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NAL = Acide nalidixique
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R = Resistance

RAM ou AMR = Resistance aux antimicrobien

S. Typhi = Salmonella enterica sous espece enterica serovar Typhi
S. Typhimirium = Salmonella enterica sous espéce enterica serovar Typhimirium
SS = Salmonella —Shigella

SXT = Sulfamethoxazole-trimetoprime

TIAC = Toxi-infection alimentaire collective

TIC = Ticarcilline

TMN = Tobramycine

Vi PSC = Virulence avec polysaccharide capsulaire

XLT4 = Xylose lysine terbitol ‘4

Wl



LISTE DES TABLEAUX

Tableau I: Entérobactéries colonisant habituellement I’homme et responsables d’infections (16).

Tableau I1: Formules antigeniques des sérotypes de salmonella les plus fréequents (31)............. 18
Tableau I11: Les six sous-espéces de I’espece Salmonella enterica peuvent également étre
identifiées par leurs caractéres bioChimiqUES (31). ..cc.eoveereriiiiiiiee e 20
Tableau 1V : Aspects des colonies et caractéristiques des milieux utilisés pour isolement de
SAIMONEIIA (12). .eeeeeee e et e st e s be e e e e s ra e teeneeereeaeeneenres 23
Tableau V: Classification des antibiotiques selon leurs sites d’action ............cccovveveeiieseereernenne 30
Tableau VI: Fréquence d’isolement des souches de Salmonella selon leur origine de
0= (AT 0 1= o OO 56
Tableau VII : Fréquence d’isolement des souches de Salmonella selon les types de prélevement
8]0 =T TSRS PSR 57
Tableau V111 : Fréquence d’isolement des souches de Salmonella selon les types de prélévement
QP ANIINIAUX . .. uvieeee ettt e e e et e e e e bt e e e s e bbeee e s bbaeeeesbaeeeesassseeeeasbeeeessabaeseesaaseeeeeasbeneesssraneenns 58
Tableau IX : Fréquence d’isolement des souches de Salmonella dans I’environnement. ............ 59
Tableau X : Fréquence de la résistance aux antibiotiques des 25 souches isolées chez les
PUMAINS. <.ttt et et e st e et eseesee e teaseens e e beenteaseeneeeneeareenneeneenneenrens 60
Tableau XI : Fréquence de la résistance aux antibiotiques des 8 de Salmonella souches isolées
CREZ €S @NIMAUX. ©1.vviveeiieiieie ettt sttt ettt e be st st e e bt e b e e st e st e b et e besbesbeereareeneeneens 61
Tableau XII: Fréquence de la résistance aux antibiotiques des 4 de Salmonella souches isolées

L Y IR = 1074140 ) 01 1< 0 111 1L SRR 62

Xl



LISTE DES FIGURES

Figure 1: Structure antigénique de la paroi des Enterobacteriaceae (12) .......ccccovvevveveesieeriesinnnnnns 7
Figure 2: Coupe de Salmonelle (26). ......oooeiiriiiie e 15
Figure 3: Salmonella Typhimurium, en rouge, sur une culture de cellules humaines observée au
MICroSCOPE ElECtrONIQUE [29]. ..oveeiieie ettt et reeae e nreas 16
Figure 4 : Salmonella Typhi en microscope optique [30]. .....cccerveieiieiieieseere e 16
Figure 5: Colonies noires bactériennes de I'espéce Salmonella sur gélose Salmonella-Shigella
(o T= (0TI I ) I (172 TR O SPRTPR 24
Figure 6 : Les colonies de salmonella sur la gélose Hektoen (32)........ccccocvevveieiiiciieveccie e, 24
Figure 7 : Sites et modes d’action des différentes classes d’antibiotiques ...........cooeervrivrivreeeene 29
Figure 8 : Mécanisme de dissémination des plasmides ..o 34
Figure 9 : Image des pots contenant des selles des Patients............ccovvviirieierenene s 39

Figure 10 : Les colonies de salmonella sur Hektoen (& gauche) et sur Uriselect4 (a droite) isolées

a partir des selles au LRM (photo prise le 15/07/2019) ........ccoviveieeieiieieeie e 42
Figure 11 : Caractéres biochimiques de Salmonella isolée dans les prélevements de mouche
(Révélés a 'aide de 1a galerie AP 205).........ovceiceeeeeeieeeeeeseessesee e 43
Figure 12 : Automate mini Api pour la lecture de galerie (Photo prise au LRM le 04/10/2019). 43
Figure 13 : Automate VITEK 2 Compact (photo prise au LRM le 04/10/2019).........c..cceeveeneee. 45
Figure 14 : Antibiogramme d’un échantillon de mouche écrasé au LRM (photo prise le
L6/10/2009) .ottt b r et et bt et b e st et nenrenre et s 48
Figure 15 : Méthodologie de travail de NOtre EtUE ..........ccoevvieieieiie e 48
Figure 16 : Prélévement d’intestin de poisson (gauche) et des fientes de volaille............c..o...... 51

Figure 17 : Prélevement des mouches (a gauche) et des intestins de poulet (a droite) au marché

0[R-SI 51
Figure 18 : Prélévement d’eau de puits & Bolibana (photos prisent le 21/08/2019) .................... 51
Figure 19 : Prélevement des eauX du fleUVE NIQEr .........coooviiiiiiiie e, 52

Figure 20 : Prélévement d’eau de canalisation de 1’hdpital de point G (a gauche) et d’eau de
canalisation d’abattoir de Sabalibougou koura (& droite)...........cccceiiririiniiiieie e, 52
Figure 21 : Prelévement des sols contaminé par les déchets humain au centre émetteur de Kati 52

X1V


file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264659
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264660
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264661
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264661
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264662
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264663
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264663
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264664
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264665
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264666
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264667
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264668
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264668
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264669
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264669
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264670
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264671
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264672
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264672
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264674
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264675
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264675
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264676
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264677
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264678
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264678
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264679

Figure 22 : Prélevement des sols de champs a sébénicoro et du jardin potager a woyowayanko?2

Figure 23 : La fréquence des souches de Salmonella isolées chez I’homme par rapport au sexe.56

Figure 24 : Répartition des souches de Salmonella isolées selon les tranches d’age des patients.

Figure 25 : Fréquence d’isolement de Salmonella chez les patients selon le mois....................... 58
Figure 26 : Répartition des taux de résistance des souches de Salmonella aux antibiotiques testes
ISOIEES daNS 185 TrOIS SECTBUIS. ....viiiiiiiiieiieie ettt bbbt 63

Figure 27 : Fréquence des souches multi résistantes isolées selon leurs origines de prélévement

XV


file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264680
file:///C:/Users/SOUARE/Desktop/thèse%20Sylla%20corrigé%2004-08-20.docx%23_Toc49264680

TABLE DES MATIERES

1. INTRODUCTION ...ttt e e e et e e sat e e e st e e e ae e e etaeeaseeeanseeeannes 2
2. OBUIECTIFS ...ttt sttt sttt bbb bbb et e sttt e e te bt renne e 4
N R O o 1T £ 0 1= 1< - | OSSPSR 5
2.2. ODbJeCtifS SPACIFIGQUES . .oeiuiiiiiiieiiite ettt ettt 5
3. GENERALITES & oottt ettt st e et e e st e e ss e e e ab e e e saaeeeteeeanseeeanneas 7
TR =T 10 (< T SO P TP URPRPPRIN 7
3.2, LES ENTEIODACTEIIES & ...ttt 7
3.3 SAIMONEIIA ...ttt be e nre s 10
TR T I 1= 1311 1o SO SSPSPRSS 10
TR I T o) - | S SRSPS 13
3.3.5. POUVOIT PALNOGENE : ...ttt e e e e esaeesteeneesteenaeeneenreas 13
BTG Y4 | 11 1= o USROS 14
3.3.7.Caracteres haCteriolOgIGUES : .......coeririririeiee ettt 15
3.3.6.DiagnostiC DIOIOGIGUE = ....c.viiiieieieie ettt et reete e nreas 24
3.4. LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DES SALMONELLES :......ccoooevviirieiannn. 28
3.4.1. Définition d’un antibiOtIQUE : .....ccvviveieeiiiiieiiieni st 28
3.4.2.Sites et modes d’action des antibIOtIQUES : .......evvvrverieiiiiierieieee e 28
3.4.3.Classification des antiDiOtIQUES & .......ccceeiuiiieiieiecc e 29
3.4.4. Definition de la résistance bactérienne aux antibiotiqUES :.........cccccvveveiieiievesic e 31
3.4.5. TYPES A€ FESISLANCE ... .eeveeeiietieiti et ste ettt s et e e et e e te e esbaesteessesaeenaeeneesreas 31
3.4.6.Principaux mécanismes de la résistance des bactéries aux antibiotiques ...........c.ccccceeenene. 31
3.5. DISSEMINATION DES DETERMINANTS GENETIQUES DE LA RESISTANCE AUX
ANTIBIOTIQUES : ..ottt sttt sttt st se et st et enanns 32
3.5, 1. CIFOMOSOIME ..ttt ettt et s b et e s e e bt et e e st e sbeebeaneenbeenbesneenreas 32
TR T o - TS 0 o LSS SPOSURSSI 32
4. MENOUOIOGIE ... bbbttt bbb 36
4.1, Cadre de PPEIUAEC .....ueiiuiie ittt r e e e raa e 37
4.2. Type d’étude et Periode d’EtUde .........cocoeviiiiiiiiiiiii 38
4.3, Population A EUAE ........ccuiiiiiiiieeie e 38
4.3.1. Critere d’INCIUSION ...cvveiiiieeiitiee et e e siie e et e st e e st e e st e e s e e e st e e e snbeeessaeeesseeeeneeeeneeeannneeanneeeas 38


file:///G:/THESE%20HAWA%20SYLLA%20VERSION%20FINALE.docx%23_Toc534498802
file:///G:/THESE%20HAWA%20SYLLA%20VERSION%20FINALE.docx%23_Toc534498825

4.3.2. Critere de NON-INCIUSTON......ee e et e e e e et e e e e e e e e e e e e eaeeeaas 38

4.4, ECRANTHIONNAGE .. .ottt b et 38
4.5, COllECEE GBS UONMNBES.......oiiieiie ittt st et e et et e srestesbesreeneenee e 38
4.6. Methodes DaCtErIOIOGIGUES ......ccvveueiieiiee ettt re e ens 39
4.6.1.Recherche des souches de Salmonella spp d’origine humaine.............cccceevvereeieiieseesnennn 39
4.6.1.1.1.  PrelOVEMENT.....ciiiiieie ettt ettt e be et a e 39
4.6.1.1.2. EXameN MaCrOSCOPIQUE.......cviiitirtiitiriieieeie ettt bbbt 39
4.6.1.1.3. EXAmMen MICIOSCOPIGUE ....c.vveieeieeiteeiesiiesieeste et e teeste e raeste e re e ae e e sraesneeneesneeee e 40
A.6.1.1.4.  CUNUIE ..ottt b bbbt s et e b et st s b be st e eneeneeneas 41
4.6.1.1.5. Isolement et purification des SOUCKES. ..........ccooiiiiiiiiiiesie s 41
4.6.1.1.6. o T o Tor= o] o USRS 42
(1 Lalecture turbin@phlEMEALIIQUE ........ccveeieiee e 43
4.6.1.1.7.  Test de sensibilité aux antibiotiques par la méthode de diffusion sur disques
A7 ANEIDIOTIGUES ..ttt ettt b etk E et b bRt nre s 47
4.7, Variables BIUIEES ........cveieiee ettt ettt re s reere e enee e 53
T NSt o L= Tod o[ To1=] ] o [ SR 54
4.9. Analyses et traitement deS dONNEES ........covviieiieie e 54
5. S U I 1N 1 SRR 55
5.1, RESUIALS GIODAUX ©..ovieiiieiieiiieieie ettt sttt sttt 56
5.2. Résultats descriptifs dans les prélevements humains ...........cccoceeveieeiiiie i 56
5.2.1.Répartition des 25 souches de salmonella isolées chez I’homme ..........cccccevvriiiiinieiennen, 56
5.2.2.Répartition des 8 souches de Salmonella isolées chez les animauX ...........ccccceevevveveveiennnn, 58
5.2.3.Répartition des 4 souches de Salmonella isolées dans I’environnement .............c.cocvervneen. 59
5.3. Profils de résistance des souches aux principales familles d’antibiotiques testés ................ 60

5.3.1.Profils de résistance aux antibiotiques testés sur les 25 souches isolées chez les humains..60
5.3.2. Profit de résistance aux antibiotiques testés sur les 8 souches de Salmonella isolées chez les
V10 - T USSR 61
La résistance les plus élevées ont été observées pour la co-trimoxazole (75%), I’acide nalidixique
(50%), la ciprofloxacine (50%) et la norfloxacing (50%0). .......cccveiieiiieiiie i 61
5.3.3.Profit de résistance aux antibiotiques testés sur les 4 souches de Salmonella isolées dans

| RS 1014140011 1S 0 011 1| AR 62

XVl


file:///G:/THESE%20HAWA%20SYLLA%20VERSION%20FINALE.docx%23_Toc534498846

5.4, SOUCNES MUILE FESISTANTES ...ttt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e et e eeeeeeaaeanees 62

5.5. Résultats comparatifs de la résistance des souches de Salmonella isolées aux antibiotiques

tESLES SEION 185 trOIS SECLEUIS ....ovviiieiciesiietieie ettt sttt ettt sbenra e s enee e 63
T B T 1oL U] (o] o TSSOSO USRS 64
TSI V=11 T T (o] (oo I USSR 65
8.2, FTBOUENCE ...ttt e bbb b bbbttt r e 65
6.2.1. Données épidémiologiques des souches de Salmonella isolées chez I’Homme................... 65
6.2.2. Isolement de Salmonella chez 185 aNIMAaUX ..........ccooviiriiiiiiiiee e 65
6.2.3. Isolement de Salmonella dans I’environnement .............cccceeiveeireeiieccreesee e 66
6.2.4. Isolement de Salmonella selon 1eurs OrgINES .........cceiiiiiiriiire e, 66
6.3. Résistance aux antibiotiques des souches bactériennes isolées de notre étude .................... 66
7. Conclusion et reCOMMANUALIONS .........eiveiieriiiiiieieee ettt 68
IO o T Tox T 1SS U SRR SPOSPRSTI 81
P |V (oo (o] 1= = Lo [OOSR 81
3. RESUITALS ...ttt ettt e a et er et reereereene e ennens 83
4. GESLION UES UECNELS ...ttt bbbttt bbb e b e e e eneas 83
1.1. La lecture turbinéph@lEMELIIQUE. .........eooui it 85
1.2, La leCture COIOMMELIIQUE .....c.oiieiieieiceie ettt st 85
2. IVHISE BN TOULE ...ttt e st s et e e s e s s e eeeseeebe e teeneenseeseaneenneenseaneenreas 86
3. Procédure d’UtIIISAtION .........ccoiiiiiiiiiiiiee e et e s e e e e e e e et e e e s sae e e e e e snraeeeesnraeeeans 86
3.1. DeSCription dU TOGICIEL .......ccveiiiieieie et re e ste e nre s 86
3.1. REalISAtION A UN @St . eiiiuiieieeiiiiieeseiiie et e e s e e e e e e et e e e st e e e e snne e e e e e nnraeeeesnnnneeans 87
A, AITEL AU IMIINT AT ettt b et b e bbbt e e e e 88
5. GEStION S UOCUMEBNTS .....otieitiitie ittt sttt sttt et et e st e sbeeteeseesbeenbeeneenreas 88
IO o (o] T o L= OSSPSR 90
pZ Y, 1T = USROS 90
3. CONSOMMEADIE........eiiieie ettt e e st e teen e e s teesteeseesreeseaneesneeneeaneenreas 90
N T T | PP RUUP PR 90
6. CONLIOIE dE QUANILE ... et e e e steereesaeenbesaeesre s 91
N 1= 1] o TSSOSO 91
8. RESUIAL.......eieeee e et r e R e e e e e nre e teane e reeteaneenres 91

XVII


file:///G:/THESE%20HAWA%20SYLLA%20VERSION%20FINALE.docx%23_Toc534498860

o T oSSR SPSURSSI 93

=T T RSP SSSS 93
CONAIION 0B STOCKAGE ...ttt bbbt b bbbt 94
Nature de I’EChantillon .........c.uioiiiiiiiiiiii e 94
CoNtrole de QUANITE .....c.eeeee ettt e e e ra e te e e re e aeanaenre s 94
R C T T T: LT g0 U R (] APPSR 94
R C T PSSR 95
MODE OPERATOIRE DE L’EXAMEN CYTOBACTERIOLOGIQUE DES URINES ............ 97
IO o ] oSSR RTOPOSPRSPI 97
< T SO PSPST 97
3. CONSOMMEADIES ...ttt e s e s te e te e s e sbe e teeneesteeseaneesneenteeneenreas 97
5. EaPe Pré& @NAlYIIQUE ......eceieieee ettt et et e e e steente e ne e reeteeneenre s 98
B. ANAIYEIGUE ...ttt ettt et e et e e e et e s be et e e ne et e e teeneeare e teaneeareeteaneenre s 98
7. POSEANAIYEIGUE ...t bbbt b bbbttt 108
O = 1 | PSR UPRRRSTRI 110
B o ] T T USRS PS 110
4. CONSOMIMEDIE ..ottt ettt e bt e s e et et e s beebesbeereeneeneens 111
6.1, ENFEGISIIEIMENT ...ttt b e bbbt 111
7. ELAPE ANAIYTIGUE ...ttt bbbt 111
A TN - [ OO PPRPR SR 113
7.3 LBCIUIE ...ttt h e et e s h e e e bt e e R bt ettt e bt e bt et e et e e nr e e nne e nns 113
T4, ANTIDIOGIAMIMIE. ...ttt bbb bbbttt b e bbbttt 113
7.6. Validation technique/ CritereS de MEPASSE ........erveererueeriiiereeeeie e ee et see st e e 114
8. Etape pOSt @NAIVLIGUE .....ccveiiiieieieciee ettt et et e s 114
8.1. Validation DIOIOGIQUE .......ccvieiie et e s 114
8.3. GESLION UES AECNELS ...ttt sra e sre e e reenne e 114
B4, ATCRIVAGE ...ttt bbb bbbt bbbt bbbttt 115
MODE OPERATOIRE DE L’EXAMEN ....coiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 116
I o 10 Tod T L PSSP RSTRSR 116
3. CONSOMMEADIES ...ttt b ettt et et sbeebeene e re e b e 117
5. ELaPe Pré @NAIYLIQUE ......oeeiiiiieiieeeee bbb 117

