

- 2 réfrigérateurs pour la conservation des milieux de culture et des réactifs

(Labo- CVD);
-1 micro- ordinateur avec un systéme de communication Internet (Labo- CVD);
- 1 microscope Olympus CX31(Labo- CVD) ;

- 1 néphélometre Mc Ferland pour la mesure de turbidité en vue des

antibiogrammes conformément a la méthode de Kirby Bauer (Labo- CVD);

Des petits matériels divers, des consommables et un ravitaillement régulier en
milieux de culture et réactifs permettent de réaliser des activités de

bactériologie.

Le personnel comprend :

- un pharmacien biologiste ;
- un pharmacien ;

- des internes ;

- des assistants de biologie.
- des techniciens supérieurs.

- des techniciens de laboratoire, repartis entre les différentes sections de
biologie; dont deux de la section de bactériologie ont bénéfici¢ d'un stage de

formation a Baltimore (U.S.A)
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- Un personnel de surface.

Les activités de bactériologie dans le cadre de la recherche sont supervisées par
un Professeur de bactériologie- virologie responsable de I'Institut Nationale

Recherche pour la Santé Publique (INRSP).

2.3. L'étude
2.3. 1. Type d*étude

Il s'agit d’une étude rétrospective sur trois ans, basée sur la surveillance de
laboratoire des cas de maladies bactériennes invasives chez les patients

hospitalisés dans le service de pédiatrie.

Apres avoir obtenu un consentement éclairé, une hémoculture est réalisée chez

chacun des enfants inclus.

Dans certain cas et selon le contexte clinique un examen cytobactériologique du
liquide céphalo- rachidien ou de liquides stériles d'autres sites (lombaire, pleural,

articulaire, tissulaire et osseux) est réalisé.
2.3. 2. Durée de I'étude

L'étude a été réalisée sur une période de 3 ans : de février 2002 a décembre
2004, couvrant les trois ans, toutes les saisons y comprises : séche fraiche,

saison séche chaude, saison pluvieuse.
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2.3. 3. Critéres d'inclusion et de non inclusion

2.3. 3. 1. Criteres d'inclusion

Cette étude porte sur des enfants prélevés au niveau du site de prélévement de

CVD a la pédiatrie et répondant aux critéres suivants :

- étre 4gé de moins de 17 ans,

- étre hospitalisé dans le service de pédiatrie de 'HGT,

- avoir une température corporelle > 39 °C a I'admission ;

- avoir une "suspicion d'infection bactérienne invasive" (SIBI) ;

-consentement éclairé des parents est sollicité pour tous les enfants inclus dans

I’étude ; en plus I’assentiment des enfants de 13 a 16 ans est obligatoire ;

2. 3. 3. 2. Criteres de non- inclusion

Ne prennent pas part a cette 1'étude :

- le nouveau- né malade n'ayant jamais quitté 1'hdpital depuis sa naissance ;

- 'enfant 4gé de 13 a 16 ans incapable ou refusant de donner tout consentement,

pas a cause de la gravité de sa maladie ;

- l'incapacité ou refus du parent ou de l'accompagnant du patient a donner un

assentiment.

2.4. Protocole et méthode de travail des cultures du LCR et des autres

liquides biologiques

Les procédures suivantes sont suivies pour le traitement et I'examen

cytobactériologique du liquide céphalo-rachidien.
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2.4.1. Traitement des prélevements de LCR

Les prélévements sont recus au laboratoire dans des tubes stériles et sont

immeédiatement identifiés puis enregistrés dans le registre de laboratoire.
Le reste du travail se fera sous une hotte a flux laminaire.

Les tests sur le LCR sont réalisés dans I'ordre suivant :

1. nous identifions les boites de gélose ainsi que la lame pour le frottis ;

2. nous déposons sur les géloses au sang de cheval et ou chocolat 2 a 3 gouttes
de LCR puis les boites de gélose sont refermées. Nous laissons imbiber la gélose

par le LCR pendant quelques minutes ;

3. une goutte de LCR est déposée sur une lame propre en vue de confectionner

un frottis;

4. apres avoir laissé sécher le frottis, il est fixé par "chauffage" de la lame a

l'incinérateur de la hotte pendant 5 secondes au maximum ;

5. nous remplissons I'hémocytométre de LCR qui est ensuite laissé au repos pour

le comptage cellulaire ;

6. nous ensemencons ensuite les 2 a 3 gouttes de LCR préalablement déposées
sur la gélose au sang de cheval ou de mouton et la gélose chocolat. Les boites

sont ensuite mises dans 1’incubateur a CO; en les renversant ;

7. nous réalisons les tests d'agglutination avec le sérum latex Pastorex meningitis

kit ;

8. nous procédons a la coloration de Gram ;
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Les autres liquides biologiques (liquide pleural, liquide péricardique, liquide

articulaire) sont traités comme le LCR.

9. Le reste du prélévement de LCR est gardé dans le réfrigérateur pendant 5

jours.

Les résultats suivants doivent étre notifiés au service de pédiatrie dans les deux

heures qui suivent la réception du prélévement au laboratoire, il s'agit :
- du résultat de la coloration de Gram ;

- du résultat du comptage cellulaire ;

- du résultat des tests d'agglutination.

Nous préparons "une fiche de travail LCR" pour y enregistrer le nom du patient,
le numéro de dossier et la date du prélévement. Tous les résultats des tests sont

enregistrés sur cette fiche de travail.
2.4.1.1 Protocole de travail de la Culture du LCR

1. Les géloses au sang et au chocolat sont examinées tous les jours pendant 5

jours et les résultats sont enregistrés sur la fiche de travail.

2. si une colonie bactérienne est observée sur les géloses, une coloration de
Gram est effectuée. Les résultats de la coloration de Gram ainsi que la

description des colonies sont enregistrés sur la fiche de travail.
Le service de pédiatrie est informé de la positivité de la culture du LCR.
3. nous suivons les procédures d'identification pour les cultures positives.

2.4.1.2 Résultat de la culture
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Les milieux sélectifs le plus souvent utilisés pour ’isolement des Salmonella
sont le milieu Salmonella-Shigella (SS) et le milieu Hecktoen. Sur le milieu S S,
les colonies de Salmonella apparaissent incolores, a centre noir, car elles ne
fermentent pas le lactose et produisent du H2S. Ces colonies peuvent se

confondre a celles d’autres comme les Proteus.

Les colonies de Salmonella apres 18 — 24 heures d’incubation a 37°C sont lisses
et mesurent 2 a 3 mm de diamétre. Des colonies naines s’observent rarement, de
méme que des colonies rugueuses ou des colonies muqueuses ressemblant a des
colonies de Klebsiella *. L’aptitude a donner des colonies muqueuses est
souvent perdue aprés quelques mois de conservation culture la température

optimale est de 35 a 37 °C.

2.4.2. Traitement des hémocultures positives et des autres liquides

biologiques
2.4.2.1. Protocole de techniques des hémocultures positives

Les procédures suivantes sont suivies lorsque le Bactec 9050 indique que

I'hémoculture est positive :

1. Ia bouteille du Bactec 9050 est retirée de l'appareil. Sa capsule en plastique est
désinfectée avec de l'alcool, ensuite une aiguille de subculture est insérée a
travers la capsule et immédiatement aprés nous préparons une coloration de
Gram ainsi qu'une subculture de l'échantillon de sang en utilisant les milieux

suivants selon le cas :

a. Milieu de gélose au sang de cheval ou de mouton ;
b. Milieu de gélose Mac Conkey ;

c. Milieu de gélose chocolat ;
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Sont écrits sur chaque boite le numéro du Bactec, les initiales du patient ainsi

que la date ;
2. Reporter tous les résultats sur la fiche de travail ;
3. Procéder a la lecture de la coloration de Gram :

a. Si aucun micro- organisme n'est détecté sur la lame de coloration, remettre la
bouteille dans le Bactec 9050. Ceci devrait étre fait le plus tot possible dans les 3
heures qui suivent la sortie du flacon. Dans les 3 heures, le flacon de Bactec doit
étre subcultive sur la boite de gélose au sang, la boite de gélose Mac Conkey et
la boite de gélose chocolat. Les boites et la bouteille sont incubées et observées
pendant une durée de 5 jours (2 compter de l'incubation de la bouteille). La
bouteille est encore subcultivée si au bout de ces 5 jours aucun microorganisme

n'a toujours pas été identifié ;

b. si des micro-organismes sont détectés, ne plus remettre la bouteille dans le
Bactec 9050. Reporter sur la fiche de travail les résultats de la coloration de
Gram (par exemple : CGPgr, CGPpr, CGPch, BGP, BGN, CoccoBGN, DCGN,

Levures...) ;

4. Le service de pédiatrie est informé d'un résultat positif de la coloration de

Gram ;

5. si des cocci Gram-positif en paires ou en chainettes sont observés, placer un
disque de bacitracine (A) et un disque d'optochine (P) sur la gélose au sang de la

subculture ;
6. les boites contenant les subcultures sont placées dans I'incubateur a CO,.
Si la coloration de Gram est positive, la bouteille est incubée avec les

boites ;

DIABATE Cheick Fanta Mady 52 CVD- MALI Thése Pharmacie 2006



Evaluation du réle de Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C, dans les infections bactériennes invasives en milieu
pédiatrigue a partir des liguides biologiques examinés au HGT.