XIX



IV o Tor: | 157 L o] o WER PR TR U RR SRR 117

6. ELAPE ANAIVEIGUE ... s 118
6.1. Protocole de I’analySe ........cccuiiiiiiiiiiiiiciec e 118
6.2. Validation technique/ CritereS de rEPASSE ........cveiveeriesiesieeiesieseesieseeseeste e sreesreeeesreeneeens 120
7. Etape POSt @NAIYLIGQUE .....c.eeivieiece ettt raene e 121
1.2 7.1. Validation DIOIOGIGUE .........ccuiiiiiiiiiiiiicieee e 121
7.3, GESLION UES UECNELS ...ttt ettt sreereera e nes 121
7.4, ArChivage deS JONNEES.......ccieie ettt ettt e e be et e s e e steesreeneesreeneans 121

XX



1. INTRODUCTION



1. INTRODUCTION

Salmonella spp sont des bactéries pathogénes & Gram négatif, en forme de batonnet, mobiles
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae. Salmonella enterica sérovar Typhi (S. Typhi) est
responsable de la fiévre typhoide chez I’homme, avec une charge mondiale annuelle d’environ 16
millions de cas, entrainant 600 000 décés (1). Les salmonelloses sont les principales causes des
toxi-infections alimentaires collectives chez I’homme. On estime a 93,8 millions cas de gastro-
entérites dues aux salmonelles (2). Les Salmonelles sont des bactéries qui sont largement
répandues a travers le monde. Elles sont en général considérées comme pathogénes bien que leur
virulence et leur pouvoir pathogene varient énormément (3). La fiévre typhoide (FT) reste encore
aujourd'hui un probleme majeur de santé publique dans les pays en voie de développement
contrairement aux pays industrialisés. Ainsi, dans les pays en développement on note 150 a 1000
cas par an pour 100 000 habitants. En 2002 par exemple, elle a été la cause d'hospitalisation de
408837 cas en Afrique (4). Les salmonelles qui peuvent étre transmises des animaux domestiques
a I'nomme provoquent une gastro-entérite et constituent un probléme sérieux pour l'industrie
alimentaire. Les salmonelles peuvent provoquer une gastro-entérite, une fiévre typhoide, un
avortement et une bactériémie, selon le sérovar et I'hote. (1). La fievre typhoide et paratyphoide
continue d’étre une cause importante de morbidité et de mortalité, en particulier chez les enfants
et les adolescents du centre-sud et de 1’Asie du Sud-est, ou la fievre entérique est associée a un
mauvais assainissement et a des aliments et de I’eau insalubres (5). Il est communément admis
que les animaux peuvent étre des réservoirs de bactéries pathogénes pour I’homme et résistantes
aux antibiotiques. Les voies de contamination de I’homme a partir des animaux par contact direct
ou via la chaine alimentaire sont assez bien documentées. Les effluents hospitaliers peuvent
constituer plusieurs sources de rejet d'éléments pathogenes de I'hdpital. Les effluents domestiques
sont constitués des eaux grises et des eaux « vannes » (6). Les hdtes naturels de Salmonella sont
la population humaine, le bétail, les animaux domestiques, ainsi que les animaux sauvages, y
compris les oiseaux. Dans la mesure ou I'eau est un vecteur d'infection reconnu, les Salmonelles
peuvent étre présentes dans les eaux usees agricoles et domestiques, les eaux douces, y compris
les eaux destinées a la consommation humaine et les eaux souterraines, ainsi que dans les eaux de
mer (3). Le recyclage en agriculture de produits résiduels organiques comme amendement des
sols peut conduire a une contamination des sols par les Salmonella. Par ailleurs, les sols

pourraient étre la source de nouvelles propriétés de virulence et de resistance aux antibiotiques.



Ainsi, l'utilisation d'antibiotiques en agriculture, aquaculture et horticulture exerce une pression
de sélection susceptible d'induire des résistances chez les bactéries pathogéenes (7). Sur le plan
international, on s'inquiete de plus en plus de la résistance aux antimicrobiens, qui est
actuellement estimée a plus de 700 000 déces par an dans le monde. Si aucune mesure appropriee
n'est prise pour arréter ses progrés, AMR coltera environ 10 millions de vies d'ici 2050. Malgré
la menace que représente par 'RAM, I'OMS et le récent rapport O'Neill décrivent des lacunes
importantes dans la surveillance, la méthodologie standard et le partage de données. Le rapport
2014 de I'OMS a identifié I'Afrique est une région sans systeme de surveillance RAM. Ce
manque de données de qualité est problématique, conduisant souvent a des directives de
traitement qui ne sont pas adaptées a la situation locale (8).

Les résultats d’une étude réalisée au Sénégal sur la viande de poulet de chair ont montré que sur
93 souches de Salmonella spp isolée et analysées quant a leur résistance a 16 antibiotiques,
79,56% souches ont été résistantes a un antibiotique ou plus, 15 sérotypes multi résistants (entre
2 et 5 antibiotiques) ont été identifiés (9). Au Mali, selon une étude réalisée au LRM en 2017 a
montré que sur 54 souches de Salmonella isolées, 31,91% étaient résistant a I’acide nalidixique,
20,98% a la tobramycine, 18,51% a 1I’amoxicilline et 13,20% au co-trimoxazole (2). Au Mali, a
I’instar des autres pays d’Afrique les études sur la résistance aux antibiotiques du genre
Salmonella sont peu documentées surtout celles rapportant sur la relation de cette résistance entre
les humains, les animaux et I’environnement. Pour combler cette insuffisance, nous avons
entrepris ce présent travail sur la caractérisation des souches de Salmonella multi résistante

isolées chez les humains, les animaux et dans 1’environnement.



2.0BJECTIFS



2.1.  Objectif géneéral
Etudier les phénotypes de résistances aux antibiotiques des souches de Salmonella spp isolées

chez les humains, les animaux et dans I’environnement au Laboratoire Rodolphe Mérieux.

2.2.  Objectifs spécifiques :
1) Déterminer la fréquence d’isolement des souches de Salmonella spp isolées chez les
humains, les animaux et dans 1’environnement au Laboratoire Rodolphe Mérieux.
2) Déterminer le profil de résistance aux antibiotiques des souches de Salmonella isolées chez
les humains, les animaux et dans I’environnement au Laboratoire Rodolphe Mérieux.

3) Comparer les souches de Salmonella multi résistante issus des trois secteurs.



3. GENERALITES



3. GENERALITES:
3.1. Bactéries:

Micro-organisme unicellulaire le plus souvent dépourvu de chlorophylle, visible seulement au
microscope, se reproduisant par scissiparité et dont les deux principales formes sont les
microcoques et les bacilles qui vivent dans tous les types d'habitats connus (10).

3.2. Les entérobactéries :

Ce sont Bacilles Gram (-), de dimension moyenne (coccobacille, souvent polymorphe), Oxydase
négative, catalase positive (rares exceptions), non exigeants (culture facile), immobiles ou
mobiles par ciliature péritriche (tres rares exceptions : Plesiomonas, ciliature polaire), fermente le
glucose (avec ou sans production de gaz), aéro-anaérobies facultatifs (capables de pousser en
présence ou en absence de dioxygene), nitrate réductase (+) (capables de réduire les nitrates en
nitrites), non sporulés et certains sont thermo dépendants et ne poussent pas a 37°C tels que

Hafnia alvei, Yersinia enterolitica... (11) .

Structure :

Flagella (H antigen)
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— D saccharide
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Peptidoglycan
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S Pili

Figure 1: Structure antigénique de la paroi des Enterobacteriaceae (12) .
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La naissance de la famille des entérobactéries se situe dans les années 1937 lorsque Otto Rahn
proposa le genre entérobacter pour regrouper des micro-organismes présentant des proprietés
biochimiques et morphologiques communes et parmi lesquelles on trouvait deja des noms tels

que Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Serratia, ou Shigella (12).

Les entérobactéries sont une famille trés hétérogene pour ce qui est de leur pathogénie et de leur
écologie. Les espéces qui composent cette famille sont en effet soit parasites (Shigella, Yersinia
pestis), soit commensales (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella sp), soit encore
saprophytes (Serratia sp, Enterobacter sp) (13). Cette famille est hétérogéne car elle se compose
d'environ 30 genres de bactéries et de plus de 100 espéces. Cependant, tous ces germes ont en
commun leur localisation préférentielle au niveau du systeme digestif. Certains faisant d'ailleurs
partie de la flore normale bien qu'ils soient également présents dans l'environnement. Les
entérobactéries constituent plus de 80% des germes isolés en laboratoire : Escherichia,
Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, Morganella et Yersinia sont les
batonnets les plus souvent retrouvés. Les entérobactéries sont largement retrouvees sur les plantes
et dans le sol, I’eau et le tube digestif de ’homme et des animaux d’ou leur nom. Ce caractere
ubiquitaire n’est cependant pas général puis que quelques especes occupent des niches
écologiques précises. Par exemple, salmonella typhi responsable de la fiévre typhoide, n’est

retrouvée que chez I’homme (12).

Les entérobactéries sont responsables de deux grands types de manifestations pathologiques :
pathologie spécifique telle la fiévre typhoide avec Salmonella Typhi ou d’une pathologie
opportuniste notamment dans le cadre d’infections nosocomiales. Les espéces les plus
communément isolées en bactériologie clinique appartiennent aux genres Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella,
Serratia, Shigella, yersinia. D’autre genres peuvent étre isolés rarement ou exceptionnellement
chez I’homme: Cedencea, Ewingella, Erwinia, Kluyvera, Leclercia, Leminorella, Pantoea

,Rahnella, Tatumella, Yokenella (14).



Tableau I: Entérobactéries colonisant habituellement I’homme et responsables d’infections (16).

Citrobacter freundii ; Hafnia alvei Serratia marcescens
Citrobacter (diversus) koseri | Klebsiella pneumoniae Serratia liquefaciens
Citrobacter amalonaticus Klebsiella oxytoca Shigella dysenteriae (groupe
Edwardsiella tarda Klebsiella ozaenae A)

Enterobacter aerogenes Morganella morganii subsp. | Shigella flexneri (groupe B)
Enterobacter cloacae morganii Shigella boydii (groupe C)
Groupe Enterobacter Proteus mirabilis Shigella sonnei (groupe D)
agglomerans Proteus vulgaris Yersinia pestis

Enterobacter gergoviae Proteus penneri Yersinia enterocolitica
Enterobacter sakazakii Providencia rettgeri Yersinia subsp. enterocolitica
Enterobacter amnigenus Providencia stuartii Yersinia intermedia
Enterobacter Salmonella, tous les sérotypes | Yersinia seudotuberculosis
(cancerogenous) taylorae

Escherichia coli

La sensibilité des entérobactéries aux antibiotiques est variable en fonction de I’espece
(résistance naturelle) et de la souche (résistance acquise). La résistance peut toucher toutes les
familles d’antibiotiques habituellement actives sur les entérobactéries. Elle résulte de quatre
mécanismes: imperméabilité, efflux, modification de la cible de I’antibiotique (PLP), production

d’enzyme (15).

Les entérobactéries ont une résistance naturelle aux antibiotiques suivants : pénicilline G,
oxacilline, MLS, acide fusidique, glycopeptides, oxazolidinones. Les entérobactéries ont une
sensibilité naturelle aux antibiotiques suivants: R-lactamines, aminosides, quinolones, sulfamides,
tétracyclines, chloramphénicol, colistine et fosfomycine (16). Depuis le début des années 60,
nous assistons a une augmentation du nombre de bactéries résistantes aux antibiotiques, surtout
en milieu hospitalier, et a I'émergence de nouvelles résistances. Il s'agit d'un probléme de santé
publique extrémement préoccupant, dont aucun pays du monde n’est épargné, bien que les

souches résistantes soient souvent différentes d'un pays a l'autre(17).



3.3. Salmonella
3.3.1. Définition

Les salmonelles possédent les caracteres de définition des entérobactéries, présent dans 1’intestin
animal et humain, dont le pouvoir pathogéne spécifique (typhoide), ou non spécifique (infections
digestives). Elles provoquent chez I'espéce humaine des maladies telles que la fievre typhoide, la
fievre paratyphoide appelé salmonellose majeure ; elle aussi une des principales causes de toxi-

infection alimentaire collective (TIAC) appelé salmonellose mineure.
3.3.2. Historique

La fievre typhoide, la plus grave des salmonelloses humaines, a constitué un modeéle dans 1’étude
des maladies infectieuses. En 1813 par Petit et Serres, Bretonneau, elle fut individualisée avant
1’¢ére bactériologique sur la base des signes cliniques et des 1ésions ulcéreuses de 1’intestin(2). En
1820, cette maladie a été décrite par Bretonneau qui 1’appelait dothiénentherie (18). En 1868,
Pettenkoffer mit en évidence le role de 1’eau de boisson dans sa dissémination. En 1880, Eberth
observa le bacille de la typhoide dans des coupes de rate et de ganglion lymphatique. En 1984,
Gaffky réalise la premiére culture du bacille (Salmonella Typhi) et le genre est découvert par
Théobald SMITH. Depuis, de nombreuses bactéries biochimiquement comparables au bacille
d’Eberth, mais associé¢es a des diarrhées fébriles ont été inventoriées. En 1896, Widal ayant eu
I’idée d’agglutiner des souches de bacille typhique avec le sérum de malades atteints de typhoide,
découvre la diversité antigénique de ces bacilles(2). En 1900, le nom de Salmonella a été donné
par Lignieres a ce groupe bactérien. Ce nom fut choisi en ’honneur de Daniel ElImer Salmon
vétérinaire américain dont la contribution a 1’étude de ses bactéries fut majeure(18). En 1918,
I’¢tude séparée des antigénes somatiques O, flagellaires H, et de capsulaire (Vi) date des travaux
de Weil, Félix, et Mitzemacher(2). En 1930, Kaufman et White proposent une classification des
bactéries basee sur les caractéres antigéniques O et H. En 1935, Reilly, montre le r6le du systeme
nerveux neurovégeétatif dans la pathogénie de la fievre typhoide. En 1947, découverte du
Chloramphénicol (a partir de Streptomyces venezuelae) par Waksman et ses applications

thérapeutiques dans les Salmonelloses (18).
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3.3.3. Taxonomie et Nomenclature

Les salmonelles ont été nommées ainsi en I'honneur du vétérinaire américain Daniel Elmer
Salmon (1850-1914) méme si I'nomme qui a découvert le genre était Théobald Smith, qui

travailla sous la direction de Salmon au Bureau of Animal Industry (BAI) dés 1884.

D'aprés les travaux récents de taxonomie, en particulier par hybridation de I'ADN, le genre
Salmonella comporte deux especes (bongori et enterica), la principale (longtemps considérée
comme la seule), Salmonella enterica comprend six sous-especes, dont la plus fréquente est
Salmonella enterica subspecies enterica, elles-mémes divisées en de nombreux seérovars:
Enteritidis, Derby, Hadar, Infantis, Paratyphi, Typhi, Typhimurium, Virchow, etc. Actuellement
plus de 2600 sérovars (ou sérotypes) sont décrits (19). Les hybridations ADN-ADN ont
démontré que toutes les souches de salmonelles appartenaient a deux especes : Salmonella
enterica ou Salmonella choleraesuis (la plus fréequente), Salmonella bongori (trés rare).
Salmonella enterica subspecies Enterica présente 99% des souches de Salmonella isolées chez

I’homme. L’espéce Salmonella enterica est subdivisée en six sous-especes :

I, Salmonella enterica subspecies enterica.

I1, Salmonella enterica subspecies salamae.

I11a, Salmonella enterica subspecies arizonae.
I11b, Salmonella enterica subspecies diarizonae.
V, Salmonella enterica subspecies houtenae.

VI, Salmonella enterica subspecies indica.

Chacune de ces sous-espéces se divise en sérotypes (ou sérovars) définis par les antigenes O
(LPS), H (flagelle) et Vi (capsule). Les sérotypes les plus anciens désignés par la nature de leur
pouvoir pathogéne (exemples: Salmonella Typhi, Salmonella Enteritidis etc.), les sérotypes les
plus récemment reconnus sont désignés par le nom du lieu géographique ou ils ont été isoles
(exemples: Salmonella Dublin, Salmonella Panama, Salmonella Wien etc la sous-espéce
Salmonella enterica subspecies enterica représente la tres grande majorité des souches isolées
chez I’homme et les animaux a sang chaud; les autres sous-especes étant rencontrées
principalement chez les animaux a sang froid. Au sein de cette sous-espece plus de 1400 sérovars

sont individualisés. Quatre de ces sérovars correspondent au Salmonelles dites « majeurs » »
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strictement humains (Typhi, Paratyphi A, et Paratyphi C) responsables des fiévres typhoides et
paratyphoides. Les autres sont d’origine animale, pouvant se retrouver dans la flore digestive de
I’homme en portage asymptomatique ou étre responsables de diarrhées bénignes en 1’absence de
facteur prédisposant a I’infection systémique (immunodépression, drépanocytose, etc.). La
plupart de ces sérovars «mineurs)> sont désignés par des noms géographiques (Wien, Dublin,

etc.)(14).

Au sein de 2 especes, Salmonella bongori et Salmonella enterica, on a identifié jusqu’a présent
plus de 2500 sérotypes ou sérovars différents. Ce sont des bactéries omniprésentes et résistantes,
qui peuvent survivre pendant plusieurs semaines dans un environnement sec et plusieurs mois
dans I’eau. Bien que tous les sérotypes puissent étre pathogénes pour 1’étre humain, quelques-uns
d’entre eux sont spécifiques et adaptés a une seule ou a quelques especes animales seulement, par
exemple Salmonella enterica sérotype Dublin chez les bovins et Salmonella enterica sérotype
Cholerasuis chez le porc. Lorsque ces sérotypes particuliers provoquent une affection chez 1’étre
humain, elle prend souvent un caractere invasif et peut mettre la vie du sujet en danger. On
retrouve cependant la plupart des sérotypes dans une grande variété d’hotes. En général, ces
sérotypes provoquent des gastro-entérites le plus souvent sans complications et ne nécessitant
aucun traitement, mais la maladie peut étre grave chez les plus jeunes, les personnes agées et les
patients dont les défenses immunitaires sont affaiblies. On trouve dans ce groupe Salmonella
enterica sérotype Enteritidis et Salmonella enterica sérotype Typhimurium, les 2 principaux
sérotypes de salmonellose transmise de 1’animal a I’lhomme dans la plupart des régions du monde
(20). A l'exception de quelques sérovars ayant acquis une spécificité d'espece, il faut considérer
tous les sérovars comme potentiellement dangereux. Les salmonelloses sont classées en deux
catégories : -les fievres typhoides et paratyphoides dues a des sérovars strictement humains, S.
Typhi, Paratyphi A. -les toxi-infections alimentaires et gastro-entérites du nourrisson, dues a des
sérovars ubiquitaires, donc pouvant transiter chez I'nomme et I'animal. Les aliments incriminés
sont les viandes et les produits camés, volailles et produits dérivés, ceufs et ovo produits(9). Afin
de simplifier la dénomination des sérovars de Salmonelle, il est usuel de juxtaposer le nom du
sérovar a celui du genre Salmonella. Nous dirons donc «Salmonella Typhi»> pour «Salmonella

enterica subspecies Enterica sérovar Typhi»>(14).
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3.3.4. Habitat

L'habitat naturel des espéces se trouve normalement dans les intestins de tout type d'animal
homéotherme (y compris les humains) (21). Quelques sérovars sont spécifiquement humains:
Typhi et Paratyphi, et dautres ne se rencontrent que chez l'animal (22). De méme, les
Salmonelles peuvent se retrouver sur des poissons plus tres frais. Dans la majorité des cas, un
défaut dans la chaine du froid est a mettre en cause (23). Les Salmonelles peuvent survivre
plusieurs semaines en milieu sec et plusieurs mois dans l'eau. Elles se retrouvent donc
fréguemment dans les milieux aquatiques pollues, la contamination par les excréments d'animaux
porteurs étant trés importante. Les vertébrés aquatiques, notamment les oiseaux (Anatidés) et les
reptiles (Chéloniens) sont d'importants vecteurs de salmonelles. Les volailles, les bovins et les
ovins étant des animaux fréquemment contaminants, les salmonelles peuvent se retrouver dans
les aliments, notamment les viandes, le lait ou les ceufs (19). Elles peuvent étre disséminées dans
I’environnement par les excréta. Elles ne peuvent pas s’y multiplier de maniére significative mais
peuvent survivre dans le sol pendant plusieurs semaines, voire plusieurs mois si les conditions de
température, de pH et d’humidité sont favorables (18). Salmonella enterica (cause d’intoxication
alimentaire commune) est 1’'une des bactéries plus importantes trouvées sur les mouches. Une
équipe de chercheurs des Etats-Unis, du Singapour, du Brésil et d’Allemagne ont montré que les
mouches domestiques et les mouches bleues peuvent transporter une variété bien plus large de
bactéries. Une des découvertes clés, c’est que les mouches contaminent principalement par
contact avec une surface. Des centaines d’espéces de bactéries retrouvées sur les mouches,
certaines de ces bactéries sont connues pour transmettre des maladies a I’homme, notamment des
infections nosocomiales (attrapées dans des établissements de santé), ou en contaminant des
denrées (24).

3.3.5. Pouvoir pathogéne :

Les caractéristiques essentielles de la pathogenie des Salmonelles sont leur capacité a entrer dans
les cellules-hdtes et y demeurer comme parasite intracellulaire facultatif (25). Les germes
pénétrent, méme en nombre restreint, par voie digestive et aprés une incubation assez longue
(Jusqu'a 3 semaines) traversent la muqueuse intestinale et envahissent le tissu lymphoide
intestinal (plaques de Peyer). De la, le germe passe dans les ganglions lymphatiques
mésentériques puis dans la lymphe et enfin dans la circulation sanguine, ce qui détermine un état

bactériémique (19). Les symptbmes apparaissent environ 24 - 48 h apres digestion de l'aliment
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contaminé et se traduisent par des nausées, des vomissements, des maux de téte et des diarrhées
(22). La bactériémie avec sepsis n'est pas une complication accidentelle mais s'inscrit dans
I'évolution normale de la maladie. Par ailleurs, les plaques de Peyer peuvent s'ulcérer et entrainer
une perforation intestinale et une péritonite. Le malade guéri peut rester porteur de germes
pendant des mois ou des années, les bactéries persistant surtout dans les voies biliaires. La
libération d'endotoxine joue un réle important dans la pathogénie de la maladie, d'ou le danger de
I'administration d'une forte dose d'antibiotique qui risque de provoquer une lyse massive des
bactéries (19). Les fiévres typhoides et paratyphoides, maladies trés séveres qui s'accompagnent
dans 90% des cas d'une hospitalisation des patients, dues a des sérovars strictement humains :
Salmonella typhi, S. paratyphi A. et, a un degré moindre, S. paratyphi B. Les Salmonelles
hébergent fréquemment des plasmides porteurs de facteurs de résistance aux antibiotiques (22). Il
est différent pour les Salmonelles majeures (que I’on ne trouve que chez I’homme) et les
Salmonelles mineures (ubiquistes). Salmonella majeures (Salmonella Typhi, S. Paratyphi A, S.
Paratyphi B, S. Paratyphi C) respectivement responsables des fiévres typhoides et
paratyphoidiques. La transmission se fait par les selles des malades. Apreés infection,
I’hémoculture devient positive avant la coproculture (passage dans le sang, puis retour dans
I’intestin gréle). Les Salmonelles mineures, sont responsables de gastroentérites (bactéries
entéropathogenes invasives). Ces germes sont portés par ’homme et 1’animal. Les salmonelles
mineures sont impliquées dans 30 a 60 % des infections alimentaires. Un manque d’hygiéne est

trés souvent a 1’origine de la transmission (26).
3.3.6. Virulence :

Elle dépend des souches et des conditions. Des Salmonelles dites «hyper virulentes», sources
potentielles de maladies émergentes ont été observées en 2011-2012 en Californie (Santa
Barbara) sur des animaux délevage. Ce sont des souches particulierement résistantes, a
propagation inhabituellement rapide, résistantes aux vaccins existants (en 2012) et qui entrent
dans l'organisme et deviennent inhabituellement virulentes, puis reprennent un comportement
plus normal quand elles retournent dans I'environnement, ou elles sont alors moins détectables
(19).
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3.3.7. Caractéres bactériologiques :

Le genre Salmonella posséde des caracteres généraux, des caractéres différentiels intrinseques et
une paroi identique a celle des Entérobactéries dont une partie comportant essentiellement les

Lipopolysacharides, les antigenes flagellaires et le peptidoglycane.
3.3.7.1. Structure :

Structure de Salmonella spp

7 ] Membrane
ol Paroi plasmidique

Figure 2: Coupe de Salmonelle (26).

3.3.7.2.  Morphologie et Coloration :
En microscopie optique, elles apparaissent comme des batonnets a Gram négatif de 0,3 um a 1
um de large et longs de 1 a 6 um, mobiles grace a une ciliature péritriche (a I'exception du
sérovar Gallinarum-Pullorum). Les salmonelles sont des bactéries mésophiles se développant a
des températures comprises entre 5,2°C et 47°C et de maniére optimale entre 35 et 37°C, a des
pH compris entre 4,5 et 9, avec une activité en eau supérieur a 0,93 (27).(voir figure 3et 4)
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Figure 3: Salmonella Typhimurium, en rouge, sur une culture de cellules
humaines observée au microscope électronique [29].

Figure 4 : Salmonella Typhi en microscope optique [30].

3.3.7.3.  Caractére antigénique :

Comme toutes les entérobactéries, les Salmonelles possédent potentiellement trois types
d’antigénes présentant un intérét diagnostic : les antigenes somatiques (Ag O), les antigénes
flagellaires (Ag H) et les antigénes de surface ou de virulence (Ag Vi).

- Antigene somatique (Ag O) :

L'antigene O est un antigéne de la paroi. lls sont portés par les chaines spécifiques du
lipopolysaccharide (LPS) et posséde des propriétés immunisantes. C’est un complexe contenant
une protéine, un polysaccharide et un composé phospholipidique. On distingue 67groupes O dont
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des antigenes O majeurs et des antigenes O mineurs selon la nature des sucres entrant dans la
constitution des unités oligosaccharidiques du polysaccharide. Les antigénes O sont formés d'une
fraction lipidique appelée lipide A qui est responsable des effets toxiques de la partie basale et du
polysaccharide (support de la spécificité). L'antigéne somatique est stable; il résiste a l'alcool et
au phénol pendant deux heures et demie a la température de 100°C(28). La délétion par mutation

de I’antigéne O entraine une perte partielle ou totale du pouvoir pathogeéne.
- Antigeéne flagellaire (Ag H) :

Cest un polymére de flagelline (protéine de structure des flagelles). Cet antigéne est
thermolabile, détruit par la chaleur a 100°C, par l'action de l'alcool et par les ferments
protéolytiques. 1l résiste au formol et perd son agglutinabilité par les anticorps en présence
d'alcool et d'acide phénique. Son développement optimum s'obtient sur les milieux liquides apres
un séjour de 8 heures a 37°C (Dumas, 1958). La grande majorité des sérovars possédent deux
systéemes génétiques et peut exprimer alternativement deux spécificités différentes pour leur
antigene flagellaire. On dit que les antigénes flagellaires de Salmonella sont diphasiques(28). Les
flagelles existent alors sous deux formes antigéniques qualifiées de phase 1 et de phase 2. Pour
une cellule bactérienne donnée, un seul des deux genes s’exprime et les flagelles seront soit en

phase 1 soit en phase 2 (2).
- Antigene de virulence (Ag Vi) :

C'est un antigene de I'enveloppe, il a été identifié chez trois types de sérovars: Typhi, Paratyphi C
et Dublin mais toutes les souches de ces sérovars ne possédent pas forcement cet antigene. Cet
antigéne est considéré comme un antigéne de surface, il est distinct de lI'antigene somatique et de
I'antigéne flagellaire. L'antigene Vi rend les germes inagglutinables par les anticorps O quand il
est abondant. Il ne se développe pas si les cultures sont effectuées au-dessous de 25°C et au-
dessus de 40°C. Un chauffage a 100°C pendant dix minutes le détruit et les germes deviennent
agglutinables par les anticorps O. Il est de nature glucidolipidopolypeptidique. A cété de ces
antigenes il existe dans le genre Salmonella, des structures protéiques de surface: les pilis qui se
différencient en pilis communs (intervenant dans I'némagglutination mannose dépendante) et en
pilis sexuels (intervenant dans la conjugaison bactérienne) et dont la présence est codée par des
plasmides(28). Les formules antigéniques complétes de toute les Salmonelles sont répertoriées

dans le schéma de Kaufmann-White....
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Tableau I1: Formules antigeniques des sérotypes de salmonella les plus frequents (31).

Groupe Nom usuel Antigénes O Antigénes H
Phase 1 Phase 2

B Paratyphi B 1,4,1[5], 12 b 1,2
Wien 14,12, 27 I, w
Stanley 1,4, [5], 12, 27 d 1,2
Duisburg 1,4,12, 27 d e, n, z15
Saintpaul 1,4, [5], 12, 27 e, h 1,2
Reading 1,4, [5], 12 e, h 1,5
Chester 1,4, [5], 12 e, h e, n, X
Derby 1,4, [5], 12 f,g [1, 2]
Agona 1,4,12 f, 0,8 -
Typhimurium 1,4, [5], 12 i 1,2
Brandenburg 1,4, 5], 12 I,V e, n, z15
Heildelberg 1,4,12 r 1,2
Coeln 4,1[5], 12 y 1,2
Essen 4,12 g, m -
Abortusovis C 1,6

C1l Paratyphi C 6, 7 [Vi] c 15
Choleraesuis 6,7 C 1,5
Isangi 6,7 d 1,5
Livingstone 6,7 d I, w
Eimsbuttel 6,7, 14 d 1w
Montevideo 6,7 g,m,s -
Oranienburg 6,7 m, t -
Thompson 6,7 k 1,5
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Infantis 6,7 r 15
C2 Muenchen 6,8 d
Manhattan 6, 8 d
Newport 6, 8 e, h
Blockley 6,8 k
Lichtfild 6,8 I, v
Bovismorbificans 6,8 r
D Typhi 9,12 [Vi] d -
Enteretidis 1,912 g, m -
Dublin 1,9,12 g p }
Gallinarum 1,9, 12 - -
(volailles) 19 12 v 15
Panama [9], 46 d 1,7
Strasbourg
El Muenster 3,10 e, h 1,5
Anatum 3,10 e, h 1,6
Meleagridi 3,10 e, h I, w
London 3,10 l, v 1,6
Give 3, 10, [15] I, v 1,7
E4 Senftenberg 1,3,19 g, [s], t -
G Kedougou 1,13, 23 i I, w
Worthington 1,13, 23 z 1,5
A Paratyphi All 212 a -

(Afrique, Asie)
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3.3.5.3. Caractéres biochimiques :
Ce sont bacilles a Gram négatifs, mobiles (ciliature péritriche), aéro-anaérobies facultatifs,
oxydase (-), nitrate réductase (+), fermentative du glucose, lactose (-), H2S (+), uréase (-),
tryptophane désaminase (+), utilisant la voie des acides mixtes , indole(-), ne possédant pas la
béta-galactosidase, a forte contagiosité, responsables de gastro-entérites, toxi-infections
alimentaires et des fievres typhoide et paratyphoide (S. typhi et S. paratyphi) (29). Les deux
especes du genre Salmonella peuvent étre différenciées par leurs caractéres biochimiques :

Salmonella bongori ne fermente pas le sorbitol et pousse sur un milieu contenant du KCN
(Cyanure de potassium), contrairement a Salmonella enterica.

Tableau I11: Les six sous-espéces de ’espéce Salmonella enterica peuvent également étre
identifiées par leurs caractéres biochimiques (31).

Salmonella enterica sous-espéce

Homme
Habitat animau | Animaux a sang froid environnement

X a sang

chaud S.bong
Caractéres enterica | salama | arizona | Diarizona | Houteana | Indica | ori
Biochimiques e e e e
ONPG - - + + - D +
Gélatinase - + + + + + -
b- . D d - + - D -
glucuronidae
a-glute}myl D N ] N N N N
transférase
Culture sur
KCN ] ] ] ] ¥ ] ¥
Dulcitol
(fermentation | + + - - - D +
)
Malonate - + + + - - -
Galacturonate | - + - + + + +
L(+) Tartrate |+ - - - - - -
Salicine - - - - + - -
Sorbitol + + + + + + -
Lyse par le N N ] N i N N
phage O1
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D : variable selon les souches.

3.3.5.4. Caractéres culturaux :
L’isolement et la caractérisation des salmonelles se fait en 4 étapes pré-enrichissement (afin de
revivifier les souches), enrichissement sur milieu sélectif (afin de favoriser la multiplication des
salmonelles au détriment de la flore compétitrice), isolement en boite de Pétri sur milieu sélectif
et enfin identification sur gélose triple sucre. La méthode est adaptée en fonction de la matrice a
examiner (aliment, échantillon environnemental, etc.) et fait ’objet de normes en constante

évolution (30).

- Les milieux de pré-enrichissement :
Des études ont montré 1'utilité d’un pré-enrichissement de 1’échantillon de 18 a 24 heures et
I’inoculation ultérieure dans un bouillon d’enrichissement rappaport-vassiliadis. L’eau peptonnée
tamponnée est le milieu de choix ou le bouillon universel pour ce pré-enrichissement. Il a été
démontré que le pré-enrichissement était important pour la culture d'échantillons secs,
d'échantillons dans lesquels les salmonelles sont potentiellement endommagées, d'échantillons
ayant peut-étre déja été désinfectés, et d'échantillons fécaux et environnementaux dans lesquels
un faible nombre de salmonelles est largement inférieur a celui d'autres bactéries entériques. Le
pré-enrichissement permet aux salmonelles (faible nombre) de se multiplier ou de les revivifier
suite a un traitement au froid, a la chaleur, ou a une exposition aux biocides ou une dessiccation
(32).
- Les milieux d’enrichissements :

Les milieux d’enrichissement sont des milieux liquides ou gélosés semi-solides qui contiennent
des additifs qui permettent sélectivement la croissance de salmonelles alors que la croissance des
autres bactéries est inhibée. Néanmoins, certains peuvent étre toxiques pour certains sérovars de
Salmonella, comme par exemple, le sélénite qui inhibe S. Choleraesuis ou le vert brillant qui est
toxique pour beaucoup de souches de S. Dublin. Des températures élevées ont aussi été utilisées
pour augmenter la sélectivité du milieu d’enrichissement, et une température de 43°C est utilisée
dans certains laboratoires, bien que cela puisse étre inhibiteur avec certains milieux, par exemple,
le tétrathionate et le Rappaport-Vassiliadis inhibe les souches sensibles a la température,
particulierement S. Dublin, et une température de 41,5°C est maintenant recommandée pour

I’incubation du bouillon Rappaport-Vassiliadis. L’enrichissement sélectif par mobilité peut étre
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aussi utilis¢é pour augmenter la sensibilité d’isolement de Salmonella et un milieu
d’enrichissement semi-solide comme par exemple le milieu Rappaport-Vassiliadis semi-solide ou
le Diagnostic Semi-Solide Salmonella medium (DIASALM), peut permettre une sensibilité plus
grande .La formulation du milieu, la température, le temps d’incubation et le volume des
échantillons utilisés pour ensemencer le milieu peuvent concourir a améliorer le taux d’isolement
et ces parametres doivent toujours étre pris en compte. Des exemples de milieu sélectif
d’enrichissement sont le tétrathionate de sodium comme le bouillon Muller-Kauffman, le sélénite
F, la sélénite cystéine, le bouillon vert brillant et les bouillons Rappaport-Vassiliadis ou le milieu
Rappaport-Vassiliadis semi-solide. Du ferrioxamine E peut aussi étre ajouté aux milieux sélectifs
pour améliorer 1’isolement de Salmonella a partir de fer ou d’échantillons peu nutritifs tels que
les ceufs, I’eau ou le sol (2).