7. lorsqu'une croissance est observée, reporter sur la fiche de travail les
références des boites dans lesquelles des colonies ont été observées. Faire une
coloration de Gram sur ces colonies et reporter les résultats sur la fiche de
travail. S'il existe plusieurs genres de colonies, l'aspect de chaque colonie

bactérienne est aussi reporté ;

8. Si des cocci Gram-positifs sont observés, se référer a l'organigramme de

travail comme suit :

- Enregistrer les résultats des tests des disques d'optochine et de bacitracine ainsi

que le test de la catalase ;

- Si le micro- organisme est catalase- positif et ressemble au Staphylocoque
(cocci Gram-positif en grappes), faire un test de coagulase. Si le micro-
organisme est coagulase- positive, il faudrait l'enregistrer comme étant
Staphylococcus aureus. Si le micro- organisme est coagulase négatif aprés 24

heures, il faudrait l'enregistrer comme étant Staphylococcus a coagulase négative

- Si le micro- organisme est catalase- négatif, béta- hémolytique, et bacitracine-
positif (inhibé par la bacitracine), enregistrer le micro- organisme comme étant

Streptococcus Groupe A ;

- Si le test a la bacitracine ou a la catalase est flou, faire un PYR test. Si le PYR
test est positif, enregistrer le micro-organisme comme ¢&tant Streptococcus

groupe A ;

- Si le micro- organisme est catalase négatif, béta- hémolytique, et bacitracine
négatif, faire les tests d'agglutination des streptocoques des groupes A et B.
Enregistrer le micro- organisme comme étant Streptococcus béta- hémolytique

de groupe A, de groupe B ou non groupable ;
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- Si le micro- organisme est catalase négative, optochine- positif (inhibé par le
disque d'optochine) et diplocoque Gram-positif, 1’enregistrer comme étant
Streptococcus pneumoniae. Si le test d'optochine est négatif ou non concluant,
faire un test de «bile solubility». Si ce test de solubilité par la bile est positif,

enregistrer le micro-organisme comme €tant Streptococcus pneumoniae ;

Si le micro- organisme ressemble au Streptococcus (catalase négative, cocci
Gram-positif en chainette), mais négatif au test du disque d'optochine et négatif

au test de solubilité par la bile, effectuer le PYR test.

Si le résultat du PYR test est positif, enregistrer le micro- organisme comme
¢tant Enterococcus species. Si le résultat du PYR test est négatif, enregistrer le
micro-organisme comme ¢&tant Streptococcus alpha ou gamma hémolytique

selon la réaction d'hémolyse ;

9. Si le micro- organisme est un bacille Gram-positif, aucun test additionnel n'est

effectué, enregistrer seulement «Bacille Gram- Positif» ;

10. Si des bactéries Gram-négatif sont observées, la référence est faite a

'organigramme ainsi qu'il suit :

- Si le micro- organisme pousse sur la gélose au sang et la gélose Mac Conkey
faire un test d'oxydase et inoculer une galerie API 20E. Les Enterobacteriaceae
(tels que Escherichia, Salmonella, Shigella) sont oxydase- négatifs ; les Vibrio
et les Pseudomonas sont oxydase positive. Si les micro-organismes isolés sont
identifiés comme étant Salmonella, Shigella ou Vibrio, confirmer le résultat par

un test de sérotypage. Enregistrer le résultat de ces différents tests ;

- Si le micro-organisme ne pousse que sur la gélose au sang de cheval ou de
mouton et sur la gélose chocolat mais ne pousse pas sur la gélose Mac Conkey

et est diplocoque Gram-négatif, Neisseria meningitidis pourrait étre suspecté. Il
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faudra faire un test d'oxydase. Si l'identification préliminaire indique Neisseria

meningitidis, le confirmer par un test de sérotypage ;

- Si le micro- organisme ne pousse que sur la gélose au sang de cheval ou de
mouton et sur la gélose chocolat mais pas sur la gélose Mac Conkey et se
présente comme de petits bacilles Gram-négatif, nous pouvons suspecter
Haemophulis influenzae. Faire un test d'oxydase et un test des facteurs X et V.
Si l'identification indique Haemophulis influenzae, le confirmer par un test de

sérotypage ;

11. Procéder a un antibiogramme par la méthode de diffusion des disques

d'antibiotiques selon Kirby- Bauer ;

12. Enregistrer le résultat dans le registre de laboratoire et informer le médecin

du patient de l'identification finale.

2.5. Techniques utilisées pour I'identification des bactéries
2.5. 1. Coloration de Gram

Principe :

La coloration de Gram est la coloration la plus importante dans le laboratoire de
microbiologie. Les bactéries peuvent €tre divisées en micro-organismes Gram
positif et en micro-organismes Gram négatif. Les bactéries Gram positif
retiennent la coloration violette du Violet de Gentiane (ou du Cristal Violet) et

auront une teinte bleue au microscope.

Les bactéries Gram négatif peuvent étre décolorées, leur enlevant ainsi la
coloration violette du Violet de Gentiane avec une solution d'alcool acétone. Les
bactéries sont ensuite colorées en rouge avec la safranine (ou la fuschine

basique).
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C'est parce que la coloration de Gram est trés importante, qu'elle doit étre

accomplie avec le plus grand soin.
Matériels et réactifs utilisés :
Microscope binoculaire avec objectifs 10 et 100
Huile & immersion
Coffret de colorants de Gram contenant :
- Violet de gentiane ou cristal violet
- Solution de lugol
- Solution de décolorant alcool acétone
- Safranine ou fuschine basique
Lames porte-objet
Portoir de lame
Crayon de papier
Papier buvard
Flacon d'eau distillée
Bac de coloration
Procédure de la coloration :

1. Utiliser une lame propre sur laquelle sont écrits le nom du patient et
I'identification du spécimen avec un crayon de papier. Ne pas utiliser de stylo a
bille ;
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2. Etaler 1'échantillon en un frottis mince sur la lame de verre afin de permettre
au frottis de sécher a l'air libre. NE PAS SURTOUT chauffer la lame pour faire

sécher rapidement le frottis ;

3. Lorsque la lame est complétement séchée, la tenir contre I'incinérateur jusqu'a

ce qu'elle soit tiede sans étre brilante au toucher ;

4. Recouvrir le frottis de lame avec le Violet de gentiane pendant 30 a 40

secondes ;

5. Verser le surplus de la solution de Violet de gentiane et rincer la lame avec
un jet d'eau faible et ensuite égoutter I'exces d'eau. UTILISER un faible jet d'eau

pour laver la lame, si non le spécimen se détache de la lame ;

6. Recouvrir le frottis avec la solution Iode- iodure (Solution de Lugol) pendant

30 a 40 secondes ;

7. Verser la solution de Lugol de la lame et la rincer avec un faible jet d'eau.

Egoutter l'exces d'eau ;

8. Goutte a goutte la solution de décolorant alcool- acétone est versée sur la

lame de maniére a recouvrir entierement le frottis ;

9. Immédiatement apres, rincer la lame avec un faible jet d'eau. L’exces d'eau

est ¢goutte ;

Note : Si la solution alcool- acétone reste trop longtemps sur la lame, les

micro-organismes Gram positif pourraient apparaitre comme Gram-négatif.

10. Recouvrir le frottis avec la solution de safranine (ou la fuschine basique)

pendant 60 secondes (2 fois plus longtemps que les autres étapes) ;
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11. Verser la safranine qui une minute plu tard est rincée en tenant la lame sous
un faible jet d'eau, 1'exces d'eau est égoutté. Prudemment, sécher la lame avec du

papier buvard. Ne pas surtout frotter la lame pour la faire sécher.
Interprétation :

La clé dans l'interprétation de la coloration de Gram est d'identifier la
morphologie des micro-organismes (exemple : cocci, bacilles) ainsi que leur
relation les uns par rapport aux autres (exemple : cellules isolées, en paires, en
chainettes et en grappes). La reconnaissance de ces caractéristiques peut aider a

l'interprétation de la coloration de Gram.
Par exemple
Cocci Gram-positif en grappes = Staphylocoques

Note : Aucun cocci Gram négatif en grappes n'existe, ainsi les cellules qui
apparaissent Gram négatif sont probablement des cocci Gram-positif qui ont été

décolorés trop longtemps.

Cocci Gram-positif en chainettes = Streptocoques.

Note : Il n'existe pas de cocci Gram- négatif en chainettes.

Cocci Gram-positif en paires = Streptocoques pneumoniae ou Entérocoque
Note : Ces cocci sont allongés et attachés par leur bout.

Bacilles Gram- positif : €égale plusieurs micro-organismes

Note : Il existe plusieurs bacilles a Gram positif comprenant

Corynebacterium, Lactobacillus, Propionibacterium.

Cocci Gram-négatif en paires = Neisseria
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Note : Les cocci Gram-négatif les plus connus sont arrangés en pair

(diplocoques) et attachés par leur coté. Ils ressemblent a des grains de café.
Bacilles Gram-négatif = Plusieurs micro-organismes

Note : I1 existe plusieurs bacilles Gram-négatif comprenant Haemophulis,

Escherichia, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Vibrio.
2.5.2. Tests biochimiques et métaboliques

2.5.2.1. Oxydase

Principe :

Le test d'Oxydase est un examen rapide, utilis€ pour identifier les bactéries
Gram-négatifs. Cet examen est utilis€ comme un indicateur redox qui passe
d'une teinte incolore (quand c'est réduit) a une couleur violet- foncée (quand
c'est oxydé). Les bactéries qui possédent le cytochrome C sont capables
d'éliminer des électrons (oxyde) de cet indicateur redox, cause pour laquelle la

couleur change.

Matériels et réactifs utilisés :

Papier buvard

Anse

Réactif d'oxydase : Phényléne- diamine
Procédure :

Mettre une goutte de réactif d'oxydase (exemple : un composé de phényléne-

diamine) sur un papier buvard.
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Sur une gélose au sang est prélevée une colonie bactérienne et la mettre sur le

papier buvard imbibé de réactif d'oxydase.
Interprétation :

Réaction positive = développement d'une couleur violette dans un intervalle

del0 a 30 secondes.

Réaction négative = aucune couleur ne se développe au bout de 30 secondes. Ne
pas LIRE le test aprés 30 secondes a cause des faux- positifs qui peuvent se

développer.