- Les milieux d’isolement :

Il existe des géloses sélectives solides qui permettent la croissance différentielle a des degrés
variables. Ils inhibent la croissance des autres bactéries que Salmonella et donnent des
informations sur les principales caractéristiques biochimiques différentielles habituellement
I’absence de fermentation du lactose et la production de sulfure d’hydrogene (H,S). Les résultats
sont lus apreés 24 et 48 h d’incubation a 37°C. Les milieux d’isolement les plus utilisés sont le

milieu Salmonella-Shigella (SS), le milieu Hecktoen, Ramback, etc.
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Tableau IV : Aspects des colonies et

Salmonella (12).

caractéristiques des milieux utilises pour isolement de

Milieux NBG Rambach | Frigals SS DCLS Hektoen XLT4
Ki

Sucre - Propylene | Lactose | Lactose | Lactose Lactose Lactose
fermentés

glycol Saccharose | Saccharose | Saccharose
ou
substrats Salicine xylose
métabolis
és
Aspect Verdatres Rouges Bleu- Incolor | Incolore, Vert- Noir  avec
des Translucides | fuchsia vert e légerement | bleuatre, centre noir
colonies Centre noir | (Sauf (centre | rosées centre noir | sur fond
(24h Typhi et noir) violet
37°C) Paratyphi

1-3mm incolores

0.5-2mm | 2-3mm | 1-2mm | 0.5-2mm 2-3mm 2mm
Diamétres
Détection | + - - + - + +
productio
n H2S
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Figure 5 : Colonies noires bactériennes de I'espece Salmonella sur gélose
Salmonella-Shigella (gélose SS) (32).

Figure 6 : Les colonies de salmonella sur la gélose Hektoen (32).

3.3.6. Diagnostic biologique :

3.3.6.1.Diagnostic direct :
Il se repose sur I’isolement et I’identification de I'agent pathogene. L'isolement se fait soit a partir
du sang (hémoculture) pour les salmonelloses donnant une phase septicémique, soit a partir des
selles (coproculture). Cela permet sa caractérisation précise pour une enquéte épidémiologique et

I’étude de sa sensibilité aux antibiotiques.
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3.3.6.2.Diagnostic indirect
Le sérodiagnostic de Widal et Félix n'est utile que pour le diagnostic tardif des fiévres typhoides
et paratyphoides. Diagnostic indirect par recherche dans le sérum du patient des agglutinines
correspondant a la bactérie en cause. Cette recherche est habituellement limitée au diagnostic des
fievres typho-paratyphoidiques. Le titre des agglutinines O et H, leur coexistence et leur
évolution permettent d'établir un diagnostic de probabilité; seul I'isolement de la bactérie autorise

un diagnostic de certitude.
- Principe et réalisation

Il s'agit de rechercher dans le sérum des malades les agglutinines correspondant aux antigénes
somatiques O et aux antigenes flagellaires H de Salmonella Typhi et des Salmonella Paratyphi A,
B et C. Pour cela on utilise des suspensions antigéeniques TO, TH, AO, AH, BO, BH, CO, et CH.
Ces suspensions antigéniques sont constituées de bactéries tuées, traitées soit par 1’alcool qui
détruit les antigénes H, soit par le formol qui détruit les antigénes O. Dans une série de tubes,
chaque suspension antigénique est mise en présence de dilutions croissantes du sérum du malade,

pour determiner le titre des agglutinines.
- Résultats normaux

Les agglutinines O apparaissent vers le 8¢ jour de la maladie et les agglutinines H vers les 10-12¢
jours. A la période d'état, il y a simultanément des agglutinines O et H. Le titre de ces dernieres
est plus élevée (par exemple TO = 1/200 TH = 1/800). Les agglutinines O disparaissent
normalement en 2 a 3 mois. Les agglutinines H persistent plusieurs années apres une infection ou
une vaccination anti-typhoidique. Seule la présence d'agglutinines O témoigne d'une infection

récente.

Une fievre peut parfois s'observer chez un vaccing, dans ce cas il y a présence d'agglutinines TH,
AH, BH et d'agglutinines O. Il n'y a pas de relation entre le titre des agglutinines et la gravité de

la maladie.
- Résultats faussement positifs

La présence d'agglutinines TO seules peut étre due a une infection par une Salmonella ayant un
antigéne O commun avec S. Typhi, mais des antigénes H différents. Il s'agit le plus souvent de S.
Enteritidis. De méme la présence d'agglutinines BO seules peut étre due a une infection a S.
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Typhimurium, par exemple. Certaines souches de Yersinia pseudotuberculosis, a cause de
communautés antigéniques peuvent donner une agglutination avec BO (pour le type 11) ou avec
TO (pour le type 1V). Des réactions faussement positives peuvent étre observées au cours de
certaines maladies : Paludisme, typhus exanthématique, dysglobulinémies (myélomes,

collagenoses, cirrhoses) et infections diverses par des Entérobacteéries.

- Résultats faussement négatifs
Le sérodiagnostic de Widal est négatif pendant le premier septénaire de la maladie. Un
traitement précoce par des antibiotiques ou des corticoides peut empécher I'élévation du taux
des anticorps. Un résultat négatif ne veut pas dire absence de fiévres typhoides ou
paratyphoides.
3.3.7. TRAITEMENT :

Les antibiotiques utilisés contre les salmonelles pour le traitement des fievres typhoides :
thiamphénicol, ampicilline, triméthoprime-sulfaméthoxasole par voie orale. Ceftrioxone et

fluoroquinolones ont une excellente activité et réduisent le temps de traitement.

3.3.7.1.Curatif :

-phénicolés, amoxicilline, cotrimoxazol : 15 jours
-ceftriaxone 75 mg/Kg sans dépasser 4g : 5-10 jours
-fluorogquinolone= Ofloxacine 200mg x 2/jours, ou
Ciprofloxacine 500mg x 2/jours
-azitromycine 500mg/jour en une prise
-Corticoides 1mg/Kg/jour + ATB (si forme compliquees)
- Le choix de I’antibiotique doit étre déterminé par un antibiogramme.

3.3.7.2. Préventif :
Les salmonelles sont des pathogeénes zoonotiques alimentaires majeurs, que [’homme
acquiere a partir d’une multitude de réservoirs, animaux principalement, et par différentes
voies de transmission. Le contréle et la lutte contre ces infections ont fait 1’objet de nombreux

efforts, Il existe ainsi des mesures de contrdle et de prévention potentielles a chaque point de
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la chaine alimentaire. Il consiste a agir de fagon coordonnée a toutes les étapes de la
transmission des salmonelles, de la fourche a la fourchette. Cela suppose 1’implication de
I’ensemble des acteurs, institutions nationales voire supra-nationales (Commission
Européenne), professionnels (éleveurs, abatteurs, industrie agro-alimentaire, distributeurs),
mais également consommateurs, et la mise en place d’une réglementation adaptée.

Actuellement, deux (2) vaccins sont disponibles pour la prévention de la fiévre typhoide. Le
vaccin Ty21la est un vaccin oral vivant atténué et qui est disponible sous forme de capsule,
buvable et son utilisation est autorisée aux Etats-Unis pour les enfants de 6 ans et moins et
pour les enfants de 2 ans et moins. Et 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 Sanofi Pasteur distribué sous le
nom commercial de Typhim- Vi (MC). Chaque dose unitaire contient 0,5ug de
polysaccharide qui induit une réponse immunitaire humorale et confére une protection contre
I’infection. Des essais cas- témoin ont démontré que la réponse sérologique au vaccin était
corrélée a I’efficacité de la protection. La dose administrée est la méme pour les adultes et les
enfants. Le fabricant ne recommande pas ce vaccin pour les enfants de moins de deux ans.
L’efficacité du vaccin anti-Vi par voie parentérale a récemment été confirmée chez les jeunes
enfants et la protection des voisins non vaccinés des vaccinés contre Vi a été démontrée. La
posologie recommandée pour le vaccin Typhim- Vi consiste en une dose unique de 0.5ml
injectée par voie intramusculaire. Le Ty21a et le vaccin parentéral contre le Vi repose sur
I’antigéne de S. Typhi Vi (tableau 1). Un nouveau vaccin conjugué en cours de
développement, Vi-rEPA, comprend I'antigéne Vi lié a une protéine recombinante non
toxique et identique sur le plan antigénique a I'exotoxine de Pseudomonas aeruginosa. Il s’est
avéré sir et immunogéne chez les enfants agés de 2 a 5 ans, en fournissant
efficacité protectrice de 91,5%. Malgré certains efforts préliminaires, il n’existe actuellement
aucun vaccin homologué contre S. Paratyphi, ce qui est préoccupant, étant donne les preuves

de I’émergence de cet agent pathogene.
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34. LARESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DES SALMONELLES:

3.4.1. Déefinition d’un antibiotique :
Un antibiotique est une substance naturelle ou synthétique qui détruit ou blogue la croissance des
bactéries. Dans le premier cas, on parle dantibiotique bactéricide et dans le second cas
d'antibiotique bactériostatique. Un antibiotique peut étre a la fois bactéricide et bactériostatique,
tout dépendant de sa dose. Cependant, seul un petit nombre des antibiotiques naturels est
utilisable en thérapeutique humaine, pour des raisons de disponibilité dans I'organisme ou d'effets
indésirables. Un grand nombre de molécules aujourd'hui sur le marché sont des molécules de
synthese, dérivées ou non d'antibiotiques naturels, en particulier pour contourner les problemes

de résistance (32).

3.4.2. Sites et modes d’action des antibiotiques :
La connaissance du mode d’action des antibiotiques est nécessaire a la compréhension des
mécanismes de résistance. Schématiquement, les antibiotiques agissent sur les bactéries au niveau
de cibles spécifiques soit d’un antibiotique, soit d’une famille d’antibiotiques. L’interaction de
I’antibiotique avec sa cible a pour effet de perturber la formation des enveloppes cellulaires
(paroi, membrane cytoplasmique) ou encore d’inhiber certains processus métaboliques bactériens

(synthése des protéines, synthése des acides nucléiques).

28


https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ricide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9riostatique

@ Inhibition de la sypthése @ Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique

— — =

— = —

Inhibition de la N
synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 7 : Sites et modes d’action des différentes classes d’antibiotiques

3.4.3. Classification des antibiotiques :
I1 existe un grand nombre de familles d’antibiotiques. Leur classification se fait selon leur origine
(biologique, hémi synthétique ou synthétique) leur structure chimique (dont découlent des
mécanismes d’action semblable et des spectres comparables) et enfin leur mode/mécanisme/site
d’action. Une classification basée sur le site d’action dans la bactérie ou sur le processus
physiologique visé a été retenu en raison de son intérét bactériologique (Tableau I). A I’intérieur
de chacun de ces groupes (tableau 1), la classification par famille est fondée sur la structure
chimique des différentes molécules. Et a chaque famille correspond un mécanisme moléculaire

spécifique.
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Tableau V: Classification des antibiotiques selon leurs sites d’action

Sites d’action

antibiotiques

des

Familles d’antibiotiques

Antibiotiques (exemples)

Paroi bactérienne

B-lactamines

Penicillines (Pénicillines G)
Céphalosporines (Céfalotine)
Monobactames (Aztréonam)

Vancomycine

Fosfocine
Glycopeptides
Fosfomycines
Membrane cytoplasmique Polymixines Colistine
Gramicidines et Tyrocidines Bacitracine ;

Tyrothricine

Ribosome

Aminosides (SU 30S du
ribosome)
Cyclines (SU 30S)

Macrolides-Lincosamines-
Synergistines (SU 505)

Gentamycine

Tétracyclines, Doxycycline,
Minocycline

Erythromycine, Lincomycine
Virginiamycine

Chloramphénicol

Phénicols (SU 50S) Fucidine
Acide Fusidique (SU 50S) Linézolidine
Oxazolidinones (SU 505)

ARN-polymerase Rifampicine Rifamycine

ADN Quinolones Fluoroquinolones | Acide Nalidixique
Ciprofloxacine
Acide folique Produits Nitrés Nitroxoline
Sulfamides Sulfadiazine

Triméthoprime

Triméthoprime
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Pour échapper a I’action 1étale des antibiotiques, les bactéries ont développé de trés nombreux
mécanismes biochimiques de résistance, associés a une ingeniosité génétique pour les acquérir et

les diffuser.

3.4.4. Définition de la résistance bactérienne aux antibiotiques :
La résistance aux agents antimicrobiens est définie comme la capacité d’un micro-organisme a

résister a I’action inhibitrice d’antibiotiques auxquels ils étaient jusque-la sensibles (OMS 2013).

3.4.5. Types de résistance

La résistance bactérienne aux antibiotiques peut étre naturelle ou acquise

e Reésistance naturelle
C’est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la méme espece. C’est
I’expression d’une propriété innée reflétant I’empéchement d’accéder a la cible ou I’absence de la
cible. Elle est stable, transmise a la descendance (elle a pour support génétique le chromosome

bactérien). La résistance naturelle définit le phénotype « sauvage » (Lagrance 1987).

e La résistance acquise
Elle n’apparait que chez certaines souches d’une espéce donnée normalement sensible. Elle
résulte de I’emploi thérapeutique des antibiotiques. La résistance acquise peut étre due a des
mutations affectant les génes présents sur le chromosome bactérien ou a 1’acquisition de génes
étrangers, véhiculés par des éléments génétiques mobiles transférables d’une bactérie a 1’autre
(plasmide, transposons, intégrons). Elle est le plus souvent instable et définit le phénotype

résistant « anormal » (Lagrance 1987).

3.4.6. Principaux mécanismes de la résistance des bactéries aux
antibiotiques

Quatre principaux mécanismes sont impliques dans la résistance des bactéries aux antibiotiques :

e Diminution de la permeéabilité membranaire
Non pénétration de I’antibiotique dans la bactérie par diminution de la perméabilité
membranaire ; Ce mécanisme rend compte soit de la résistance naturelle pour les
antibiotiques hydrophobes et les bacilles a Gram négatif (Entérobacteries), soit par

acquisition des porines. C’est ainsi que E. coli peut acquérir des porines OmpF lui
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permettant d’induire une résistance croisée aux quinolones, bétalactamines,
chloramphénicol, tétracyclines. De méme Pseudomonas aeruginosa peut avoir des

résistances isolées aux carbapénemes par acquisition des porines OprD2.

e Mutation ou modification enzymatique
Altération de la cible de I’antibiotique, les bactéries peuvent étre résistantes aux antibiotiques par

suite d’une mutation ou une modification des enzymes cibles.

e Inactivation enzymatique de I’antibiotique
La stratégie vise a détruire ou modifier I’antibiotique afin qu’il devienne inactif, qui peut
étre hydrolysé (pénicillinase, céphalosporinase pour les B-lactamines) ou modifié dans sa

structure chimique (acétylase, adénylase, phosphorylase pour les aminosides)

o Efflux actif
La bactérie peut produire une protéine membranaire, la pompe a efflux, qui permet I’exportation
de I’antibiotique hors de la bactérie grace a un canal. La pompe permet une sortie d’antibiotique
plus rapide que I’entrée. Ainsi, la concentration intracellulaire d’antibiotique demeure a un
niveau faible et inefficace (Walsh 2000).

3.5. DISSEMINATION DES DETERMINANTS GENETIQUES DE LA
RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES :

Une bactérie peut acquérir une résistance aux antibiotiques par deux grands mécanismes

génétiques. L’un a pour support le chromosome et définit une résistance chromosomique, I’autre

a pour support les éléments génétiques mobiles (plasmides ou les éléments transposables, les

intégrons ou 1’élément SXT (V. cholerae) et définissent une résistance extra-chromosomique.

3.5.1. Chromosome :
La résistance induite par le chromosome bactérien peut étre due a une mutation. Elle a un

caractére héréditaire (transmission sur un mode vertical de bactéries-meéres a bactéries-filles).

3.5.2. Plasmides
Les plasmides sont des molécules d’ADN bicaténaires, circulaires, extra chromosomiques
(Courvalin 1994). lls possedent une origine de réplication, un site régulateur du nombre de copie

et des génes qui codent selon les plasmides pour une ou plusieurs fonctions : transfert
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chromosomique (plasmide F), production de colchicine (plasmide col), production d’entérotoxine
ou d’hémolysine (plasmide Ent, Hly), résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds: plasmide
R (Curtis 1977; Willets 1984). En général les plasmides des procaryotes ne sont pas
indispensables a la vie. Cependant, ils permettent soit une meilleure adaptation a 1’environnement
défavorable ou fluctuant, soit une implantation dans certains hotes, soit une compétition
victorieuse avec d’autres micro-organismes. Un plasmide peut porter plusieurs génes de
résistance aux antibiotiques conférant ainsi en bloc une multi-résistance. Les plasmides
constituent également des vecteurs intercellulaires des structures génetiqgues comme les

transposons et les intégrons.

e Dissémination des plasmides

Deux types de plasmides ont été définis selon le nombre de copies par cellule : Les petits
plasmides dont les genes régulateurs du nombre de copies par cellule ne sont pas soumis a un
controle strict. Ces types de plasmides appelés plasmides non conjugatifs existent en grand
nombre par cellule et n’ont pas de fonctions connues dans la résistance aux agents antibactériens.
Ils ne peuvent étre transférés d’une bactériec a une autre que par mobilisation (Courvalin 1994).
Les gros plasmides ou plasmides R ou encore plasmides conjugatifs, qui ont leur site de
régulation soumis a un contréle strict. Ces types de plasmides sont présents en une seule copie
par cellule et leur réplication est indépendante de celle de I’ADN génomique. Les plasmides de
résistance (R) se caractérisent par leur autoréplication, leur autonomie physique (ils peuvent étre
séparés de I’ADN par ultracentrifugation sur gradient de densité) et leur perte spontanée a faible
fréquence a température ambiante (37°C).

La plupart des plasmides de résistance sont transférables d’une bactérie & une autre par contact
(Curtis 1977). De tels plasmides possédent un géne codant pour la synthése d’appendices
protéiques appelés pilis sexuels et un opéron TRA regroupant une vingtaine de genes qui codent
pour de nombreuses protéines nécessaires a la conjugaison bactérienne. En outre les plasmides R
renferment d’autres génes codant pour d’autres fonctions tels que : I’inhibition de ’efflux, la
méthylation, ’acétylation, la phosphorylation et I’adénylation de groupements fonctionnels
(Witchitz 1982).

Ces plasmides transférables ont une spécificité d’hote. Ceci n’implique leur diffusion épidemique

que dans les environnements sélectionnant tels que les services hospitaliers ou les antibiotiques
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sont largement utilisés ou chez les animaux recevant une alimentation supplémentée en

antibiotiques.

e Mécanisme de la dissémination des plasmides
Trois mécanismes principaux sont impliqués dans la dissémination des plasmides (figue 2) :
Conjugaison : phénoméne de contact bactérien au cours duquel il y’a échange de matériel
génétique.
Transduction: transfert d’ADN par un bactériophage Transformation: intégration et expression de

séquence génomique étrangere en 1’absence de toute homologie de séquence (33).