Le test d'oxydase est trés important pour l'identification des bactéries Gram-
négatif. Les bactéries oxydase positives les plus connues sont Neisseria,
Haemophulis, Pseudomonas, Vibrio. Les bactéries oxydase négatives les plus
connues sont les Enterobacteriaceae, une grande famille de bactéries qui inclut,

Klebsiella, Escherichia, Salmonella, Shigella ...
2.5.2.2 Facteurs X et V de Croissance des Haemophulis

Un test simple pour I'identification de 1'espéce commune des Haemophulis

est de déterminer leurs exigences pour les facteurs X (Hémine) et V (NAD).
Matériels et réactifs utilisés :

G¢élose trypcase soja (TSA) sans sang

Disques de facteurs V, X et X+V

Pinces pour disques d'antibiotique

Procédure :
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1. Pour de petits coccobacilles Gram négatifs ou d'autres micro-organismes
suspectés d'étre des Haemophulis, il faut ensemencer ces micro-organismes sur

une gélose trypcase soja (TSA) sans sang.

Si le micro-organisme pousse sur la gélose de sang de cheval mais pas sur la
gélose Mac Conkey, prendre une colonie isolée vers le bas de la gélose et puis

ensemencer toute la surface de la gélose TSA avec cette colonie ;

2. Placer immédiatement des disques X, V et XV sur la gélose. Les disques

doivent étre bien séparés ;

3. La boite de gélose est incubée dans l'incubateur a CO, pendant une nuit.

4. Enregistrer la croissance ou l'absence de croissance autour de chaque disque.
Interprétation :

1. Si Croissance il y a autour du disque XV mais pas autour des disques X ou V

et s’il n'y a pas d'hémolyse sur la gélose au sang = Haemophulis influenzae.

2. Ensuite proceéder aux tests d'agglutination pour déterminer s'il s'agit de

Haemophulis influenzae type b

Tout autre modéle de croissance = Haemophulis species.
2.5.2.3 Galeries classiques des Enterobacteriaceae
-Testa ’ONPG

Principe

Bien que certaines bactéries possédent une enzyme intracellulaire (E) capable de

scinder la molécule de lactose en galactose et glucose (sucre fermenté par toutes
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les entérobactéries), comme par exemple la béta galactosidase (en abrégé 3 gal) ;

elles ne fermentent pas ou fermentent tardivement le lactose.

Chez les bactéries, une autre enzyme (P) (perméase par exemple la galactoside
perméase), qui permet la pénétration du lactose dans la cellule bactérienne, est

absente ou n’est pas fonctionnelle.

Le test ONPG est une méthode simple et rapide, qui permet de rechercher
directement I’enzyme (E) et par suite de distinguer les bactéries potentiellement

lactose positives des bactéries lactose négatives.

Il présente un grand intérét diagnostique: comme le lactose, 'ONPG (=
Orthonitrophényl — B — galactopyranoside) composé incolore, est scindé par

I’enzyme (E) en libérant de I’orthonitrophénol soluble en jaune.

Il est préférable de désigner I’enzyme (E) sous le terme générique d’ONPG —
hydrolase et d’utiliser I’expression « Test ONPG » plutdt que « recherche de la 3
— galactosidase ». En effet, si toute bactérie B gal est ONPG', il existe des

bactéries p— gal -~ ONPG".
Technique

Dans un tube de Kahn contenant 0,24 ml d’eau physiologique, faire une
suspension dense (laiteuse) d’une culture de la bactérie en étude, prélevée par
exemple sur la pente d’un milieu Hajna — Kligler ; y ajouter 0,25ml de solution

tamponnée d’ONPG.
Ou

Plus simplement, ajouter a une suspension dense dans 0,5 ml d’eau

physiologique un disque ONPG ;

Dans les deux cas, incuber au bain marie a 37°C ;
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Le test ONPG est positif lorsque la suspension se colore en jaune citron

(libération d’orthonitrophénol).
Fermentation des hydrates de carbone

Par définition, toutes les entérobactéries attaquent le glucose avec ou sans
dégagement de gaz en produisant des catabolites acides. Les autres hydrates de
carbone sont ou bien fermentés rapidement ou bien lentement ou ne le sont pas
(absence d’acidification) par les différentes espéces d’Entérobactériaceae (d’ou

un profil glucidique, utile en diagnostic bactériologique).
Technique

Ensemencer avec 2 a 3 gouttes d’une suspension dense de la bactérie a étudier
en eau physiologique ou d’une culture en eau peptonée simple ou en bouillon

nutritif ;Incuber a 37 °C ou 30 °C, voire 22 °C
Lecture

Le virage en jaune de I’indicateur indique la fermentation du glucide ; on note

éventuellement la présence de gaz dans les cloches.

Les lectures sont poursuivies au maximum pendant 7 jours.
-Recherche de I'urease

Principe

L’urease est mise en évidence au moyen du milieu «urée indole » ; milieu
synthétique utilis€é pour rechercher simultanément [’urease, la tryptophane —

désaminase (TDA) et la production d’indole.
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Dans ce milieu tamponné, les bactéries qui possédent une urease suffisamment

active, transforment 1’urée en carbonate d’ammonium, selon la réaction :

CO (NH; ), + 2H,0 (urease) (NHy), COs;

Il en résulte une alcalinisation du milieu dans des délais plus ou moins rapides.
Recherche de I’indole

Principe

Certaines bactéries possedent une trytophanase, capable de scinder la molécule

de tryptophane en donnant de I’indole suivant la réaction :

A partir de la culture en eau peptonée ou de suspension bactérienne en milieu
«urée — indole»; qui fermentent toutes deux du tryptophane, on peut

rechercher la production d’indole a I’aide du réactif de Kovacs (anneau rouge).

Technique

Ajouter quelques gouttes du réactif de Kovacs a une culture de 18 — 24 heures
en eau peptonée ou bien a une suspension dense de bactéries en milieu « urée —

indole » apres 18 a 24h d’incubation a 37° ou 30°C ;

Agiter et laisser reposer

La présence d’indole est relevée par un anneau rouge en surface.
-Recherche du thiosulfate — réductase (production d’H,S)

Principe :
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Cette enzyme permet de réduire S,0; " en S™. L’anion S peut étre relevé grace
a la coloration noire de certains sulfures métalliques : sulfure de fer (milieu

Hajna-Kligler), sulfure de plomb (gélose au sous — acétate de plomb).
Technique :

La production d’H,S est recherchée de facon systématique sur le milieu de
Hajna-Kligler dont on ensemence le culot par piqlre et la surface inclinée par
stries, serrées et paralleles (noircissement plus ou moins prononcé de la pente et
principalement du culot). La sensibilit¢ de ce milieu est telle qu’il permet de

déceler des traces d’H,S.
- Réaction de Voges- Proskauer,
Principe :

Les bactéries dites Voges — Proskauer positives (VP") possédent une voie
métabolique particuliere dans la fermentation des hexoses. A partir de 1’acide
pyruvique CH3;CO — COOH, produit d’oxydation du glucose, elles peuvent
former de 1’acétyle méthyle carbinol (= acetoine) : CH;CO — CHOH — CHj; et
du butane diol 2-3 :

CH3 — CHOH - CHOH - CHj3,

La présence de ces deux composés est décelée par la réaction de VP : en milieu
fortement alcalin, ils sont oxydés en diacétyl : CH; CO — COCHj;, qui réagit
avec le groupement guanidine des peptones pour produire un complexe de

couleur rose rouge cerise ; I’alpha — naphtol accélére cette réaction colorée.

D’une fagon générale, les produits de dégradation obtenus par les bactéries qui
possedent cette voie métabolique, présentent une réaction peu acide (virage au

jaune du rouge de méthyle : RM")
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A TDinverse des bactéries comme Escherichia coli, qui attaquent les glucides
selon une voie métabolique différente (Voie d’Embden — Meyerhof), sont VP
négatives et produisent a partir du glucose des métabolites plus acides que

précédemment (Virage au rouge du rouge de méthyle : RM ")
Technique rapide
.dans un tube de 22 x 220 mm, verser 1ml de milieu de Clark —Lubs,

.ensemencer avec une goutte d’une suspension bactérienne dense d’eau

physiologique ou distillée,
.ncuber pendant 18 24 heures a 37° OU 30° ou 22° C,

.apres ce délai, ajouter 0.5 ml d’une solution alcoolique d’alpha naphtol (6g
d’alpha naphtol dans une quantité suffisante d’alcool a 90° pour 100ml) et 0.5
ml de N,OH 4N

.chauffer avec précaution sur la flamme d’un bec Bunsen jusqu'a

commencement d’ébullition,

.agiter pendant 30 secondes sur un agitateur vibreur type vortex. Une coloration
rouge cerise franche indique une réaction de VP positive. Elle est stable pendant

une heure (milieu CL)
- Milieu synthétique au citrate de Simmons
Principe :

le milieu au citrate de Simmons est un milieu minéral synthétique tamponné
avec comme source d’azote un sel d’ammonium et comme source unique de
carbone et d’énergie du citrate, dont 1’utilisation en aérobiose par certaines

bactéries se traduit par leur croissance et 1’alcalisation du milieu. Les
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entérobactéries, qui exigent des facteurs de croissance (auxotrophes, par
exemple : Salmonella Typhi et les Shigella), ne peuvent pas pousser sur ce

milieu.
Technique

par une strie centrale et longitudinale, ensemencer la pente avec une anse
chargée d’une culture prélevée sur un milieu gélosé ou d’une suspension

bactérienne en eau physiologique ou distillée ;

N’utiliser en aucun cas de cultures en brouillon ou en eau peptonée, qui
apporteraient avec les bactéries des ¢léments nutritifs, capables de fausser les

résultats.

Ne pas visser a fond la capsule métallique (pour permettre au CO,, provenant de

la décarboxylation du citrate de s’échapper) ;
Incuber a 37°, 30°, 22° pendant 7 jours au maximum.