PLASMIC DONOR ~—___ Conjugaison

PLASMID i
I'ransformation I'ransfert "ADN

Transfert d"ADN bactérien d'une
RESISTANT ‘».‘
bactérien apres /GENE bactérie a ["autre
’ RESISTANT
GENE

fixation et - ’ A a A aprés contact
absorption par des TRANSFER = TRANSFER
OF FREE y
bacteéries réceptrices DNA Gene goes
. 10 plasmid
\ e VIRUS
DEAD chromosome o
BACTERIUM < TRANSFER
ﬁ) BY VIRAL
DELIVERY
o 71 Transduction
BACTERIUM RESISTANT N Transfert "ADN
RECEIVING GENE S5 !
RESISTANCE \\"X-" bacténien partiel par
GENES
BACTERIUM — . 27y
INFECTED "intermédiaire d'un
8Y ViRUS

bactériophage

Figure 8 : Mécanisme de dissémination des plasmides

3.6. Etude de sensibilité de salmonella aux antibiotiques :

Les Salmonelles sont sensibles a la plupart des antibiotiques a large spectre. Les Salmonelles sont
susceptibles de développer une résistance acquise par deux mécanismes : par le transfert de gene
de résistance, d’origine plasmidique ou lié a des transposons, qui est le plus fréequent et par la
mutation qui est rare. La résistance transmise aux B-lactamines est essentiellement de type
pénicillinase et ne touche pas les céphalosporines de troisieme génération. L'augmentation de la
résistance chez les bactéries d'origine aviaire peut étre attribuée a lI'usage abusif des antibiotiques.
Cependant, les bactéries dans I'environnement naturel peuvent héberger des genes de résistance

dérivés de l'utilisation de ces médicaments chez les humains et les animaux. Ces résistances sont
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surtout importantes pour les antibiotiques suivants: Tétracyclines, Triméthoprime, Sulfamides,
Triméthoprime-Sulfametoxazole, Ampicilline, Céfalotine, Streptomycine(9).
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4, Méthodologie
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4.1. Cadre de I’étude

Le Centre d’Infectiologie Charles Mérieux (C.1.C.M) a constitué le cadre de notre étude pour les
analyses bactériologiques et les prélevements humain. Les prélévements d’animaux et
environnementaux ont été effectué dans plusieurs localités de Bamako et Kati. Le CICM est situé
dans le quartier de I’ex- base aérienne de Bamako, rue du Docteur Charles Mérieux.
Le centre est fruit de la collaboration entre le Gouvernement de la République du Mali et la
Fondation Mérieux, le CICM a été mis en place suite a la signature de 1’Accord- cadre N°
0956/1899 du 18 février 2004 entre le Gouvernement de la République du Mali et la Fondation
Meérieux ainsi que la Convention du 16 janvier 2005 et son Protocole annexe du 11 mai 2011
entre le Ministére de la Santé et la Fondation Mérieux.

e 8 décembre 2003 : Creéation de la Fondation Mérieux Mali

e 15 janvier 2004 : Pose de la premiere pierre du CICM

e 17 janvier 2005 : Inauguration du CICM

e Mai 2005 : Démarrage des activités

Le CICM comprend :
- Une administration générale.
- Un centre de formation avec une formation diplémante (Master de Biologie Médicale
Appliquée), des formations qualifiantes et des formations par compagnonnage
- Un laboratoire d’analyses médicales dénommé Laboratoire Rodolphe Mérieux (LRM)

avec des activités de recherche et des activités de routine.

La présente étude s’est déroulée dans le Laboratoire Rodolphe Mérieux (LRM).

Le CICM a pour mission de participer tout comme les autres structures du Ministere de la Santé
au développement sanitaire du Mali par le service rendu aux malades, la formation, la recherche
et le renforcement des capacités dans le domaine du diagnostic biologique dans des conditions
désintéressées au bénéfice de la population.

Les ressources humaines du CICM sont composées de 29 agents, répartis entre les services
techniques du LRM (17 agents) et les fonctions de support administratif, financier et logistique
(12 agents).

Le LRM se compose des Laboratoires 1 et 2 au sein desquels les activités de recherche et de

diagnostic de routine sont effectuées. Le Laboratoire 1 offre le cadre et le matériel pour la
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réalisation des examens d’hématologie, de biochimie et d’immunologie et le Laboratoire 2 prend

en charge les examens de microbiologie (bactériologie, mycologie et parasitologie).

4.2. Type d’étude et Période d’étude
C’est une étude transversale, prospective, descriptive portant sur les souches de salmonella spp
isolées des échantillons, d’origine animale, environnementale, ainsi que celles isolées des

échantillons humains au LRM de janvier 2019 a décembre 2019.

4.3. Population d’étude
Notre étude a porté sur les souches de Salmonella spp isolées des animaux (fientes de poulets,
fientes de volailles, feces de poisson, féces de mouches, féces de rat, feces de chien) ; de
I’environnement (sols, eaux usées, eaux de consommation non traitées) et des échantillons
humains (selle et sang) destinés aux analyses microbiologiques de routine recus au LRM pendant

la période de notre étude.

4.3.1. Critere d’inclusion
Ont été incluses dans notre étude les souches de salmonella spp isolées des échantillons d’origine

animale, environnementale et celles isolées des prélevements humains au LRM.

4.3.2. Critére de non-inclusion
N’ont pas été incluses dans notre étude les autres souches bactériennes isolées de

I’environnement, des animaux et des échantillons humains au LRM.

4.4.  Echantillonnage
Au total 958 échantillons issus des trois entités ont été collectés, dans les quels 37 souches de
salmonella spp ont été isolées. Dans 628 échantillons humains, 25 souches de salmonella spp ont
été isolées ; 8 souches dans 132 échantillons d’origine animale et 4 souches dans 198 échantillons

d’origines environnementale.

45. Collecte des donneées
Les données ont éete recueillies a partir des dossiers des patients, dans ces dossiers, on pouvait
trouver pour les humains des informations telles que le numéro du patient, 1’age, le sexe, la nature
du prélevement, la structure de santé, I’espece bactérienne isolée ainsi que les antibiotiques

testés.
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Pour les prélévements d’origine environnementale et animale, les données ont été recueillies a
partir des fiches de renseignements dont le questionnaire comportait 1’origine du prélévement, le

lieu, I’espece bactérienne isolée et les antibiotiques testés.
4.6. Méthodes bactériologiques

4.6.1. Recherche des souches de Salmonella spp d’origine humaine

Les souches de Salmonella spp d’origine humaine ont été isolées a partir des prélevements des
selles ou des prélevements sanguins recus au LRM pour des analyses de routine.

4.6.1.1. Examen bactériologique des selles (coproculture)

4.6.1.1.1. Prelévement
Les prélévements, étaient des selles recueillies dans des pots stériles émises sur place ou apportés
par les patients recus au LRM. Les selles recueillis étaient déposées dans le bac de bactériologie

et sont tous acheminées dans 1’unité de bactériologie pour leur analyse.

Figure 9 : Image des pots contenant des selles des patients

4.6.1.1.2. Examen macroscopique

Il consistait a apprécier la couleur et I’aspect des échantillons selon leur origine.
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4.6.1.1.3. Examen microscopique

= L’état frais
Cette étape a concerné seulement les échantillons humains (selles) recus au LRM. 1l consistait a
rechercher les leucocytes, les cristaux, les cellules épithéliales, les hématies, les kystes et des

parasites et la mobilité des bactéries dans les selles.

= L’état aprés coloration de Gram
Les échantillons sont fixés sur la lame et colorés au Gram pour I’observation microscopique. La
coloration de Gram est la coloration de base en bactériologie et elle permet de mettre en évidence
la forme (cocci, bacille) et le type (Gram positif ou négatif) de la bactérie.

v Technique
La coloration de Gram se déroule en plusieurs étapes qui se succéde et consiste a :
-Fixer le frottis ;
-Recouvrir le frottis de la solution de cristal violet, laisser agir une minute (violet de gentiane) ;
-Rejeter le colorant puis laver a I’eau ;
-Recouvrir la préparation de lugol, laisser agir une minute ;
-Rejeter le colorant puis laver a I’eau ;
-Décolorer a 1’alcool-acétone ;
-Rincer a I’eau de robinet et recouvrir la lame de solution de fuchsine diluée, laisser agir
30secondes ;
-Rejeter la Fuchsine, laver a I’eau, égoutter, sécher entre deux feuilles de papier buvard propres ;

-Lire le frottis coloré au microscope a I’objectif x100 a I’huile d’immersion.

v' Résultat
A la coloration de Gram :
-Bactéries Gram negatif : coloration rose
-Bactéries Gram positif : coloration violette

-Levures : forme ovale coloration violet
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46.1.1.4. Culture

Milieux de culture et Ensemencement :

15R Jour :

On utilise le bouillon Rapapport comme milieu liquide d’enrichissement dans lequel on met

quelques gouttes de la suspension de selle.
Ensuite, les cultures sont faites sur les milieux solides d’isolement (Gélose Hektoen).

Ces milieux ensemences (liquides et solides) ont été placés a I’étuve pendant 18 a 24 heures a 37
°C.

- 2eme jour : Premiere lecture a 24h

Lecture des colonies sur milieu hektoen1=H1, si les selles contiennent beaucoup de salmonelle

on aura de nombreuses colonies de lactose négatif (colonies vert) et a H,S positif (centre noir) ;

Si les selles contiennent trés peu de salmonelle, on aura treés peu de colonies ou pas du tout ; dans
ce cas, on réensemence une goutte du bouillon Rappaport du 1% jour sur un milieu Hektoen 2
(H2) qu’on placera a I’étuve a 37°C pendant 24 heures. En cas de fiévre typhoide ou de fiévre
paratyphoide, on aura de nombreuses colonies caractéristiques. Le maximum de positivité de la
coproculture se situe a la 2éme semaine mais des la 1ére semaine, cette positivité commence et

persiste durant toute la maladie.

4.6.1.1.5. Isolement et purification des souches
24heures apres la mise en culture des échantillons, les colonies types salmonella spp (vert a
centre noire) étaient ré-isolées sur le milieu Urieselect 4 pendant 24heures afin d’obtenir des

souches pures (colonies crémeuses).
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Figure 10 : Les colonies de salmonella sur Hektoen (a gauche) et sur Uriselect4 (a droite)
isolées a partir des selles au LRM (photo prise le 15/07/2019)
Apreés re-isolement les colonies caracteristiques faisaient I’objet d’identification a partir des tests

biochimiques et métaboliques.
= Test d’oxydase

Le test de Ioxydase est basé sur la production bactérienne d’une enzyme appeler oxydase
intracellulaire. En présence d’oxygeéne atmosphérique et de cytochrome C, cette enzyme oxyde le
réactif phénylénediamine, pour former un composeé coloré en violet, I’indophénol. L’acide
ascorbique, incorporé dans le réactif, agit en tant qu’agent réducteur pour limiter 1’auto-oxydation
et améliorer la stabilité du réactif.

v' Technique

-Placer le flacon compte-gouttes dans le briseur d’ampoule.
-Tapoter le fond du flacon pour éliminer les bulles qui auraient pu s’y former.
-Saisir le milieu de I’ensemble flacon/briseur et appuyer doucement pour briser I’ampoule.
-Distribuer précisément une goutte de réactif sur un disque non imprégné de diametre 6 mm.
-Etaler la colonie sur le disque.

v Résultat

L’apparition en 10 a 30 secondes d’une coloration allant de violet a pourpre indique un test

positif.
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Des réactions tardives ou 1’absence de couleur indiquent un test négatif.

= Galerie Api 20°

Figure 11 : Caracteres biochimiques de Salmonella isolée dans les prélevements de mouche
(Révélés a I’aide de la galerie Api 20F)
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Figure 12 : Automate mini Api pour la lecture de galerie (Photo prise au LRM le 04/10/2019).

Le Mini API permet deux types de lecture.

v" La lecture turbinéphélémétrique
Elle est destinée aux galeries turbinéphélémétrique.
-Turbidimétrie : mesure de I’intensité de la lumiére transmise (T) inversement proportionnelle a
la croissance bactérienne.
-Néphélémétrie : mesure de D’intensité de la lumiére diffusée (D) a 30°C directement
proportionnelle a la croissance bactérienne.
Ces deux mesures permettent d’évaluer la densité bactérienne dans chaque cupule. Le cycle

d’une lecture turbinéphélémétrique se fait en deux étapes :
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lére étape :

Entrée du chariot porte galerie et détection du code de la galerie.

2eme étape :

Mesure sous la position sans filtre puis sortie du chariot porte galerie.

Lorsque le cycle de lecture est terminé, le logiciel traite les mesures effectuées.

v La lecture colorimétrique

Elle est destinee aux galeries colorimétriques.

Le Mini API effectue pour chaque cupule une mesure de transmission de la lumiere dans 4

régions du spectre visible.

Le cycle d’une lecture colorimétrique se fait en 4 étapes :

lére étape :

-1ére entrée du chariot porte galerie

-Détection du code de la galerie

-Mesure sous filtre K60

2eme étape :

-1ere sortie du chariot porte galerie

-Mesure sous filtre K40

3éme étape :

-2éme entrée du chariot porte galerie

-Mesure sous le filtre DT bleu

4eme étape :

-2eme sortie du chariot porte galerie

-Mesure sous le filtre DT vert

-Lorsque le cycle de lecture est terminé, le logiciel traite les mesures effectuées.

VITEK 2 compact : Le systeme Vitek 2 Compact est destiné a ’identification des
bactéries et levures, ainsi qu’a la réalisation d’antibiogrammes et d’antifongigrammes
pour les bactéries significatives au plan clinique. Le systéme comprend 1’instrument

Vitek 2 Compact, un ordinateur et une imprimante.
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Figure 13 : Automate VITEK 2 Compact (photo prise au LRM le 04/10/2019)

v" Technique

-Prendre le flacon eau saline Vitek 2, introduire dans la dispensette ;

-Prendre des tubes secs pour Vitek 2, y introduire dans les puits de la cassette ;

-La cassette peut prendre jusqu’a 10 tubes soit 2x5 (identification+ antibiogramme) ;

-Mettre dans chaque tube, 3ml de la solution saline du Vitek 2 a I’aide de la dispensette
préalablement réglée a 3 ml.

N.B : Pour un germe, deux tubes secs seront utilisés dont I’un servira a I’identification et 1’autre a
I’antibiogramme ;

-Sur une feuille vierge, porter la date et le numéro de I’échantillon ainsi que le nom

approximatif du germe a identifier ;

-A partir de la culture pure sur gélose (culture jeune 24 h), a I’aide d’une oese, prélever quelques
colonies et les introduire dans le tube sec contenant la solution saline ;

-Homogénéiser la suspension et bien vortexer ;

-A T’aide du densitométre, mesurer la concentration bactérienne a 0,5 Mc Farland ;

-Poser le tube contenant la suspension bactérienne en premiére position et faire suivre celui prévu

pour I’antibiogramme ;
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-Préparer la solution pour antibiogramme :
o Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé la micropipette calibrée a 145ul (rouge)
spécifique au Gram négatif.
o A partir de la suspension bactérienne, pipeter 145ul et diluer dans 3ml d’cau saline
contenu dans le tube voisin. On aurait ainsi préparé la suspension pour 1’antibiogramme.
-Placer la carte d’identification GN, et la carte pour 1’antibiogramme AST-N 233 Au niveau de
I’ordinateur de I’automate, a I’apparition de la page principale ;
-Cliquer sur Vitek 2
-Mettre Identifiant du LRM

-Cliquer sur gérer la cassette virtuelle

-Créer une cassette virtuelle

-ldentification de la cassette 1,2, ...

-Lecture du code a barre de chaque carte a partir de la douchette
-Saisir les données de 1’isolat ;

-Entrer les informations de I’isolat (numéro attribué¢ au laboratoire,
nom du germe si déja identifié par d’autres techniques)

-Puis enregistrer les données de la cassette virtuelle

-Au niveau de I’automate Vitek 2 Compact,

-Ouvrir le capot de remplissage et insérer la cassette a 1’intérieur de la chambre ;

-Fermer le capot de remplissage ;

-Appuyer sur la touche Lancer remplissage, un bip indique que le cycle de remplissage est
terminé ;

-Retirer la cassette du capot de remplissage et ’introduire dans la chambre de lecture ou
s’effectue le scellage. Le processus de chargement/déchargement permet la lecture du code a
barre des cartes et le code a barre de la cassette ;

-Lorsque le message retiré s’affiche dans la chambre de lecture, cela indique que le Vitek 2 a
terminé le traitement des cartes contenues sur la cassette. On peut la retirer en ouvrant le capot
chargement puis le refermer ;

-On attend le jour suivant ou les résultats seront imprimes.
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4.6.1.1.7. Test de sensibilité aux antibiotiques par la méthode de diffusion

sur disques d’antibiotiques
L’antibiogramme est ’interprétation de la sensibilité des bactéries a 1’antibiotique en termes
d’efficacité clinique. Il permet de catégoriser une souche bactérienne en classes semi-

quantitatives (sensible, intermédiaire ou résistante).

La technique utilisée est la méthode de diffusion sur gélose Mueller-Hinton, 1’antibiogramme est
interprété aprés mesure des diamétres d’inhibition autour des disques d’antibiotiques en accord

avec les recommandations du comité d’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie

(CA-SFM).

=  Matériels et réactifs utilisés

-Gélose Mueller-Hinton ; Solution saline a 0.45% ; Densitometre (Mc Farland) ; Disques
antibiotiques pour le test de sensibilité ; Ecouvillons en coton stériles; Pipettes; Tubes a

hémolyse ; Pinces a disques ;
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= Les antibiotiques testés

-Amoxicilline 25 pg; Amoxicilline + Acide clavulanique 20/10 pg; Tobramycine 10 ug;
Gentamycine 15 pug ; Ciprofloxacine 5 pg ; Ticarcilline 75 pg ; Cefoxitine 30 g ; Cefotaxime 30
Mg ; Ceftazidime 30 pg ; Acide Nalidixique 30 pg ; Amikacine 30 pg ; Nitrofurantoine 300 ug ;
Fosfomycine 50 pg; Sulfamethoxazole + trimethoprime 1.25/23.75 ug; Norfloxacine 5 ug ;

Imipénéme 10 ug

Figure 14 : Antibiogramme d’un échantillon de mouche écrasé au LRM (photo prise le

-

16/10/2019)

incubation

-

milieu de culture

o Etuve
D
=
=
=
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=

Distributeur ATB + gélose Mueller Hinton Vitek 2TM Compact

Figure 15 : Techniques de travail de notre étude
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4.6.1.2. Examen bactériologique du sang (hémoculture)
L’hémoculture permet le diagnostic des bactériémies et septicémies. Sa realisation 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.