Les bactéries capables d’utiliser le citrate comme source de carbone et
d’énergie et pourvues d’une citrate- perméase, poussent sur le milieu de
Simmons en [’alcalinisant (virage au bleu de D’indicateur), a I’inverse des

bactéries citrate de Simmons négatives.
- Recherche des décarboxylases et dihydrolase (LDC, ODC, ADH)
Principe :

Les décarboxylases sont des enzymes qui décarboxylent les acides aminés en

formant I’amine correspondante avec dégagement de CO,,

Les décarboxylases présentant un intérét taxonomique sont :
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- la lysine — décarboxylase ou LDC (lysime—> cadavérine) ;
- ’ornithine — décarboxylase ou ODC (ornithine putrescine) ;

- I’arginine — décarboxylase et dihydrolase ou RDH (argmmme™ agmatine

et ornithine).

La synthése de ces enzymes est favorisée par un pH acide (3,5 — 5,5) et des

conditions d’anaérobiose.
I1 existe deux types de méthode pour leur recherche :
Alcalinisation de milieux glucosés par I’amine formée ;

Extraction de I’amine formée par un solvant organique et sa caractérisation par

la réaction colorée qu’elle donne avec la ninhydrine.
Technique :

A partir d’'une culture sur milieu gélosé nutritif, préparer une suspension

bactérienne dense (environ 10’ bactéries/ml)

Ensemencer les tubes 18 x 145mm en recouvrir la surface avec environ 1 a 2ml

de I’huile de vaseline ;
Dans la pratique, on peut ensemencer un tube témoin.

En effet, chez les entérobactéries, I’un au moins des trois milieux renfermant un
ammio-acide fournit un résultat négatif le premier jour des lectures et peut servir

de témoin (virage en jaune) ;

Incuber pendant quatre jours au maximum a 37° ou 30° ou 22°C, en fonction de

la température optimale de croissance de la bactérie en étude
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Lecture

S’assurer qu’il y a croissance dans les tubes (trouble) et fermentation du glucose

(sinon, le diagnostic sera orienté vers une bactérie aérobie stricte) ;
Coloration jaune : absence de décarboxylase
Coloration violet améthyste : présence d’une décarboxylase.

Pour ’ADH, se tenir compte que d’un virage violet franc (interférence de

plusieurs enzymes) *°.
- Milieu de Hajna-Kligler */

Le milieu de Hajna-Kligler est un milieu complexe, qui permet la recherche de
plusieurs caractéres biochimiques. Il est trés utilis€ dans l'identification des

Enterobacteriaceae.

DIABATE Cheick Fanta Mady 69 CVD- MALI Thése Pharmacie 2006



Evaluation du réle de Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C, dans les infections bactériennes invasives en milieu
pédiatrigue a partir des liguides biologiques examinés au HGT.

Agpect duAspect du milieuMode Sélectivité Caracteres|, ,
milieu avant| . ... . , . ._[Résultats
e apres utilisation |d’ensemencement [composition  [recherchés
utilisation
Ensemencer Extraits de Utilisation ja) Bactérie de type fermentatif du
abondamment la [viande, de du glucose| glucose
surface par stries |[levure,digestrat
serrées ou par enzymatique de |Utilisation| et lactose + : culot jaune et pente jaune.
inondation, puis lejcaseine, NaCL, |du lactose
culot par simple [latose, glucose, b) Bactérie de type fermentatif
piqlre, a l'aide de [sulfate ferreux [Produc-
la méme pipette [amoniacal, du glucose
boutonnée. Il est [thiosulfate de  [tion H,S
important de ne  [sodium, rouge et lactose - : culot jaune et pente rouge.
pas oublier de de phenol, et [Produc-
dévisser Agar-agar c) Bactérie de type oxydatif du glucose
partiellement la tion de gaz
capsule afin de ou glucose - et lactose - :
permettre les Recherche
¢changes gazeux. de la LDC | culot rouge et pente rouge.
Mettre a I'étuve d) Bactérie de type oxydatif du glucose
24h a 37 °C.
et lactose + :
culot rouge et pente jaune.
Ces bactéries sont aérobies strictes :
le culot ne doit pas présenter de culture
et sera donc rouge.
La pente peut présenter une culture
et sera
jaune si l'acidification est
suffisante et rougedans le cas
contraire.Le milieu de Kligler
n’est généralement pas utilisé pour
de telles bactéries, qui sont souvent
lactose -,
et des expériences complémentaires
sont
faites pour préciser le résultat.
Figure n°8
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- Milieu citrate de Simmons*’

Ce milieu est un exemple de milieu synthétique, c'est a dire de milieu dont la
composition, qui est complexe, est connue exactement tant qualitativement que

quantitativement

DIABATE Cheick Fanta Mady 71 CVD- MALI Thése Pharmacie 2006



Evaluation du réle de Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C, dans les infections bactériennes invasives en milieu
pédiatrigue a partir des liguides biologiques examinés au HGT.

Aspect du
milieu
avant
utilisation

Aspect  dul
milieu apres|
utilisation

Mode
d’ensemencement]

Sélectivité
composition

Caractéres
recherchés

Résultats

est
par]
strie]

La pente
ensemencée
une
longitudinale,
réalisée a l'anse, a
partir d'une
suspension de la
culture solide en
eau distillée
stérile.

I1 est important]
de ne pas
apporter de
substrats
carbonés.  Ainsi
I'ensemencement
a partir d'ung
souche pure
fournie en
bouillon nutritif
ou en eaul
peptonée est
impossible.

Ne pas|
visser le bouchon
a fond, afin de
permettre les
¢changes gazeux|
(en  particulier
¢limination  du|
dioxyde de
carbone). Mettre
a 1’étuve a 37°.

[Utilisation
du citrate
comme seule
source
carbone

del:

-Virage de I’indicateur
du Ph en bleu

il y eu
alcalinisation du
milieu et la souche est
citrate de Simmons +.

a

Pas de virage de
I’indicateur de ph: il
n’y a pas eu

alcalinisation et le
milieu ne présente pas
de culture. La souche
est citrate de Simmons

Figure n°9
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- Milieu urée -indole

On utilise ce milieu pour mettre en évidence la décomposition de 1’urée

(présence d’ urease).
2.5.2.4 Galerie moderne API 20E

Le Systeme d’Identification API 20 E est utilisé pour I’identification des
entérobactéries et d’autres bacilles Gram négatif qui poussent facilement. Le
systtme consiste en une galerie de 20 microtubes contenant les substrats
déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne,

incubés pendant la nuit dans un incubateur en aérobiose, et ensuite interprétés.
2.5.3. Tests immunologiques : Tests d'agglutination Slidex méningite Kit

Principe
Les réactifs Slidex méningite, constitués de particules de latex sensibilisées par
des antisérums spécifiques, permettent, par une technique d'agglutination rapide

sur carte, de détecter l'antigene correspondant dans le LCR.

Matériels :

Le coffret contient :

Réactif R1 : Latex Haemophulis influenzae type b

Réactif R2 : Latex Streptococcus pneumoniae

Réactif R3 : Latex Neisseria meningitidis groupe A

Réactif R4 : Latex Neisseria meningitidis groupe B/ Escherichia coli K1

Réactif RS : Latex Neisseria meningitidis groupe C
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Réactif R6 : Contrdle Positif, extrait antigénique de : Haemophulis influenzae

type b

Streptocoques pneumoniae, Neisseria meningitidis groupe A Neisseria

meningitidis groupe B, Neisseria meningitidis groupe C.

Cartes jetables

Batonnets jetables

Mode opératoire :

- Traitement des liquides céphalo- rachidiens

Chauffer systématiquement les LCR a 100 °C pendant 5 minutes
Centrifuger 10 minutes a 2000 tours/ minutes, et récupérer le surnageant.
Le surnageant constitue 1'extrait a tester.

- Méthodologie :

1- Amener les réactifs a une température ambiante comprise entre 18 et
25 °C.

2- Bien remettre en suspension les réactifs latex. Chasser les gouttes des réactifs

retenues dans le compte- gouttes.

3- Déposer sur une carte, dans les emplacements prévus a cet effet, une goutte

de chacun des latex.
4- A chacune des gouttes, ajouter 30 pl de surnageant de 1'échantillon a tester.
5- Mélanger le contenu de chaque cercle, en utilisant toute la surface, a

DIABATE Cheick Fanta Mady 74 CVD- MALI Thése Pharmacie 2006



Evaluation du réle de Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C, dans les infections bactériennes invasives en milieu
pédiatrigue a partir des liguides biologiques examinés au HGT.

L’aide d'un batonnet (utiliser une extrémité propre de batonnet pour chaque

cercle).

6- Imprimer a la carte un léger mouvement de rotation pendant 2 minutes

maximum et lire sous éclairage normal sans utiliser de loupe.

- Lecture :

Réaction négative : suspension homogene.

Réaction positive : apparition d'une agglutination en moins de 2 minutes.
- Interprétation des résultats :

Une réaction positive avec 1'un des réactifs latex témoigne de la présence dans le

liquide biologique de I'antigéne correspondant.

Une réaction positive avec le latex Ry (Neisseria meningitidis groupe B/
Escherichia coli K1), chez un nouveau- né ou un prématuré, traduit dans la
majorité des cas la présence de Escherichia coli K1, chez un sujet plus agé, elle

traduit plus probablement la présence de Neisseria meningitidis B.

En cas d'apparition d'une agglutination en moins de 2 minutes avec deux réactifs

latex ou plus, la réaction est ininterprétable.

2.6. Test de Sensibilité des antibiotiques : Méthode de diffusion des disques

d'antibiotiques selon Kirby- Bauer

Ce procéd¢é définit l'utilisation de la méthode de diffusion des disques
d'antibiotiques in vitro selon Kirby- Bauer. Pour tester la sensibilité,
d'importants isolats en clinique. Les résultats de cet examen peuvent aider les

médecins dans la sélection de 1'antibiotique approprié pour la thérapie.
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Principe :

La méthode de diffusion des disques selon Kirby- Bauer est basée sur
I'observation qu'il y a une corrélation entre la concentration minimale inhibitrice
(CMI) et le diametre de la zone d'inhibition de croissance bactérienne autour
d'un disque d'antibiotique. La taille de la zone d'inhibition de croissance est
déterminée par la sensibilit¢ du micro-organisme a l'antibiotique, Ia
concentration du disque d'antibiotique, le taux de diffusion de l'antibiotique du
disque et le taux de croissance du micro-organisme. En standardisant les
conditions du test (exemple : préparation d'un seul antibiotique contenu dans le
disque, milieu de culture spécial, atmosphére et durée d'incubation) et avec une
concentration du micro- organisme du test, la zone d'inhibition mesurée sera
corrélée avec la sensibilité du micro-organisme a l'antibiotique (exemple : plus

la zone est grande, plus I'organisme est sensible).

Le test doit étre exécuté exactement comme décrit sinon les résultats ne seront

pas précis.

Matériels et réactifs utilisés :

G¢élose de Mueller- Hinton additionnée de 5% de sang de cheval (MHA- B)
Milieu de culture pour Haemophilus (HTM)

Solution saline stérile a 0,85 %0

Standard 0,5 de Mc Farland

Disques antibiotiques pour test de sensibilité

Ecouvillons en coton stériles

Pipettes a sérum
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Pinces a disques et/ ou applicateur de disque
Conditions de stockage nécessaires :

1. milieux de culture (MHA- B et HTM) : A conserver au réfrigérateur, ils
doivent étre réchauffés a la température de la salle avant leur utilisation. Les
boites non- stockées dans des sacs en plastique se déshydrateront et ne pourront

pas étre utilisées convenablement ;
2. solution saline stérile : A conserver au réfrigérateur ;

3. standard 0.5 de Mc Farland : A conserver au noir dans un récipient. Ne pas
utiliser de tube rayé. Le diameétre du tube doit étre le méme que celui des tubes

de solution saline utilisés pour la préparation des tests d'inoculum ;

4. disques d'antibiotiques : Congeler les disques a —20 °C ou a une température

plus basse pour de longue conservation ;

5. dés qu'une boite est ouverte pour usage, elle peut étre conservée au

réfrigérateur dans une capsule bleue de 50 ml ensemble avec le dessiccateur.
Procédure du test :

1. les boites de gélose doivent étre réchauffées a la température de la salle avant
qu'elles ne soient inoculées. Aucun exceés d'humidité¢ ne doit se trouver sur la
surface de la gélose. La surface peut étre humide mais de gouttelette d'humidité
ne devraient pas étre présentes au moment d'inoculer la gélose avec le micro-

organisme ;

2. la gélose HTM (gélose spéciale) est utilisée pour les tests Haemophilus. La

gélose MHA-B (Mueller Hinton au sang) est utilisée pour tous les autres tests ;
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3. Enlever du réfrigérateur les disques pour le test de sensibilit¢ afin de leur
permettre de se réchauffer a la température de la salle. Au paravent ils auront été
enlevés du récipient de conservation. Il ne faut pas exposer les disques froids a
l'air de la salle parce que la condensation de I'humidité sur les disques froids
conduirait a une détérioration rapide des antibiotiques. Vérifier les dates

d'expiration sur les boites d’antibiotiques.
Ne pas utiliser de disques périmés ;

4. Sélectionner au moins 4 a 5 colonies bien isolées de méme morphologie sur la
gélose au sang. Toucher le sommet de chaque colonie avec une anse et nous les
transférons dans un tube de solution saline. Ajuster lI'inoculum de la solution
saline a une turbidité égale a un standard de 0.5 de I'échelle de Mac Farland en
utilisant le turbidimeétre. Cette étape est trés importante. La boite de gélose est

immédiatement inoculée avec l'inoculum ajusté ;

5. Plonger un écouvillon stérile dans la suspension ajustée. Il est tourné plusieurs
fois sur la paroi intérieure du tube au- dessous du niveau du liquide pour enlever
I'exceés de I’inoculum. Inoculer la surface entiere de la boite de gélose en faisant
tourner la boite d'approximativement d’un angle de 60 ° et ensemencer de
nouveau. Faire tourner la boite et I'ensemencement est répété jusqu'a trois fois
pour s'assurer d'une distribution réguliere de 1'inoculum. A 1'étape finale, le bord

de la gélose est tamponné ;

6. Inoculer une boite pour Haemophilus influenzae ; pour Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus ; deux boites de gélose sont inoculées pour

les autres bacilles Gram négatifs ;

7. Laisser l'excés d'humidité s'absorber par la gélose pendant 5 a 10 minutes
avant d'appliquer les disques d'antibiotiques. Placer les disques d'antibiotique sur

la boite en utilisant des pinces stériles. Le disque est pressé sur la surface de la
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gélose avec des pinces stériles pour s'assurer du contact complet avec la surface
de la gélose. Ne plus enlever le disque une fois qu'il est arrivé au contact avec la
surface de la gélose parce que l'antibiotique diffuse dans la g€lose presque

immeédiatement.
Utiliser souvent des applicateurs de disques d'antibiotiques ;
8. les disques d'antibiotiques suivants seront testés:

a. pour Streptococcus pneumoniae: Oxacilline 1 pg (pour le test de Pénicilline

10 UI), Ceftriaxone 30 pg, Erythromycine 15 pg, Chloramphénicol 30 pg ;

b. pour Staphylococcus aureus: Pénicilline 10 Ul, Oxacilline 1 pg, Céftriaxone

30ug;

c. pour Haemophilus influenzae: Ampicilline 10 pg, Céftriaxone 30 pg,

Chloramphénicol 30 ug ;
d. pour les autres bacilles Gram négatif

I. boite de gélose N°1- Ampicilline 10 pug, Céftriaxone 30 pg, Chloramphénicol
30 pg.

II. boite de gélose N°2- Gentamicine 15 pg, Cotrimoxazole 25 pg,
Ciprofloxacine 5 pg.

9. Laisser les boites pendant 15 minutes aprés que les disques aient été déposés

avant l'incubation proprement dite.

Les especes Streptococcus et Haemophilus sont placées dans l'incubateur a CO,
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Tous les autres micro- organismes devraient étre placés dans un incubateur en

aérobiose.
Interprétation :

1. tous les tests de sensibilité sont lus aprés 20 a 24 heures d'incubation. Si les
examens sont lus plutdt ou apres 24 heures, les résultats pourraient ne pas étre

précis ;

2. Mesurer les diameétres de la zone d'inhibition compléte du disque, au
millimetre pres, en utilisant une régle posée sur la face postérieure de la boite.
Les résultats d'Oxacilline de Staphylococcus sont interprétés en tenant la boite
face a la lumiére afin que toute croissance puisse €étre mise en évidence. Toute
croissance discernable dans la zone d'inhibition est indicatrice de la résistance a
la Vancomycine ou a 1'0Oxacilline. Fréquemment ces colonies seront tres petites ;

alors 1l faudrait examiner les boites avec soins.

3. La limite est l'aire dans laquelle une croissance évidente est visible a 1'ceil

nu, excepté la trace de la ligne de croissance a la lisiére de la zone d'inhibition.

a. la croissance de larges colonies a I'intérieur d'une zone d'inhibition claire
devrait indiquer un mélange de croissance. Si tel est le cas alors la sensibilité est
mixée, reprendre le test. Si les colonies persistent dans la zone, il faut les

considérer comme significatives ;

b. avec le Cotrimoxazole, les micro-organismes se développent au travers
de plusieurs générations avant d'étre inhibés. Nous ne tiendrons pas compte de
la faible croissance, nous devons lire seulement les limites de la croissance en

abondance ;

c. Se référer a la « carte de référence » pour l'interprétation des tests ;
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d. les tests du disque de Pénicilline pour Streptococcus pneumoniae ne
sont pas exacts. C'est la raison pour laquelle le disque d'Oxacilline 1 pg est
utilisé. Ne pas reporter les résultats comme Oxacilline mais plutot les reporter

comme Pénicilline.
Compte-rendu :

1. reporter les résultats deés que l'identification du micro- organisme est

complete ;

2. st le profil de sensibilité¢ est atypique pour le micro- organisme identifié,
l'identification et le test de sensibilité devraient &tre repris. Si les résultats restent
atypiques, ils pourraient étre discutés avec le superviseur du laboratoire ou le

directeur avant de les reporter ;

3. quelques résultats avec les tests des disques de diffusion pourraient étre
irréalisables. Les micro-organismes fastidieux ou lents en croissance ne
pourraient pas €tre testés par la méthode. En plus, des combinaisons de micro-
organismes et d'antibiotiques ne peuvent pas étre testés de facon fiable avec la
méthode de diffusion des disques. Les guides suivants seraient utilisés pour ces

micro- organisme:

a. reporter comme résistants tous les tests de Salmonella et Shigella avec

des Aminoglycosides et les Céphalosporines de premicre et seconde générations

b. si le Staphylococcus est résistant a I'Oxacilline, reporter Pénicilline et
Céftriaxone comme résistants sans tenir compte de ce que le test du disque

indique.
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2.7. Conservation des cultures pures **

Les laboratoires de bactériologie ont le désir et le souci de conserver les cultures
des différentes especes bactériennes isolées. Ces cultures servent de souches de
référence. Elles sont fréquemment utilisées pour 'enseignement, le contréle ou
pour la recherche. L'intérét de se référer a des souches standard est devenu si
¢vident que des organisations nationales ou internationales se sont créées a cet
effet. Leur but est le maintien en cultures pures des microorganismes tels que les
levures, les champignons inférieurs, les bactéries, les rickettsies et les virus.
L'une des plus célebres est I'«American Type Culture Collection» (ATCC)
située a Rockville aux Etats-Unis. En Angleterre, la plus connue est la «National
Collection of Type Cultures» (NCTC). En France, la plus importante est celle de
I'Institut Pasteur de Paris. Lorsqu'une nouvelle espéce est isolée, il est
recommandé de 1'envoyer dans plusieurs de ces collections internationales pour

la faire connaitre.