46.1.2.1. Préléevement:

Le prélévement 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 prélevement 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.
4.6.1.2.2. Technique de I’hémoculture :

Le sang prélevé doit respecter la proportion de 10ml de sang pour 100 ml de bouillon chez
’adulte. Cette dilution a 1/10 permet d’inactiver 1’effet bactéricide du sang. Chez les enfants, le
prélevement se fait en fonction de 1’age, prélever 1 ml chez le nouveau-né, 2 ml chez I’enfant de

1-4 mois, 3 ml chez I’enfant de plus de 4 mois.
4.6.1.2.3. Milieux d’hémoculture :
Différents milieux sont préconisés pour les hémocultures,

v" Milieux liquides : Ce sont des bouillons de type trypcase soja agar, bouillon cceur
cervelle. Les échantillons ou prélevement 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 prélevement. Ensuite, elles sont rangées dans
I’étuve a 37 °C. 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 souillures telles que Staphylococcus epidermidis,

Propionibacterium acnés, les corynebacteries, les streptocoques non hémolytiques, etc.
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Lors des fievres typho-para typhoidiques non traitées de ’adulte, les pourcentages classiques de

positivité des hémocultures sont :

90% pendant le ler septenaire
75% pendant le 2¢é septénaire.
40% pendant le 3¢ septénaire.

10% pendant le 4¢ septénaire.
4.6.1.2.4. Examen microscopique et la coloration de gram

Pour mettre en évidence la forme (bacille) et le type (négatif) de la bactérie. La procédure est la

méme que celle décrite dans le chapitre coproculture.
4.6.1.2.5. Culture:

Pour la recherche des bacilles gram (-), ensemencer une goutte du bouillon sur Drigalski et sur
gélose au sang frais (COS) et incuber sous CO,. Sur Drigalski, les Salmonelles donnent des

colonies bleu-vert (lactose-).
4.6.1.2.6. Identification :

Pour I’identification nous avons utilisé le vitek 2 ou la galerie Api 20F. La procédure est la méme

que celle décrite dans le chapitre coproculture.
4.6.1.2.7. Test de sensibilité aux antibiotiques :

Pour le test de sensibilité aux antibiotique nous avons utilisé le vitek 2 ou la méthode de diffusion
sur la gélose Muller Hinton ; la procédure est la méme que celle décrite dans le chapitre

coproculture.

4.6.2. Examen bactériologiqgue des échantillons d’origine animale et
environnementale :

46.2.1. Préléevement :

Préléevement d’échantillon d’origine animale tel que les féces des poissons, fientes des volailles,
mouches, feces des rats et féeces des chiens sont recueillies dans des plastiques stériles et

acheminé au laboratoire pour analyse bactériologique.
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Pour le prélevement d’échantillon d’origine environnementale, les eaux sont recueillies dans des
pots stériles et les sols dans des plastiques stériles. 1ls sont tous acheminés au laboratoire pour des

analyses bactériologiques.

Figure 16 : Prélévement d’intestin de poisson (gauche) et des fientes de volaille (photos prisent le
29/01/2019)

Figure 17 : Prélevement des mouches (a gauche) et des intestins de poulet (a droite) au marché
de Dabanani. (photos prisent le 03/10/2019)

Figure 18 : Prélevement d’eau de puits a Bolibana en commune 3 du Dstrict de Bamako
(photos prisent le 21/08/2019)
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Figure 19 : Prélevement des eaux du fleuve Niger de Bamako (photos prisnt Ie 20/11/201)

i:igure 20 : Prélévement dau de canalisation de 1’hopital de point G (a gauche) et d’eau de
canalisation d’abattoir de Sabalibougou koura (a droite) (photos prisent le 12/03/2019)

Figure 21 : Préléevement des sols contaminé par les déchets humains au centre émetteur de
Kati (photos prisent le 17/10/2019)
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4.6.2.2.  Culture, identification et test de sensibilité aux antibiotiques :

Pour ses deux types d’échantillons nous avons utilisé la méme procédure que celle décrite dans le

chapitre coproculture.
4.6.2.3. Controle de qualité interne :

Pour la validité de nos résultats d’identification et de test de sensibilité aux antibiotiques nous

avons utilisé E. coli 25922 souches ATCC comme souche de référence

4.7. Variables étudiées
Les variables étudiées sont :
» Dans le secteur humain
-La provenance des souches ;
-Le type de préléevement ;
-Le type de germe (espéces) ;
-Le sexe;
-L’age ;
-Le profil de résistance aux ATB testés.
» Dans le secteur animal et environnementale
-La provenance des souches ;
-Le type de prélevement ;
-Le type de germe (especes) ;
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-Le profil de résistance aux ATB testes.

4.8.  Aspect bioéthique :

L’autorisation des responsables du laboratoire a été obtenue pour I’utilisation des échantillons de
routine.

L’anonymat et la confidentialité des patients ont été respectés conformément aux regles d’éthique
meédicale et & la législation sur la recherche biomédicale et scientifique.

Avant tout prélévement sur les animaux (fermes, abattoir, pécheurs...) ou dans 1’environnement
(jardin, sols contaminés par les déchets humains, eaux de puits...), ’autorisation était d’abord
demandée aux responsables, qui donnaient leur consentement éclairé aprés explication de I’étude

et les lois de protection animale étaient respectées.

4.9.  Analyses et traitement des données
Les données ont eté saisies avec Microsoft Word et Excel version 2013 et analysées avec le
logiciel SPSS21, référencées par ZOTERO 5.0.65.
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5. RESULTATS

55



5.1. Résultats globaux :
Nous avons effectué au total 958 prélevements dont 628 chez les patients, 132 chez les animaux
et 198 dans I’environnement. Nous avons isolé¢ au total 37 souches de Salmonella dans ces

prélevements soit une fréquence de 3.86%.

Tableau VI : Fréquence d’isolement des souches de Salmonella selon leur origine de
prélévement.

" Origine  Nombrede  Nombredesouche  Pourcentage (%)
prélévement de Salmonella d’isolement
Humaine 628 25 3,98
Animale 132 8 6,06
Environnemenle 198 4 2,02
Total 958 37 3,86

Les Salmonelles ont été le plus isolée dans les prélévements d’origine animale (6,5%)
5.2. Résultats descriptifs dans les prélevements humains

5.2.1. Répartition des 25 souches de salmonella isolées chez ’homme

= HOMME
= FEMME

Figure 23 : La fréquence des souches de Salmonella isolées chez I’homme par rapport au

SEXeE.



Les Salmonelles ont été retrouvées plus chez les hommes parmi la population infectée avec
une fréquence de 76%. Le sexe ratio est de 3.17%.
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Figure 24 : Répartition des souches de Salmonella isolées selon les tranches d’age des patients.

La tranche d’age de [30-60[ans était la plus représentée avec un pourcentage de 64%.

Tableau VII : Fréquence d’isolement des souches de Salmonella selon les types de prélévement
humains.

Types de prélévement Nombre de Nombre de souche Pourcentage
préléevement de Salmonella d’isolement (%0)
selles 254 23 9,05
sang 374 2 0,53
total 628 25 3,98

Les Salmonelles ont été le plus isolée dans les selles (9,05%) que dans le sang (0,53%)
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Figure 25 : Fréquence d’isolement de Salmonella chez les patients selon le mois.
La fréquence d’isolement de Salmonella a augmenté en Mai et en Juillet avec 20% pendant notre

période d’étude.

5.2.2. Répartition des 8 souches de Salmonella isolées chez les animaux

Tableau V111 : Fréquence d’isolement des souches de Salmonella selon les types de prélevement
d’animaux.

Types de Nombre de Nombre de souche Pourcentage
prélevement prélevement de Salmonella d’isolement (%)
Féces des poissons 30 0 0
Fientes des volailles 33 0 0
Mouches 15 4 26,66
Feces des rats 27 0 0
Feces des chiens 21 4 19,04
Total 132 8 6,06

Les souches ont été isolées dans les prélevements des mouches (26,66%) et feces des chiens
(19,04%).



5.2.3. Répartition des 4 souches de Salmonella isolées dans I’environnement

Tableau IX : Fréquence d’isolement des souches de Salmonella dans I’environnement.

Types de prélévement Nombre de Nombres de souche Pourcentage
prélévement de Salmonella d’isolement (%)

Eaux de puits 30 2 6,66
Eaux de fleuve 34 0 0
Eaux de lido 4 0 0

Eaux usées 31 2 6,45
Eaux d’abattoir 12 0 0
Jardin potager 24 0 0
Sol avec déchet humain 51 0 0
Sol des marchés 12 0 0

Total 198 4 2,02

Les Salmonelles ont été isolées dans les eaux de puits (6,66%) et eaux usées (6,45%) dans

I’environnement.



5.3.Profils de résistance des souches aux principales familles d’antibiotiques testés

5.3.1. Profils de résistance aux antibiotiques testés sur les 25 souches isolées chez les
humains.

Tableau X : Fréquence de la résistance aux antibiotiques des 25 souches isolées chez les
humains.

Antibiotiques Sensibilités % Résistances % Effectif

Amoxicilline/ Acide 96 4 25
clavulanique

Amoxicilline 96 4 25
Ticarcilline 100 0 25
Cefotaxime 100 0 25
Ceftazidime 100 0 25
Cefoxitine 100 0 25
Imipeneme 100 0 25
Acide nalidixique 100 0 25
Ciprofloxacine 96 4 25
Norfloxacine 100 0 25
Gentamicine 100 0 25
Tobramycine 100 0 25
Amikacine 100 0 25
Co-trimoxazole 100 0 25
Fosfomycine 100 0 25
Nitrofurantoin 88 12 25

Nous avons observé peu de résistance aux différents antibiotiques testés chez les souches

d’origine humaine.
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5.3.2. Profit de résistance aux antibiotiques testés sur les 8 souches de Salmonella

isolées chez les animaux

Tableau XI : Fréquence de la résistance aux antibiotiques des 8 de Salmonella souches isolées
chez les animaux.

Antibiotiques Sensibilités % Résistances % Effectif

Amoxicilline/ Acide 75 25 8
clavulanique

Amoxicilline 75 25 8
Ticarcilline 75 25 8
Cefotaxime 75 25 8
Ceftazidime 75 25 8
Cefoxitine 100 0 8
Imipeneme 100 0 8
Acide nalidixique 50 50 8
Ciprofloxacine 50 50 8
Norfloxacine 50 50 8
Gentamicine 100 0 8
Tobramycine 100 0 8
Amikacine 100 0 8
Co-trimoxazole 25 75 8
Fosfomycine 87,5 12,5 8
Nitrofurantoin 100 0 8

La résistance les plus élevées ont été observées pour la co-trimoxazole (75%), I’acide

nalidixique (50%), la ciprofloxacine (50%o) et la norfloxacine (50%b).
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5.3.3. Profit de résistance aux antibiotiques testés sur les 4 souches de Salmonella

isolées dans I’environnement

Tableau XII: Fréguence de la résistance aux antibiotiques des 4 de Salmonella souches isolées
dans I’environnement.

Antibiotiques Sensibilités % Résistances % Effectif

Amoxicilline/ Acide 100 0 4
clavulanique

Amoxicilline 100 0 4
Ticarcilline 100 0 4
Cefotaxime 100 0 4
Ceftazidime 100 0 4
Cefoxitine 100 0 4
Imipeneme 100 0 4
Acide nalidixique 75 25 4
Ciprofloxacine 75 25 4
Norfloxacine 100 0 4
Gentamicine 100 0 4
Tobramycine 100 0 4
Amikacine 100 0 4
Co-trimoxazole 50 50 4
Fosfomycine 100 0 4
Nitrofurantoin 100 0 4

Les taux de résistance les plus élevés ont été observés pour la co-trimoxazole (50%), I’acide

nalidixique (25%) et la ciprofloxacine (25%).

5.4. Souches multi résistantes
Parmi les souches isolées pendant notre période d’étude, nous avons isolées :
2 souches multi résistantes a 9 antibiotiques chez les mouches (AMX, CTX, NOR, AMC,
TIC, CIP, CAZ, STX, NAL)
Une souche multi résistante a 5 antibiotiques chez les mouches (NOR, FSF, CIP, STX, NAL)
Une souche multi résistante a 4 antibiotiques chez les mouches (NOR, CIP, STX, NAL)

62



Une souche multi résistantes a 3 antibiotiques dans I’environnement (CIP, STX, NAL)

5.5. Résultats comparatifs de la résistance des souches de Salmonella isolées aux

antibiotiques testés selon les trois secteurs
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Figure 26 : Répartition des taux de résistance des souches de Salmonella aux antibiotiques testés
isolées dans les trois secteurs.

Les résistances ont été les plus observées chez les animaux.
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Figure 27 : Fréquence des souches multi résistantes isolées selon leurs origines de prélevement

Les taux de multi résistance les plus élevés ont été observés chez les souches d’origine animale.
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6. Discussion
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6.1.Méthodologie
L’objectif de notre étude était d’évaluer le profit de résistance des souches de Salmonella isolées
au LRM. Pour atteindre cet objectif nous avions adoptés la méthodologie qui consistait a
effectuer une étude transversale, prospective et descriptive du 1% Janvier au 31 Décembre 2019

portant sur les patients du LRM, les animaux et 1’environnement.
6.2.Frequence

6.2.1. Données epidémiologiques des souches de Salmonella isolées chez ’Homme

L’analyse épidémiologie globale des souches de Salmonella isolées chez I’homme dans notre
étude montre que nos données sont superposables a celles rapportées par ATTAL M et al (34) et
Ouar K et al (35) en 2017 en Algérie qui ont retrouveés respectivement une prévalence de 3% et
de 3,41% dans leurs études. Par contre nos résultats sont inférieurs a ceux rapportés par IFTENE
A et al (35) en 2017 qui ont retrouvés une prévalence de 5% dans une étude réalisée en Algérie.
De fagon spécifique, la prévalence des souches de Salmonella isolées des héemocultures dans
notre étude était de 0,53%, cette valeur est inférieure a celle rapportée par TRAORE S (18) en
2013 au Mali qui retrouvait que 1,68% des souches de Salmonella isolées lors de son étude
provenait des hémocultures. Dans une étude réalisee en Algérie en 2018 concernant la
coproculture HAFSA M et al (35) ont rapporté une prévalence supérieure au notre. Ces
différences observées pourraient étre dues a la méthodologie utilisée pour I’enrolement des
patients mais aussi a I’environnement dans lequel habitent les patients.
Dans notre population d’étude, 76% des malades étaient des hommes contre 24% des femmes
avec un sexe ratio est de 3,17%. Nos données étaient superposables a ceux rapportées par
MALLE A (2) au Mali en 2018 et IFTENE A et al (35) en Algérie en 2018 qui retrouvaient
respectivement une prédominance masculine de 74% et de 72,7%. Mais contraire a ceux
rapportées par ATTAL M et al (34) en Algérie en 2017 qui trouvaient une prédominance
féminine de 66,66%.

6.2.2. Isolement de Salmonella chez les animaux

Des prélevements réalisés chez les animaux, nous remarquons que la prévalence des souches de
Samonella isolées chez les chiens de notre étude était supérieure a celles rapportées en Algérie
par BOUROUIS A et al (36) en 2016 et par GONZALEZ et al (37) en 2016 a Madrid qui ont
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retrouvé respectivement une valeur de 0,96% et 0,6%. Cela pourrait s’expliquer par les
conditions de vie de ces animaux qui sont différentes selon le milieu. L’isolement des souches de
Samonella chez les mouches dans notre étude était élevé. Ce constat a été fait par 1’é¢tude de
GIGA et al (24) en 2018 qui ont décrit que 1’'une des bactéries la plus retrouvées sur les mouches
était Samonella enterica qui est probablement cause d’intoxication alimentaire commune dans

notre population.

6.2.3. Isolement de Salmonella dans I’environnement
En ce qui concerne I’isolement des souches de Salmonella dans 1’environnement a partir des
échantillons d’eau dans notre étude, cette présence de souches de Salmonella dans les eaux a été
rapportée par DJAOUDA et al (38) en 2018 au Cameroun a partir des eaux de puits de Garoua.
Le méme constat a été fait par KASSIMI A (39) en 2015 au Maroc dans les échantillons d’eaux
regues au laboratoire de microbiologie d’eau et d’aliments et par HOUNSOUNOU E.O. et al
(40) en 2018 a Cotonou, qui a rapporté des prévalences plus élevées selon les saisons
climatiques. Ces prévalences étaient de 73,33% pour la grande saison pluvieuse ; 56,67% pour la

grande saison seche ; 43,33% pour la petite saison pluvieuse et 40% pour la petite saison séche.

6.2.4. lIsolement de Salmonella selon leurs origines
Parmi les 3 secteurs, les Salmonelles étaient le plus isolées dans les prélevements d’origine
animale avec une prévalence de 6,5%. Cella est due au faite que la contamination par les
excréments d’animaux porteurs étant tres importante et peuvent disséminées les germes dans
I’environnement (19). Donc on peut signaler que les animaux servent de réservoir des germes
entre ’homme et I’environnement. Contre un taux de 3,9 chez les humains et 2,02 dans

I’environnement.

6.3. Résistance aux antibiotiques des souches bactériennes isolées de notre étude

Pour les souches de Salmonella isolées des prélevements humains 84% étaient sensibles a tous
les antibiotiques. Parmi ceci 96% de ces souches étaient sensibles a la Ciprofloxacine. Ce résultat
était supérieur a ceux rapportés par TRAORE S (18) en 2013 au Mali qui retrouvait 97,5% de
sensibilité a cette molécule d’antibiotiques. Nous avons noté une bonne sensibilité de nos souches
isolées aux quinolones, aux Cephalosporines et aux aminosides. Par contre nous avons constatez

une diminution de la sensibilit¢é des germes isolés a I’amoxicilline, a 1’amoxicilline /Acide
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clavulanique et nitrofurantoine. KASHOSI et al (4) en 2018 ont retrouvé en RD Congo dans
une étude portant sur la résistance, une bonne sensibilité aux quinolones, aux Céphalosporines et
a I’amikacine.

Pour la résistance concernant les souches de Salmonella isolées des prélevements provenant des
animaux, nos données étaient supérieures a celles rapportées par NOUICHI et al (41) qui ont
retrouvé une résistance aux antibiotiques qui variaient entre 1,19% 0 65,05%. Cette résistance
était de 17,8% pour les B-lactamines ; 32,14% pour les sulfamides ; 17,8% pour les quinolones et
les ceéphalosporines et 22,69% de bactéries multi-résistantes a au moins 5 molécules
d’antibiotiques. Cela pourrait étre lié a [’utilisation irrationnelle des antibiotiques chez les
animaux.

Pour les souches isolées de 1’environnement, nous retrouvons que 50% de nos souches étaient
résistantes a au moins un antibiotique, 50% au co-trimoxazole et 25% avaient une multi
résistance a 3 antibiotiques. Nos résultats étaient superposables a ceux rapportes par KASSIMI A
(39) qui retrouvait que 52% des souches isolées étaient sensibles a tous les antibiotiques testés
avec 48,14% de résistance a au moins une molécule d’antibiotiques tandis que 19% des souches

étaient multi résistantes a plusieurs antibiotiques.
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7.Conclusion et recommandations
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7.1. Conclusion

Notre étude a permis d’isoler au total 37 souches de Salmonella aussi bien chez 1’humain,
I’animal que dans I’environnement. Ces souches étaient plus fréquemment isolées chez les
animaux. La fréquence des souches multirésistantes était également plus levés dans le secteur

animal. Les souches d’origine humaine et environnementale ont présenté des bas niveaux de

résistance aux différents antibiotiques testes.

69



7.2. Recommandation
< AU ministére de la santé

Il est urgent de mettre en place des programmes de surveillances efficaces, notamment

pour :

= Mettre en place un programme national de lutte contre la résistance aux

antimicrobiens
= Réglementer 1’usage des antibiotiques en médecine humaine, vétérinaire et

environnementale (agro-alimentaire).

¢ Les chercheurs
= Répertorier les sérotypes des Salmonelles circulant dans les secteurs humains, animal

et environnemental.
= Mettre en place un centre de référence des salmonelles.
% La population
= Respecter les regles d’hygiene et d’assainissement

= Eviter I’automédication par les antibiotiques
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RESUME

Introduction et objectifs : Les bactéries résistantes aux ATB ou leurs déterminants de résistance
sont connus pour se transmettre des animaux aux humains directement ou via la chaine
alimentaire. Les entérobactéries sont pour la plupart des bactéries qui colonisent le tube digestif,
on les retrouve chez I’homme, dans de nombreuses espéces animales et ainsi que dans
I’environnement.

La présente étude avait pour objectif de Caractériser les souches de Salmonella spp multi

résistantes isolées chez les humains, les animaux et dans 1’environnement.
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Les souches de Salmonella spp ont été isolée dans des échantillons humains (selle et sang),
d’animaux (mouche et chien) mais aussi dans I’environnement a partir d’eaux de fleuve et d’eaux
usées.

Matériels et Méthode : Des souches de Salmonella spp ont été isolées a partir des échantillons
humains, animaux et de [’environnement par la méthode de bactériologie classique
d’identification et de test de sensibilité. Le test de sensibilité aux antibiotiques a été réalisé selon
la recommandation du CA-SFM 2019 a partir de I’automate Vitek2 compact.

Résultats : Notre étude s’est déroulée du 1 er janvier au 31 décembre 2019. Au total 37 souches
de Salmonella ont été isolées a partir de 958 prélevements soit une fréquence de 3,86%. Nous
avions effectué 3,9% d’isolement sur 628 échantillons humains, 6,06% sur 132 échantillons
animales et 2,02% sur 198 échantillons environnementaux.

Les résistances les plus élevées des souches de Salmonella spp isolées ont été observées chez les
animaux Vis a vis du cotrimoxazole (75%o), de la quinolone (50%0), des B-lactamines (25%) et
des céphalosporines (25%b). Ainsi (50%) des souches étaient multi résistants a 9 antibiotiques et
(12,5%) a 5 antibiotiques ainsi qu’a 4 antibiotiques.

Dans I’environnement (50%) de nos souches étaient résistantes a au moins un antibiotique,
(50%) des souches avaient une résistance vis a vis du co-trimoxazole et (25%) des souches
avaient une multi résistance a 3 antibiotiques.

Les résistances les plus faibles ont été observées pour des souches isolées chez les humains. Ces
souches avaient une résistance vis a vis de la nitrofurantoine (12%), de I’amoxicilline (4%0),
I’amoxicilline-acide clavulanique (4%b) et de la quinolone (4%0).

Conclusion : La résistance aux antibiotiques n’épargne aucun des trois secteurs qui les utilisent.
Elle est plus marquée dans le secteur animal car les antibiotiques sont plus utilisés et de facon
irrationnelle chez les animaux.

Mots clés : Salmonella, résistance, antibiotiques, humains, animaux, environnement, Mali.
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ABSTRACT

Introduction and objectives: Bacteria resistant to ATB or their resistance determinants are
known to be transmitted from animals to humans directly or via the food chain.
Enterobacteriaceae are mostly bacteria that colonize the digestive tract and are found in humans,
many animal species and in the environment.

The objective of this study was to characterize multi-resistant strains of Salmonella spp isolated
from humans, animals and the environment.

Strains of Salmonella spp have been isolated in human samples (stool and blood), animals (fly
and dog) but also in the environment from river water and wastewater.

Materials and Method: Strains of Salmonella spp were isolated from human, animal and
environmental samples by the standard bacteriological method of identification and susceptibility
testing. The antibiotic sensitivity test was performed according to the recommendation of CA-
SFM 2019 using the Vitek2 compact automaton.

Results: Our study took place from January 1 to December 31, 2019. A total of 37 strains of
Salmonella were isolated from 958 samples, ie a frequency of 3.86%. We performed 3.9%
isolation from 628 human samples, 6.06% from 132 animal samples and 2.02% from 198

environmental samples.
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The highest resistance of the strains of Salmonella spp isolated was observed in animals against
cotrimoxazole (75%), quinolone (50%0), B-lactams (25%) and cephalosporins (25%). Thus
(50%b) of the strains were multi-resistant to 9 antibiotics and (12.5%0) to 5 antibiotics as well as 4
antibiotics.

In the environment (50%0) of our strains were resistant to at least one antibiotic, (50%) of the
strains had resistance to co-trimoxazole and (25%) of the strains had multi-resistance to 3
antibiotics.

The lowest resistance was observed for strains isolated from humans. These strains had resistance
to nitrofurantoin (12%), amoxicillin (4%), amoxicillin-clavulanic acid (4%) and quinolone
(4%0).

Conclusion: Antibiotic resistance does not spare any of the three sectors that use them. It is more
marked in the animal sector because antibiotics are used more and irrationally in animals.

Keywords: Salmonella, resistance, antibiotics, humans, animals, environment, Mali.
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1V — Références

Manuel d’utilisation du Vitek 2 Compact
V — Contenu

MODE OPERATOIRE D’UTILISATION DU VITEK 2 COMPACT

1. Principe
Le systeme Vitek 2 Compact est destiné a I’identification des bactéries et levures, ainsi qu’a la réalisation
d’antibiogrammes pour les bactéries significatives au plan clinique. Le systéme comprend I’instrument

Vitek 2 Compact, un ordinateur et une imprimante.

Le logiciel fourni par le systéme Vitek 2 Compact inclut des programmes d’analyses, de gestion de

données et un systeme de contrdle de qualité afin de valider le kit test du Vitek 2 Compact.

2. Mode opératoire

= Prendre le flacon eau saline Vitek 2, introduire la dispensette ;

= Prendre des tubes secs pour Vitek 2, y introduire dans les puits de la cassette ;

= La cassette peut prendre jusqu’a 10 tubes soit 2x5 (identification+ antibiogramme) ;
= Mettre dans chaque tube, 3ml de la solution saline du Vitek 2 a I’aide de la dispensette
préalablement réglée a 3 ml.
N.B : Pour un germe, deux tubes secs seront utilisés dont 1’un servira a I’identification et ’autre a
I’antibiogramme ;
= Sur une feuille vierge, porter la date et le numéro de 1’échantillon ainsi que le nom approximatif
du germe a identifier ;
= A partir de la culture pure sur gélose (culture jeune 24 h), a I’aide d’une oese, prélever quelques
colonies et les introduire dans le tube sec contenant la solution saline ;
= Homogénéiser la suspension et bien vortexer ;
= A P’aide du densitométre, mesurer la concentration bactérienne a 0,5 McFarland ;
= Poser le tube contenant la suspension bactérienne en premiére position et faire suivre celui prévu

pour I’antibiogramme ;

= Préparer la solution pour antibiogramme :

o Silabactérie a identifier est a :
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Gram positif, utiliser la micropipette calibrée & 280pl (bleue), Gram négatif, utiliser la
micropipette calibrée a 145ul (rouge) ;

o A partir de la suspension bactérienne, pipeter en fonction de la nature du germe suspecté
(BGN ou BGP) et diluer dans 3ml d’eau saline contenu dans le tube voisin. On aurait ainsi
préparé la suspension pour I’antibiogramme.

=  Placer la carte d’identification (soit GN, soit GP ou YST) et la carte pour 1’antibiogramme (soit
AST- N, soit SST- P ou AST-Y) en fonction de la nature du germe sur la cassette.
NB : différentes cartes utilisables :

o Streptocoques et entérocoques : ID : GP 67, réf 22226 ; ATB : AST-P 586, réf 22276 o
Staphylocoques: ID GP: réf 21342. ATB : AST-P 580, réf 22233

o |ID GN : réf 21341 ; ATB : non entérobactéries : AST- 222, réf 413083 ;
entérobactéries :
AST-N 233, réf 413117 o Levures : ID ; YST, réf 21343 ;

ATB : AST-YSO01, réf 22108

* Auniveau de I’ordinateur de I’automate, a I’apparition de la page principale ; 0 Cliquer sur Vitek
2
o Mettre Identifiant : labsuper, le mot de passe : labsuper o
Cliquer sur gérer la cassette virtuelle o Créer une cassette
virtuelle o Identification de la cassette 1,2,...
o Lecture du code a barre de chaque carte a partir de la douchette o
Saisir les données de I’isolat ;
o Entrer les informations de ’isolat (numéro attribué au
laboratoire, nom du germe si déja identifié par d’autres
techniques)
= Puis enregistrer les données de la cassette virtuelle
®  Auniveau de I’automate Vitek 2 Compact,
=  Quvrir le capot de remplissage et insérer la cassette a I’intérieur de la chambre ;
= Fermer le capot de remplissage ;
= Appuyer sur la touche Lancer remplissage, un bip indique que le cycle de remplissage est
terminé ;
= Retirer la cassette du capot de remplissage et 1’introduire dans la chambre de lecture ou s’effectue

le scellage. le processus de chargement/déchargement permet la lecture du code a barre des

cartes et le code a barre de la cassette ;
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= Lorsque le message retiré s’affiche dans la chambre de lecture, cela indique que le Vitek 2 a
terminé le traitement des cartes contenues sur la cassette. On peut la retirer en ouvrant le capot
chargement puis le refermer ;

= Onattend le jour suivant ou les résultats seront imprimes.

3. Résultats
Le Vitek 2 Compact est un appareil qui permet d’identifier les germes et de réaliser 1’antibiogramme puis

d’interpréter les phénotypes de résistances acquise et naturelle puis la sensibilité naturelle du germe.

Exemple : les bétalactamases des entérobactéries (Klebsiella, E. coli), S.aureus résistant a méthicyline et
vancomycine, Pseudomonas résistant a I’imipenéme...et les phénotypes des souches sauvages (le germe

sensible a tous les antibiotiques testés excepté les sensibilités naturelles).
4. Gestion des déchets
= Retrait des cartes éjectées :

Pour éjecter une carte, le Vitek 2 Compact la retire du carrousel/incubateur, la présente au lecteur de cartes
et la dépose dans le récipient collecteur de déchets. Le réceptacle collecteur de déchet peut contenir
jusqu’a 60 cartes, il est recommandé de contrdler réguliérement le niveau du réceptacle collecteur de

déchet et le vider.

= Retrait du réceptacle collecteur de déchet :
o Ouvrir le capot du récipient collecteur de déchets. Noter que les cartes usagées sont stockées a
I’intérieur du réceptacle ;
o Retirer le réceptacle collecteur de déchet de la station de travail en tirant sur le bord avant,
Vers soi ;
o Jeter les cartes usagées dans la poubelle de déchets contaminés ;
o Remettre en place le réceptacle collecteur de déchets en le faisant glisser vers ’intérieur ; 0

Fermer le capot du récipient collecteur de déchets.
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Le Vitek 2 Compact réinitialise le compteur de déchets si le réceptacle est entierement vidé.
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MODE OPERATOIRE D’UTILISATION
DU MINI API

1. Principe
Le Mini API permet deux types de lecture.

1.1. La lecture turbinéphélémétrique

Elle est destinée aux galeries turbinéphélémétrique.
Exemple :

ID 32 GN

ID32C

ATB UR

Turbidimétrie : mesure de I’intensit¢ de la lumiére transmise (T) inversement proportionnelle a la

croissance bactérienne.

Néphélémétrie : mesure de I’intensité de la lumiére diffusée (D) a 30°C directement proportionnelle a la

croissance bactérienne.

Ces deux mesures permettent d’évaluer la densité bactérienne dans chaque cupule.
Le cycle d’une lecture turbinéphélémétrique se fait en deux étapes : 1ére étape :
Entrée du chariot porte galerie et détection du code de la galerie 2éme

étape :

Mesure sous la position sans filtre puis sortie du chariot porte galerie

Lorsque le cycle de lecture est terminé, le logiciel traite les mesures effectuées.

1.2. La lecture colorimeétrique

Elle est destinée aux galeries colorimétriques.
Exemple:

ID 32 STAPH

ID32E

Rapid ID 32 A

Rapid ID 32 STREP
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Le Mini API effectue pour chaque cupule une mesure de transmission de la lumiere dans 4 régions du
spectre visible.

Le cycle d’une lecture colorimétrique se fait en 4 étapes : 1ére

étape :
. 1ere entrée du chariot porte galerie
. Détection du code de la galerie
. Mesure sous filtre K60 2eme étape :
. 1ére sortie du chariot porte galerie
. Mesure sous filtre K40
3éme étape :
" 2éme entrée du chariot porte galerie
" Mesure sous le filtre DT bleu 4eme étape :
. 2éme sortie du chariot porte galerie
m Mesure sous le filtre DT vert
. Lorsque le cycle de lecture est terminé, le logiciel traite les mesures effectuées.

2. Mise en route

Il faut :

Mettre le Mini API sous tension en appuyant sur 1’interrupteur d’alimentation (marche/arrét) a 1’arriére de
I’appareil.

A la mise sous tension, la configuration interne du systéme est testée (identification du microprocesseur,
taille de la mémoire).

Deux signaux sonores retentissent. Le Mini API a effectué avec succes les tests internes. L’écran

affiche brievement la page de présentation du logiciel Mini API puis le menu principal apparait.

3. Procédure d’utilisation

3.1. Description du logiciel
Le logiciel Mini API est composé de 6 modules : [SAISIE
Ce module permet a 1’utilisateur de créer les dossiers patients gérés par le Mini API.

Un dossier patient est identifié par une référence unique. L’examen d’un dossier

patient contient les informations relatives a un prélévement.
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Les résultats d’identification et d’antibiogramme concernant un prélévement sont affectés d’un numéro

d’ordre géré automatiquement.

L’examen d’un dossier patient peut contenir jusqu’a 5 germes.

CONSULT.

Ce module permet de visualiser les données patientes et de vérifier I’examen et les résultats associés.
COMM.

Ce module permet I’échange d’information entre le Mini API et le systeme informatique du laboratoire.

Ce module intégre la gestion d’un systétme EXPERT permettant ’interprétation des résultats bruts des

antibiogrammes enregistrés. [OUTILS.

Ce module regroupe tous les utilitaires du logiciel : Création et Mise a jour des Thésaurus, Sauvegarde/
Restauration / Extraction, Destruction des données.

Ce module permet d’effectuer des lectures de galeries d’identification ou d’antibiogramme sans creer un
dossier patient et d’examen associé. Les résultats pour 1’identification et 1’antibiogramme ne sont pas
enregistrés. Les résultats de I’antibiogramme ne sont pas expertisés.

3.1. Réalisation d’un test

Avant d’effectuer la lecture des galeries, il faut :

lere étape :
= Mettre en marche Mini API.
. Attendre au moins 15 minutes (préchauffage) avant de commencer la lecture des galeries.
. Création d’un dossier patient. 2eme étape :
= Préparation des galeries pour la lecture.
= Enlever le couvercle des galeries.
. Ajouter les réactifs nécessaires pour la révélation de certains tests (se reporter a la notice

d’utilisation des galeries). 3eme étape :
. Tirer I’arceau de protection. Attention :
Il est impératif de tirer complétement I’arceau de protection pour procéder a la sortie du chariot porte
galerie.

L’arceau de protection délimite la surface pour le libre déplacement du chariot porte galerie.
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Il ne doit pas étre utilisé comme poignet pour déplacer I’instrument.

Ne rien poser sur I’arceau de protection lorsque celui-Ci est tire.

La sortie du chariot porte galerie est effectuée automatiquement par le logiciel Mini APl au moment de la

lecture automatique des galeries.

Important :

Ne pas toucher le chariot porte galerie durant le mouvement de celui-ci.

4eme étape :
. Positionner la galerie sur le chariot porte galerie 5éme étape : lecture des galeries :
. La lecture des galeries est déclenchée par le logiciel Mini API
. La lecture des galeries est automatique
. Le code de la galerie est lu et les résultats interprétés générant ainsi le traitement de la

galerie correspondante: lecture turbinéphélémétrique ou colorimétrique.

4. Arrét du Mini Api

Lorsque le menu principal de mini Api est affiché, sortir de I’application

= Appuyer sur <SUPPR>

=  FEteindre ’appareil

= Rentrer I’arceau de protection

5. Gestion des documents

Type de document Contenant Lieu
Durée de conservation
Document qualité Laboratoire 3 ans aprés la fin de
Classeur ~ Assurance | Bactériologie leur utilisation
qualité Mini Api

Tracabilité AQ

Fiche de vie Mini Api

Laboratoire
Bactériologie

Pendant la durée de vie
de l’appareil et 3 ans
apres

Document fabricant

Manuel d’utilisation et
Manuel Instrument
Mini Api

Laboratoire
Bactériologie

Pendant la durée de vie
de I’appareil et 3 ans
apres
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MODE OPERATOIRE DE LA TECHNIQUE DE
COLORATION DE GRAM

1. Principe

C’est la coloration de base en bactériologie et elle permet une classification des bactéries selon leur
structure. Elle est I’une des caractéres essentiels de la classification des bactéries. Plusieurs facteurs vont
intervenir dans cette coloration :

= Ladifférence de composition chimique de bactéries ;

= Ladifférence de perméabilité de la paroi bactérienne a 1’alcool-acétone.