Deux possibilités sont offertes aux collectionneurs pour maintenir les souches en
survie et leur conserver toutes leurs propriétés. On peut simplement les cultiver
sur des milieux adaptés et les transférer périodiquement sur des milieux neufs. Il
est nécessaire de bien connaitre le milieu le plus convenable, la température la
plus favorable et la durée limite de stockage. Les précautions élémentaires

suivantes sont prises pour assurer cette conservation :

1. La dessiccation du milieu est évitée en bouchant soigneusement 1'orifice des

tubes de culture ou mieux en les scellant au chalumeau.

2. La culture est conservée a l'abri de la lumiére ou a la température du

laboratoire ou dans les meilleures conditions, au réfrigérateur (+ 4 °C).
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3. Le milieu de culture est dans le cas le plus général une gélose nutritive
inclinée, ensemencée en plusieurs points ou une gélose nutritive en culot,

ensemencée par piqlire centrale.

Ainsi peut-on procéder avec les bactéries a croissance rapide comme le sont les
Entérobactéries, les Staphylocoques, etc. Pour de nombreux autres germes, on
aura recours a des milieux particuliers : sérum coagulé pour les Corynébactéries,
gélose pomme de terre pour les Brucellae, gélose sans peptone pour les Bacillus,

etc.
Les souches isolées dans notre cas d'étude sont conservées par congélation.

Deux parametres importants parmi d'autres conditionnent sa mise en ceuvre : le
choix de la température et surtout la vitesse d'abaissement a la température

choisie.

Pour conserver dans les meilleures conditions les structures cellulaires, il
convient de les congeler a la température la plus basse et d'y parvenir dans les

délais les plus brefs.
Les souches sont conservées dans un congélateur de — 65 °C a — 90 °C.

Chaque souche porte une étiquette d’identification.
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EBT/D

N° B-P

N°DetGI

I[P/E,

E = Etage du congélateur ; B = Bloc ; T = Tiroir ; D = Date
N° B-P : numéro de la boite et position de la souche

N°D et G I : numéro de dossier du patient et germe isolé

[ P /E, : initiale du patient /Etude 2

2.8. Eléments de l'assurance qualité

Pour I’assurance de qualité, les procédures suivantes sont suivies :
1. L'identification des spécimens

2. L'enregistrement dans les registres de travail

3. La saisie des résultats

4. Le controle de qualité consistant en :

a. Le suivi des appareils

1. Le releve des températures quotidiennes : On procéde a un releveé

quotidien des températures pour les appareil suivants :

- Conggélateur de conservation des souches, température = - 65 a - 90 °C.

DIABATE Cheick Fanta Mady {4 CVD- MALI Thése Pharmacie 2006



Evaluation du réle de Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C, dans les infections bactériennes invasives en milieu
pédiatrigue a partir des liguides biologiques examinés au HGT.

- Congélateur de conservation des disques d’antibiotiques et des facteurs

d’identification, température = - 20 a - 30 °C.

- Réfrigérateurs de conservation des réactifs et des milieux de -cultures,

température = 2,8 a 8 °C.
- Automates d’hémoculture Bactec 9050.

2. Le suivi du niveau d'eau de l'incubateur : De l'eau distillée est utilisée en vue

du ravitaillement en eau de I'incubateur.

3. Le nettoyage des filtres : Les filtres situés sur les cotés latéraux des Bactec

sont nettoyés régulierement.

4. Le controle de la turbidité de 1'étalon de solution utilisé sur 1’appareil Mc

Ferland
b. Le controle de la qualité des réactifs et des milieux de culture :

Les réactifs et les milieux de culture sont controlés en utilisant les souches de

référence suivantes :

- Streptococcus pneumoniae A T C C 49619 ;

- Haemophilus para- influenzae AT C C 7901 ;
- Haemophilus influenzae type b A T C C 49247 ;
- Streptococcus groupe B AT C C 12386

- Staphylococcus aureus AT C C 25923 ;

- Streptococcus groupe A A TCC 19615;

- Escherichia coli ATCC 25922
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Les milieux et les réactifs utilisés sont :

1. Les milieux de culture : gélose au sang de mouton et ou gélose au sang de
cheval, gélose Mac Conkey, gélose Miieller Hinton, gélose chocolat, gélose

trypcase soja.

2. Les réactifs permettant la réalisation des techniques suivantes :
Coloration de Gram, test de catalase, test de coagulase, test d’oxydase.
3. Les réactifs permettant la révélation de la galerie API 20 E,

4. Les disques de facteurs X, V et X+V, les disques d'optochine, les disques de

bacitracine.
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RESULTATS
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RESULTATS
Seul le résultat de la culture finale a été pris en compte pour les germes.

Les Bacilles Gram Positifs (BGP), Staphylococcus a coagulase négative sont

des contaminants.
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TABLEAU II : Total des prélevements effectués a ’'HGT chez les enfants de
moins de 18 ans de 2002 a 2004

PRELEVEMENTS
ANNEES Hémocultures LCR Autres liquides
Nombre % Nombre % Nombre %
2002 1978 36% 788 28,07% 47 30,92%
2003 1672 | 30,53% 981 34,95% 54 35,53%
2004 1844 | 33,67% | 1038 36,98 51 33,55%
Total 5494 100% 2807 100% 152 100%
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TABLEAU 111

Fréquence d’isolement des Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C de 2002-2004

Autres

Germes Hémocultures LCR liguides
Salmonella Typhi 89 1 0
Salmonella groupe A 2 0 0
Salmonella groupe B 32 1 0
Salmonella groupe C 2 0 0
TABLEAU IV
Fréquence d’isolement des Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C de 2002-2004
Germes Hémocultures LCR Autres liquides

2002 [2003 [2004 [2002 |2003 |2004 |[2002 [2003 |2004
Salmonella Typhi 56 20 13 1 0 0 0 0 0
Salmonella groupe A 0 1 1 0 0 0 0 0 0
Salmonella groupe B 16 11 5 0 0 1 0 0 0
Salmonella groupe C 0 0 1 0 0 0 0 0 0
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Résultat des cultures

TABLEAU VII: Résultats des Hémocultures effectuées a ’'HGT chez les
enfants de moins de 18 ans de 2002 a 2004

Types de prélevements et
cultures Résultats culture Nombre | Pourcentage
Cultures avec germes 1000 18,20
Bactec positif Cultures avec
Hémocultures contaminants 476 8,66
Cultures négatives 36 0,66
Total 1512
Bactec négatif | Cultures négatives 3982 72,48
Total 5494 100,00
6000
5000
3982
3000
2000
0 0o o 0o 0 o 0 36 182 8,66 0,66 72,48 100
’ Résultatsculture Nombre Pourcentage
Figure 12 : Résultat des hemocultures
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TABLEAU VIII : Résultats des LCR effectués a ’HGT chez les enfants de
moins de 18 ans de 2002 a 2004

Cultures avec germes 575 20,48
Cultures Cultures avec
LCR en,culture positives contaminants 840 2903
sur gélose
Cultures
négatives négative 1392 49,59
Total 2807 100,00

3000

2500

2000

500

Résultatsculture Nombre Pourcentage

Figure 13 : Résultat du LCR
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TABLEAU IX : Résultats des prélévements des autres liquides biologiques
effectués a ’HGT chez les enfants de moins de 18 ans de 2002 a 2004

Cultures avec germes 89 58,55
Cultures
ositives Cultures avec
Autres liquides P contaminants 16 10,53
en culture sur Cultures
gélose négatives négative 47 30,92
Total 152 100,00

Résultatsculture Nombre Pourcentage

Figure 14 : Résultat des autres liquides biologiques
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TABLEAU V : Les especes bactériennes isolées des hémocultures au
laboratoire de bactériologie- CVD de 2002 a 2004.

ANNEES o

PIESIERATIONS 2002 | 2003 | 2004 | Total /0
Total 1960 | 1672 | 1843 | 5494 100
Résultats négatifs 1471 1182 | 1328 | 3982 | 72,48
Résultats positifs 489 490 515 1494 | 27,28
Nature des germes isolés
Steptococcus pneumoniae 78 100 115 293 5,33
Haemophilus influenzae type b 12 99 122 233 4,24
Salmonella spp 60 48 39 147 2,68
Salmonella typhi 56 20 13 89 1,63
Staphylococcus aureus 23 29 27 79 1,44
Escherichia coli 17 08 17 42 0,76
Salmonella paratyphi B 16 11 06 32 0,58
Klebsiella pneumoniae 03 03 05 11 0,20
Pseudomonas aeruginosa 03 06 02 11 0,20
Neisseria meningitidis W135 02 08 01 11 0,20
Streptococcus non hémolytique 03 06 01 10 0,18
Neisseria meningitidis groupe A 01 04 04 09 0,16
Streptococcus groupe A 03 02 03 08 0,15
Enterococcus spp 01 01 05 07 0,13
Streptococcus groupe B 04 01 01 06 0,10
Morganella morganii 01 02 02 05 0,09
Citrobacter species 02 01 01 04 0,07
Citrobacter freundii 01 00 02 03 0,05
Haemophilus parainfluenzae 01 01 01 03 0,05
Salmonella arizonae 01 01 01 03 0,05
Salmonella paratyphi A 01 01 01 02 0,03
Pseudomonas putida 00 01 01 02 0,03
Salmonella paratyphi C 01 00 01 02 0,03
Enterobacter cloacae 01 01 00 02 0,03
Neisseria meningitidis groupe C 00 00 01 01 0,02
Flavobacterium meningosepticum 00 00 01 01 0,02
Contaminants :
Staphylococcus non aureus (SNA) 143 119 123 385 7,00
Bacilles Gram Positif (BGP) 54 16 18 88 1,60
Levures 01 01 01 03 0,05
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TABLEAU VI : Les especes bactériennes isolées des LCR au laboratoire de
bactériologie- CVD de 2002 a 2004.

ANNEES 0

DIESIENATIONS 2002 | 2003 | 2004 | Total /0
Total 788 981 1038 | 2807 100
Résultats négatifs 385 485 522 1392 | 49,60
Résultats positifs 403 496 516 1415 | 50,40
Nature des germes :
Haemophilus influenzae type b 52 75 87 214 7,67
Steptococcus pneumoniae 45 68 77 190 6,77
Salmonella spp 15 14 06 35 1,24
Neisseria meningitidis groupe A 02 18 09 29 1,03
Escherichia coli 04 05 05 14 0,50
Neisseria meningitidis W135 00 08 06 14 0,50
Salmonella typhi 03 01 04 08 0,29
Proteus mirabilis 01 04 03 08 0,29
Streptococcus non hémolytique 01 02 04 07 0,25
Staphylococcus aureus 03 02 02 07 0,25
Haemophilus parainfluenzae 05 01 01 07 0,25
Streptococcus groupe B 01 01 03 05 0,18
Salmonella paratyphi B 01 01 03 05 0,18
Enterococcus spp 01 02 01 04 0,14
Klebsiella pneumoniae 01 01 02 04 0,14
Pseudomonas putida 02 01 01 04 0,14
Morexella specie 01 01 01 03 0,11
Klebsiella arizonae 01 01 01 03 0,11
Acinetobacter calvocar 00 01 02 03 0,11
Pseudomonas aeruginosa 00 01 01 02 0,07
Enterobacter agglumera 00 01 01 02 0,07
Citrobacter freundii 00 01 01 02 0,07
Morganella morganii 00 01 01 02 0,07
Salmonella paratyphi A 00 01 00 01 0.036
Enterobacter cloacae 00 00 01 01 0,036
Enterobacter sakasakii 00 00 01 01 0,036
Contaminants :
Staphylococcus non aureus (SNA) 235 248 252 735 26,18
Bacilles Gram Positif (BGP) 28 34 36 98 3,49
Levures 01 02 04 07 0,25
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TABLEAU VII : Résultats des autres liquides biologiques (liquide musculaire,
liquide pleural, liquide articulaire, liquide péricardique, ...)

ANNEES o

DIESIERATION 2002 | 2003 | 2004 | Total &
Nombre total des prélévements 47 54 51 152 100
Résultats négatifs 11 15 21 47 30,92
Résultats positifs 36 39 30 105 69,08
Nature des germes :
Staphylococcus aureus 15 12 12 39 25,66
Streptococcus pneumoniae 02 09 04 15 9,87
Haemophilus influenzae type b 01 02 03 06 3,95
Escherichia coli 00 03 03 06 3,95
Proteus mirabilis 01 02 01 04 2,63
Salmonella typhi 03 01 00 04 2,63
Klebsiella pneumoniae 01 01 00 02 1,32
Serratia fonticola 01 00 01 02 1,32
Enterococcus spp 00 01 00 01 0,66
Citrobacter freundii 01 00 00 01 0,66
Acinetobacter calvocar 00 00 01 01 0,66
Streptococcus groupe A 01 00 00 01 0,66
Klebsiella oxytoca 01 00 00 01 0,66
Pseudomonas aeruginosa 00 00 01 01 0,66
Pseudomonas spp 01 00 00 01 0,66
Serratia odorifera 00 00 01 01 0,66
Enterobacter cloacae 01 00 00 01 0,66
Citrobacter youngae 01 00 00 01 0,66
Enterobacter aerogenes 01 00 00 01 0,66
Contaminants :
Staphylococcus non aureus (SNA) 03 08 03 14 9,21
Bacilles Gram Positif (BGP) 02 00 00 02 1,32
Levures 00 00 00 00 00
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TABLEAU X : Pourcentage de sensibilité aux antibiotiques testés, période de 2002

GERME Pourcentage de sensibilité aux antibiotiques
Nbr
total AM -10 CRO-30 C-30 GM-10 SXT CIP-5
Nbr % Nbr % Nbr | % | Nbr | % Nbr % Nbr %
Salmonella
Typhi
56 41 | 73,21 52 93 44 79 34 61 34 61 56 100
Salmonella
paratyphi A | 00 00 |00 00 00 |00 00 | 00 00 00 00 00 00
Salmonella
paratyphi B
16 01 6,30 16 100 00 00 | 08 50 01 6,30 16 100
Salmonella
paratyphiC
00 00 00 01 100 01 100 | 01 | 100 00 00 01 100
Salmonella Typhi Salmonella paratyphi B
OAM-10 BOAM -10
B CRO-30 B CRO-30
é Oc-30 ac-30
OGM-10 OGM-10
B SXT BSXT
acip-5 OcCIP-5
Figure n° 15 Figure n° 16

Salmonella paratyphiC

o AM-10
m CRO-30
0 C-30

0O GM-10

| SXT

o CIP-5

Figure n°® 17
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TABLEAU XI : Pourcentage de sensibilité aux antibiotiques testés, période de 2003

GERME Pourcentage de sensibilité aux antibiotiques
Nbr
total | AM -10 CRO-30 C-30 GM-10 SXT CIP-5
Nbr | % Nbr | % Nbr | % | Nbr | % Nbr | % Nbr %
Salmonella
Typhi
20 12 | 66,70 | 18 100 18 |100| 15 | 83 17 94 18 100
Salmonella
paratyphi A 01 00 |00 01 100 01 100 | 01 100 01 100 01 100
Salmonella
paratyphi B
11 |01 06 11 100 00 00 06 55 00 00 11 100
Salmonella
paratyphiC
00 |00 00 00 00 00 00 |00 00 |00 00 00 00
Salmonella Typhi Salmonella paratyphi A
OAM -10 o AM-10
B CRO-30 m CRO-30
Oc-30 0C-30
OGM-10 0 GM-10
@ SXT m SXT
aciP-s @ CP-5
Figure n° 18 Figure n° 19
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TABLEAU XII : Pourcentage de sensibilité aux antibiotiques testés, période de 2004

GERME Pourcentage de sensibilité aux antibiotiques
Nbr
total AM -10 CRO-30 C-30 GM-10 SXT CIP-5
Nbr % Nbr % Nbr | % | Nbr | % Nbr | % Nbr %
Salmonella
Typhi
13 11 | 84,61 12 100 11 92 05 39 13 100 13 100
Salmonella
paratyphi A 1 00 |00 01 100 00 00 | 01 100 01 100 01 100
Salmonella
paratyphi B
5 02 50 01 100 00 00 00 00 00 00 00 00
Salmonella
paratyphiC
1 01 100 00 00 01 100 | 00 00 |00 00 | 00 00
Salmonella Typhi Salmonella paratyphi A
OAM-10 OAM -10
B CRO-30 B CRO-30
0OcC-30 | ac-30
OGM-10 OGM-10
B SXT B SXT
acCIP-5 OcCIP-5
Figure n° 21 Figure n° 22
Salmonella paratyphi B Salmonela paratyphiC
OAM-10 o AM-10
B CRO-30 m CRO-30
oc-30 ‘ 0o C-30
OGM-10 0 GM-10
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4. COMMENTAIRES ET DISCUSSIONS
Du point de vue de la méthodologie

L'é¢tude prospective de recherche de diagnostic de laboratoire des infections
bactériennes invasives en cours concerne les prélévements apportés de la

pédiatrie sur lesquels des examens bactériologiques sont faits.

Ces prelevements sont le sang, le liquide céphalo- rachidien et les autres liquides
biologiques prélevés chez des enfants souffrant de suspicion d'infections
bactériennes invasives (SIBI) comme les méningites, les pneumonies, les
septicémies, les otites, les €piglottites, péricardites, les pyomosites, les infections

cutanées profondes, les fievres typhoide et paratyphoide...

Les sangs sont prélevés dans des bouillons nutritifs mis en incubation dans
'appareil Bactec 9050 BD congu pour la détermination rapide des bactéries, des
champignons et d'autres microorganismes présents dans les hémocultures. La
surveillance de ces hémocultures est programmée volontairement sur une durée

de 5 jours, alors que les hémocultures classiques vont de 7 a 10 jours.

L'intervention de 1'utilisateur et les manipulations des bouteilles qui consistent a
faire la coloration de Gram en fonction de la turbidité observée sur les
hémocultures dans la méthode classique, sont minimisées dans la méthode du
Bactec. En effet cette derniére est basée sur l'incubation, I'agitation de toutes les
cultures et un signal immédiat des positifs par les voyants lumineux, un
affichage sur I'écran a cristaux liquides et une alarme sonore... tout ce qui

N . . 7
concourt a diminuer le risque d'erreur humaine .

Un examen préliminaire est fait sur le liquide céphalo- rachidien, les
hémocultures positives et les autres liquides biologiques dont le résultat est porté

immédiatement a la connaissance des prescripteurs de la Pédiatrie.
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Dans le traitement du LCR, des techniques complémentaires comme les tests
d'agglutinations latex, la cytologie (notamment le comptage des globules blancs
et des globules rouges) aident aux résultats préliminaires. Il n'a pas été pratiqué

d'examens chimiques du LCR (glycorachie, protéinorachie, chlorurorachie).

Les résultats préliminaires et définitifs sont saisis dans un logiciel GDH (pour
Global Digital Health) en plus de la saisie dans les registres de travail. Ce
logiciel met en réseaux les bureaux de consultation de la pédiatrie, le bureau
CVD de la pédiatrie et le laboratoire. Il existe un transfert électronique des
données via le systéme Internet entre 1’hopital, le centre serveur au siége de
CVD au CNAM et le Centre pour le Développement des Vaccins a I’Université
de Baltimore (Maryland- USA).

Du point de vue des résultats

Etant donné que les Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C, sont capables
d'induire des infections néo-natales gravissimes ; il nous a paru important de
rechercher les Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C dans les suspicions
d’infections bactriennes invasives chez les enfants de notre service de pédiatrie.
Dans notre étude qui concerne la période de 2002 a 2004 nous avons étudié
5494 prélevements d’hémocultures soit une moyenne annuelle de 1831.
SAMAKE M. en 2003 a travaillé sur 2198 prélevements de sang. Dans le méme
temps de 2002 a 2004, 2807 examens cytobactériologiques du LCR ont été
effectués soit une moyenne annuelle de 935 LCR contre 945 retrouvés chez
SAMAKE T. en 2003. De I’ensemble de ces prélévements il a été isolé de 90
souches Salmonella Typhi, 2 souches de Salmonella paratyphi A, 33 souches de

Salmonella paratyphi B, 3 souches de Salmonella paratyphi C

Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenzae type b qui se retrouvent
au 1% plan *°, Suivi de Salmonella spp et de Salmonella Typhi représentant la 4

“" bactérie mise en cause dans les hémocultures positives..
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Au total 1512 hémocultures en bouillon Bactec sont sorties positives soit 27,52
% et 3982 négatives soit 72,48 %. Ce taux de positivité est Iégérement supérieur
a celui des méthodes d’hémocultures classiques (20 % de positif en moyenne).
Parmi ces hémocultures positives, 476 le sont par des contaminants soit 8,66 %
et moins de 1 % (0,66 %) donne in fine une culture négative sur les milicux
solides habituels.

La fréquence des infections a Salmonella Typhi a été de 1,41% comparable a

celle retrouvée en Cote d’Ivoire en 2000 par Dadié. A et coll soit 0,8 % ** .

SOUDE S. G. A. A. sur 156 hémocultures du service de pédiatrie de Cotonou au
Bénin en 2004, trouve une fréquence de 74,25 %.Dans 1’¢tude de
DIALILOUGOU T.* sur les hémocultures au Burkina- Faso effectuée sur 10
années (1986- 1995) ;la fréquence la plus ¢élevée a été observée en pédiatrie soit
43,52 % (28,54 % de Salmonella Typhi et 14,98 % d’autres Salmonella) ce qui
explique que sur 700 souches de Salmonella isolées, 459 étaient des Salmonella

Typhi dans ce service soit 65,57 % de Salmonella..

Sur une étude réalisée en milieux pédiatrique dakarois, des auteurs ont montré
que Salmonella Typhi était le sérotype prédominant, soit 46 % des isolements de

Salmonella dont la majorité provenait des hémocultures *°.

Cela pourrait s’expliquer par le fait que 1’enfant constitue chez nous un terrain
fragile et la malnutrition avec ces effets cumulatifs face & un environnement

infectieux, hostile ne peuvent que favoriser un tel état.

Alors qu’en France, une étude 2 réalisée en milieux pédiatrique a montré que
Salmonella Typhmurumi était le plus fréquemment isolé parmi les souches de

Salmonella.

Cela pourrait s’expliquer par le fait que depuis “° quelques années, les

salmonelloses mineures augmentent dans les pays développés avec la
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. . .. 28, 39
consommation d’ceufs crus ou insuffisamment cuits

et de coquillages ¥,
tandis que les fiévres typhoides et paratyphoides diminuent a cause de

I’adoption des mesures hygiéniques.

Si dans les pays développés, le regain d’importance de Salmonelloses mineures
contraste avec la diminution réguliére des fievres typhoides et paratyphoides,
dans les pays en développement et plus particuliecrement au MALI ou les
mesures d’hygienes sont encore précaires, les fievres typhoide et paratyphoide

sévissent toujours sous forme endémo- épidémique.
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CONCLUSION
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5.CONCLUSION

Au terme de cette étude nous avons pu évaluer la fréquence d’isolement des
principaux germes impliqués dans les suspicions d’infection bactérienne
invasive chez les enfants hospitalisés dans le service de pédiatrie de 'HGT. Au
nombre de ces germes, Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C occupent une
place prépondérante quand on connait I’importance majeure et le role plus
géneral des principales bactéries des infections nosocomiales dans tous les
hopitaux du monde. La méthodologie moderne des hémocultures avec le Bactec
9050 a permis une approche bactériologique aisée. Sur une période de 3 ans de
2002 a 2004, 5494 hémocultures effectuées ont permis 1’identification de 90
souches Salmonella Typhi, 2 souches de Salmonella paratyphi A, 33 souches de
Salmonella paratyphi B, 3 souches de Salmonella paratyphi C .Les examens
cytobactériologiques du Liquide Céphalo-Rachidien (LCR) et les autres
prélévements biologiques pour étayer le diagnostique donnent peu soit 11
souches non présentes dans les hémocultures.

L’ensemble de ces examens ont permis d’évaluer le role de Salmonella Typhi et
des formes apparentées dans 1’¢étiologie de ces bactériémies invasives chez les
enfants, de définir le profil antibiotique des souches isolées. Nos résultats aident
au diagnostic, au choix de I’antibiothérapie et au suivi approprié¢ de I’évolution

clinique.
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Il s’agit d’'une étude rétrospective portant sur 1’examen bactériologique des

prélevements effectués chez les enfants de moins de 18 ans hospitalisés dans le

service de pédiatrie de 1'hopital Gabriel TOURE. Cette étude s’étend sur la
période de février 2002 a décembre 2004.

Elle vise a évaluer le role de Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C dans les

infections bactériennes invasives en milieu pédiatrique.

Nous avons obtenu les résultats suivants :

>

A\

Nombre total de prélévements effectués (hémocultures, LCR, Autres
liquides biologiques) : 8453.
Nombre total d'hémocultures : 5494 soit 64,99% des prélévements.

Nombre de flacons Bactec positifs 1512 soit 27,52 %

Nombre de germes isolés des hémocultures : 1000 soit 66,13 % des
flacons positifs et 18,20 % de l'ensemble des prélevements
d'hémocultures.

Taux de contaminants des hémocultures : 8,66 % soit 476.

Nombre de flacons Bactec positifs ayant « in fine » donné une culture

stérile 36 soit 0.66 %.

Nombre total de LCR : 2807 soit 33,21 % des prélevements.
Nombre de cultures de LCR positives 575 soit 20,48 %.
Nombre de cultures de LCR négatives 1392 soit 49,59 %

Nombre de germes isolés des LCR : 1415 soit 50,40 %.
Taux de contaminants des LCR : 29,93 % soit 840.

Autres liquides biologiques 152 soit 1,79 %.

Fréquence d'isolement des Salmonella Typhi et Salmonella paratyphi A, B, C :
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Des hémocultures :

- 89 Salmonella Typhi 1,63 % ;
- 32 Salmonella paratyphi B soit 0,58 % ;
- 02 Salmonella paratyphi A soit 0,03 % ;
- 02 Salmonella paratyphi C soit 0,03 %
Du LCR:
- 01 Salmonella Typhi 0,10 % ;
- 01 Salmonella paratyphi B soit 0,10 % ;
- 00 Salmonella paratyphi A soit 0 % ;
- 00 Salmonella paratyphi C soit 0 %.
Mots clés : Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C, Pédiatrie, Prélévements.
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Sectors of Interest: Bacteriology, public Health, Infectiology, Paediatric.
Summary:

It’s restrospective study about the bacteriological test of the sampling from
children under 18 admitted to the paediatric service of Hospital Gabriel TOURE.
This study extends from february 2002 to december 2004.

It aims to evaluate the Salmonella spp’s role in paediatric environment the
isolated germs of bacteriological tests.

We obtained the following results.

- Total number of samplings perfermed (blood culture, CSF, other biological
liquids)= 8453

- Total number of blood culture= 5494 that is to say 64,99% of the samplings

- Number of positive bactec smoll bottles= 1512 that is to say 27,52%
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- Number of isolated germs of blood cultures= 1000 that is say 66,13% of

positive smoll bottle and 18,20% of the whole blood cultures samplings.

- Rate of germs considered as << contaminant>> of blood cultures= 476 that is
to say 8,66%

- Number of positive bactec smoll bottles having <<in fine>> given a sterile
culture= 36 that is to say 0,66%.

- Total number of CSF= 2807 that is to say 33,21% of the samplings.

- Number of positif CSF culture= 575 that i s to say 20,48%
- Number of Negative CSF culture= 1392 that is to say 49,59%
- Number of isolated germs of CSF= 1415 that is to say 50,40%
- Rate of germs considered as <<contanant>> of CSF 29,93%
- Other biolocal liquids= 152 that is to say 1,79%
Salmonella Typhi and paratyphi A, B, C isolement rate :
- of blood cultures=
- 89 Salmonella Typhi 1,63 % ;
- 32 Salmonella paratyphi B soit 0,58 % ;
- 02 Salmonella paratyphi A soit 0,03 % ;
- 02 Salmonella paratyphi C soit 0,03 %
- of CSF=
- 01 Salmonella Typhi 0,10 % ;
- 01 Salmonella paratyphi B soit 0,10 % ;
- 00 Salmonella paratyphi A soit 0 % ;
- 00 Salmonella paratyphi C soit 0 %.

Key words: Samonella Typhi and paratyphi A, B, C, blood cultures, CSF,

paediatric, samplings.
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Evaluation du réle de Salmonella Typhi et paratyphi A, B, C, dans les infections bactériennes invasives en milieu
pédiatrigue a partir des liguides biologiques examinés au HGT.
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