2. Matériel

= Microscope ;
= Blouse;

= Bac de coloration ;

» Plaque chauffante ; [0 Bec bunsen ; [ Centrifugeuse.

3. Consommable

= Gants;

= Lames porte
objet ; O Tube
conique ; [

Pipette pasteur.

4. Réactif

= Colorants : violet de gentiane, le lugol, I’alcool-acétone, la fuchsine.

® [ ’huile d’immersion.
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5. Nature du prélévement

Frottis d’un produit pathologique bien séché sur une lame

6. Contréle de qualité

Les lames positives (frottis préparés avec une souche de bactérie connue) sont conservées et utilisées

comme lames de référence

7. Technique

La coloration de Gram se déroule en plusieurs étapes qui se succede et consiste a :

Fixer le frottis ;

Recouvrir le frottis de la solution de cristal violet, laisser agir une minute (violet de gentiane) ;
Rejeter le colorant puis laver a I’eau ;

Recouvrir la préparation de lugol, laisser agir une minute ;

Rejeter le colorant puis laver a ’eau ;

Décolorer a I’alcool-acétone ;

Rincer a I’eau de robinet et recouvrir la lame de solution de fuchsine diluée, laisser agir

30secondes ;

Rejeter la Fuchsine, laver a 1’eau, égoutter, sécher entre deux feuilles de papier buvard propres ; [J

Lire le frottis coloré au microscope a I’objectif x100 a I’huile d’immersion.

8. Résultat

A la coloration de Gram :

Bactéries Gram négatif : coloration rose
Bactéries Gram positif : coloration violette

Levures : forme ovale coloration violet
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MODE OPERATOIRE DE LA RECHERCHE DE
L’OXYDASE

1. But du test :

La recherche de I’oxydase permet :

= D’identifier le genre Neisseria spp (positif)

= De séparer les Entérobactéries (négatif) des espéces du genre Pseudomonas (positifs pour la

plupart)

=  De différencier Moraxella (positif) et Neisseira (positif) d’Acinetobacter (néqgatif)

=  De différencier Pseudomonas maltophilia (négatif) des autres Pseudomonas sp (positif)

= D’aider a ’identification d’4Aeromonas (positif), Alcaligenes (positif), Branhamella (positif) et

Yersinia (négatif).

Principe

Le test de I’oxydase est basé sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase intracellulaire. En
présence d’oxygeéne atmosphérique et de cytochrome C, cette enzyme oxyde le réactif

phénylénediamine, pour former un composé coloré en violet, I’indophénol.

L’acide ascorbique, incorporé dans le réactif, agit en tant qu’agent réducteur pour limiter I’autooxydation
et améliorer la stabilité du réactif. Cette formulation est basée sur la formule de la réactive oxydase de

Kovac.

Matériel

= QOese (en platine, plastique).

= Disques non imprégnés de diametre 6 mm.
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Condition de stockage

= Les réactifs se conservent entre 18°C et 25°C dans leur coffret jusqu’a la date de péremption. [J
Ne pas congeler.
= Conserver a I’abri de la lumicre.

= Le réactif oxydase s’auto-oxyde rapidement et perd sa sensibilité. Tout réactif partiellement
utilisé doit &tre éliminé au bout de 24 heures.

Nature de I’échantillon
L’échantillon est constitué d’une colonie isolée pour laquelle on veut détecter I’enzyme cytochrome
oxydase. Cette colonie doit étre issue d’une culture de 18 & 24 heures sur milieux de culture gélosés
solides.

Contrdéle de qualité

L’activité du réactif peut étre testée a 1’aide des souches suivantes cultivées sur géloses TrypcaseSoja(ou

Drygalski) :
O Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
[1 Escherichia coli ATCC 25922
Souche Résultats
Pseudomonas aeruginosa ATCC Positif : coloration violette
27853
Escherichia coli Négatif : pas de coloration

ATCC 25922

Réalisation du test

= Placer le flacon compte-gouttes dans le briseur d’ampoule.
= Tapoter le fond du flacon pour éliminer les bulles qui auraient pu s’y former.
= Saisir le milieu de I’ensemble flacon/briseur et appuyer doucement pour briser 1’ampoule.

= Distribuer précisément une goutte de réactif sur un disque non imprégné de diametre 6 mm. [J
Etaler la colonie sur le disque.

94



Résultat

Lecture et interprétation o L’apparition en 10 a 30 secondes d’une coloration allant de violet a
pourpre indique un test positif.

0 Des réactions tardives ou I’absence de couleur indiquent un test négatif.

La réaction d’oxydase ne doit pas étre réalisée sur des colonies obtenues sur gélose EMB ou
CHAPMAN 2, ni sur des colonies issues d’une culture de 48 heures sur des milieux gélosés
solides.

La recherche de I’oxydase ne doit pas étre effectuée sur des colonies isolées présentant une
coloration spontanée (couleur violette, rose, noire...). Dans ce cas, la lecture du test est
impossible.

L’utilisation d’un volume de réactif trop important peut entrainer des résultats faussement

négatifs. N utiliser qu'une seule goutte de réactif comme indiqué dans le mode opératoire.

Il est conseillée d’utiliser une oese ou une aiguille en platine ou en plastique pour le test de
I’oxydase. Toute trace de fer (nichrome) peut catalyser la réaction de I’oxydase et conduire a une
réaction faussement positive.

Tout réactif partiellement utilisé doit étre éliminé au bout de 12 heures.

Les genres faiblement producteurs d’oxydase comme les Pasteurella, peuvent donner des
résultats négatifs.

Des résultats faussement négatifs peuvent survenir en cas de cultures mixtes de Pseudomonas et
Neisseria. Une substance inhibitrice est produite par Pseudomonas spp. interférant avec la

production d’oxydase de Neisseria spp.

Gestion des déchets

Les réactifs non utilisés peuvent étre éliminés comme déchets non dangereux.

Eliminer les réactifs utilisés ainsi que les matériels a usage unique contaminés en suivant les procédures

relatives aux produits infectieux ou potentiellement infectieux.

Il incombe a chaque laboratoire de gérer les déchets et les effluents qu’il produit selon leur nature et leur

dangerosité, et d’en assurer (ou faire assurer) le traitement et 1’élimination selon les réglementations

applicables.
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1 —Buts
Décrire le mode de I’examen cytobactériologique des urines.

11 - Domaines et personnels concernés

Secteur de Bactériologie. Tout le personnel susceptible d’utilisé cette technique.
111 - Abréviations/Définitions

LRM : Laboratoire Rodolphe Mérieux

ECBU : Examen Cytobactériologique des Urines

BK : Bacille de Koch

E. coli : Escherichia coli

Na CI : Chlorure de potassium
ATB : Antibiogramme

MODE OPERATOIRE DE L’EXAMEN CYTOBACTERIOLOGIQUE DES URINES

1. Principe
L’examen cytobactériologique des urines permet de rechercher une infection urinaire et d’identifier

le(s) microorganisme(s) en cause.

2. Matériel
= Bocal (aérobie et anaérobie) ;
= Automate (mini APl - VITEK 2 Compact) ;
= Densitométre ;
= Vortex;
= (Cassette VITEK 2.

3. Consommables
= QOese;
= Cartes VITEK 2 Compact ;
= Cellule de numération (Kova® slide) ;

= Bandelette (3 parametres) ; [ Tube conique (10 a 20 ml) ; O Tube sec.

4. Milieu de culture

[0 Gélose URI SELECT4
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5. Etape preé analytique

5.1. Nature du prélévement

Le prélevement urinaire doit étre collecté dans un flacon stérile, et acheminé immédiatement au
laboratoire pour traitement.

Le recueil des urines est une étape essentielle qui conditionne pour une grande part la qualité et
I’interprétation de I’examen Cf. Mode opératoire du prélévement cytobactériologique des urines.

Réf. M07 ANA BAC- 029 V2

6. Analytique

Récupérer la fiche de paillasse destinée a L’ECBU contenant, toutes les informations concernant le
patient (en faisant le numéro 66 sur le CODAT informatique) puis procéder aux différentes étapes qui

suivent :

6.1. Examen macroscopique

Elle consiste a noter 1’aspect et la couleur des urines. Une urine normale est de couleur jaune et d’aspect
limpide.
Aspect : limpide, 1égérement trouble, trouble, hémorragique,

Couleur : jaune, jaune pale, jaune dore, jaune foncé, jaune claire, ambrée.

6.2. Mise en culture

Ensemencer systématiquement pour éviter toute contamination des urines :
= Homogénéiser le prélévement par agitation ;
= Porter le numéro d’identification du patient sur la gélose Uri select 4 devant recevoir

I’ensemencement ;

= Ensemencer sur une gélose Uri select 4 qui permet la numération et I’identification des

principaux germes urinaires ;
= [’ensemencement proprement dit est réalisé a ’aide d’une oese stérile calibrée a 10ul :
o Immerger ’oese dans I’urine en la tenant verticalement ; 0 Décharger le contenu de
cette oese en appuyant la boucle sur le haut de la gélose Uri select 4 ; o Tirer de ce

point une verticale jusqu’au 1/3 de la boite; 0 Sans recharger 1’oese, faire des stries

perpendiculaires serrées en partant du point de dépot jusqu’a la fin ;

o Si la technique est correctement réalisée et si le dépdt n’est pas trop important, aprés

incubation, la boite doit présenter des colonies isolées.



= Mettre la gélose Uri select 4 dans un bocal (aérobie) et laisser incuber a 37°C pendant 24h.

6.3. L’examen microscopique

= Comptage des éléments

Apres agitation délicate (pour avoir des urines homogénes), mettre 10pul d’urine dans la cellule de

Kova, laisser reposer quelques minutes et lire au microscope a 1’objectif x10 et x40 puis noter les
différents éléments rencontrés dans les urines a savoir : les leucocytes, les hématies, les cellules
épithéliales, les cristaux, les cylindres, les ceufs de Schistosomes, le Trichomonas ... [J Les images de

quelques éléments rencontrés dans les urines :
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X Les cylindres hyalins correspondent & une accumulation physiologique des protéines
d’origine tubulaire qui se moulent dans les lumiéres tubulaires. Ces cylindres, qui ne
contiennent aucune inclusion, ne sont pas pathologiques.

% Tous les autres cylindres sont pathologiques et témoignent d’une atteinte rénale
(granuleux, leucocytaires, hématiques ...).

CYLINDRES A ITEXAMEN DIRECT

Fig. 12, - Cirvus.

Fig, 1L Granuleus Fig. 14, - 1 eucocstaire,

—

Fig. 15« Hemoglobinigue, Fig. 1o, - Hématique,

[*e
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CRISTAUN A EXAMEN DIRECT

Fig. L= Aeide urtgoe (diveer © lumicre pola- Fig. 2o« Aeide urigue (diveet & lumiere pala
FIsde) risee).

< IR T
Flis N, %

. ’-h,. } th

» e - = : A 3 ;L. 0
I X< L raty, Fig, 4, « Phosphate Fig, 5.« Oxalate de cale Fig, 6, - Phosphate

amorphe, ciun. ANVNODERCO- MBS IeNCn.

Fig W . Custine, Fig, 10, - Cristany medicamenteay.
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F. Cellules ¢pithéliales
1. Celivies epithéliales pavimentsusas

Grances ce'iules rectangulaires de desguamation
{arrachées aux epithéliums Qui recouvrent les voies
el organes urinaires}.

Elles proviennent:

- de l'uretre

— ©ou du vagin.

2 Cellules de Ia vessie

Gramndes cellules souvent en 'osange, avec un nayau

bien distinet,

3. Celluizs du bassinet

Cellules de taille moyenne (comme 3 leucocytes),
granuleyses avec une sorte de Queve.

Cullules de Purétre ou du bassiner
Cellules moyennes, ovales, 4 noyau bien distinct,

Si elles sont nombreuses, accompagnées de leuco:
::y:s el de filaments, elles peuvent provenir de
urétre,

Sielles sont peu nombreuses, sans feucocytes, il
peut sagir de cellules du bassinet,

Cellutes rénules

Les callules rénales sont petites.

~ larges comme 1 a 2 leucocytes {L)

-~ 1rés granuleuses,

Le noyau y est nattement visibla, réfringemt. Elles
SONt presque toujours accompagnées de protéines
dans I'urine.

102






= Préparation du culot urinaire 0 Homogénéiser 1’urine ; 0 Remplir les 3/4 d’un tube conique a

centrifuger ; o Centrifuger 5 minutes a 35 00 tours/minute ;

Rejeter le surnageant dans le lavabo, en retournant le tube conique ;

o

o Remettre en suspension le culot en aspirant et refoulant doucement trois fois avec une
pipette ;
o Etaler le culot sur une lame portant le numéro d’identification du patient pour la
coloration de Gram Cf. Mode opératoire de la coloration de Gram.
o En suivant les regles dutilisation du microscope, observer le frottis a I’immersion
(objectif x100).
= Dosages de protéines et du glucose
Elle consiste a la recherche de la présence de protéine et de glucose dans les urines a I’aide d’une
bandelette adaptée :
= Ne pas toucher les zones réactives de la bandelette,

= La plonger dans 'urine et la retirer immédiatement en éliminant ’excés d’urine en tapotant
Iégérement la tranche de la bandelette sur le bord du récipient.

= Latenir horizontale pour éviter toute interférence avec les réactifs des plages voisines.

= Lire a I’ceil par comparaison a I’échelle colorimétrique.

= Si la lecture de la bandelette se révéle positive pour la recherche de protéine ou/et de glucose,
prendre un tube conique et transvaser une partie des urines du flacon a centrifuger a 3500 tours
pendant 5 minutes.

=  Prendre un tube sec (tube a hémolyse) sur lequel on inscrira le numéro d’identification du
patient, et y recueillir le surnageant qu’on enverra sur la paillasse de biochimie pour le dosage
des protéines et/ou glucose.

N.B : Si ’urine est hémorragique il n’est pas nécessaire de faire I’é¢tude chimique. Faire une recherche

des cristaux et des parasites (schistosome) a partie du culot urinaire entre lame et lamelle.

6.4. Lecture et interprétation

= Numération

Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, la densité des colonies présentes sur la moitié supérieure de la

gélose URISELECT 4 sera comparée a celle du schéma suivant :
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1.1 10°

Une numération <10* germes/ml correspond le plus souvent & une contamination. Toutefois, un tel

résultat doit étre interprété en fonction de la leucocyturie et du contexte clinique. Une numération >10°

germes/ml correspond probablement a une infection, a condition que le préléevement ait été

correctement réalisé.

Leucocyturie (leuco/ml)

Bactériurie (bact/ml)

Interprétation

<10/mm3 <10? Urine normale, non infectée

>10/mm3 >10° Infection urinaire, habituellement mono
microbienne, et poly microbienne chez un
porteur d’une sonde a demeure

< 10/mm3 >10? Discordance entre absence de réaction
cellulaire et bactériurie: infection débutante,
contamination, infection sur  terrain
particulier

< 10/mm3 10°a10° Contamination, prélévement incorrecte. Un
nouveau prélevement est nécessaire

>10/mm3 < 10? Leucocyturie sans germe. Infection a BK,

infection traitée par antibiotique, ou cause

non bactérienne

Tableau : Numération et interprétation des colonies sur la gélose URISELECT 4.

O Identification

Etablir le diagnostic en fonction de la couleur des colonies :
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Coloration rose . il y a présomption d’E. coli & confirmer par le test urée / indole car toutes les

colonies de coloration rose ne sont pas forcément des E. coli. On effectuera ’identification par le
Vitek 2 Compact si Indole négative car E. coli est Indole positive.

Un faible pourcentage de souches d’autres bactéries possédent une activité B galactosidase et peuvent
apparaitre de couleur rose sur ce milieu : il s’agit de souches rarement isolées au cours des infections
urinaires (Salmonella, Shigella, Streptocoque A) ou de souches pouvant étre rencontrées dans ce type
d’infections mais étant indole négative (Citrobacter, Hafnia, staphylocoques, Streptocoque B).

Un tres faible pourcentage des souches d’E. Coli présente un profil indole négative.

Coloration incolore :

Bacille & Gram négatif : faire une oxydase Cf. Mode opératoire du test de I’oxydase

0 Si P’oxydase est positive, il y a forte présomption de bactéries non fermentaires
(Pseudomonas, Bulkholderia...) ; o Si I’oxydase est négative, cas des bactéries

fermentaires(Entérobactéries).

Dans les deux cas faire une identification et I’antibiogramme par Vitek 2 Compact.
Cocci a Gram positif : faire la catalase et la coagulase Cf. Mode opératoire du test de la coagulase

Réf. M07 ANA BAC- 023 V1

Coloration bleue : réaliser un examen microscopique :

Bacille a Gram négatif : il y a forte présomption de bactérie appartenant au groupe K.E.S.C
(Klebsiella —Enterobacter — Serratia- citrobacter) ; faire une identification par 1’automate Vitek 2
Compact ou Mini Api

Cocci & Gram positif: forte présomption d’Entérocoque

Coloration brune : Forte présomption  d’une bactérie appartenant au groupe Proteus-

ProvidenciaMorganella.

Dans tous les cas de colorations, on procedera a une identification sur 1’automate Vitek 2 Compact suivi
d’un antibiogramme. Les identifications et les antibiogrammes s’accompagnent toujours d’une pureté

sur un milieu de culture en fonction du germe.

Un antibiogramme est obligatoirement réalisé si le dénombrement signe une infection urinaire et

lorsqu’on possede des colonies isolées des bactéries responsables (obtenues en 24h).

Cf. Mode opératoire d’utilisation du Vitek 2 Compact Réf. M07 ANA BAC- 019

V1 [0 Antibiogramme réalisé sur le Mini Api
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Le Mini Api nous sert a I’antibiogramme des bactéries a oxydase positive telles que Pseudomonas
aeruginosa et les streptocoques du groupe B.
= Pour Pseudomonas aeruginosa ou les Streptocoques du groupe B, prendre une carte de lecture
de Pseudomonas aeruginosa ou streptocoque sur laquelle on notera le numéro d’identification
du patient ;
= Prendre un flacon de solution de Na Cl a 0,85% ;
= Casser le bout du flacon ;
= A l’aide d’une oese prendre avec 2 a 3 colonies isolées sur la gélose ;
= Introduire I’oese dans le flacon contenant la solution de Na Cla 0,85% ;
= Frotter la partie de 1’oese sur laquelle les colonies ont été prélevées dans le flacon jusqu’a
obtenir une suspension homogene ;

= Prendre 10 pl de cette suspension qu’on introduira dans une solution ATB Médium pour
Pseudomonas aeruginosa ou 200 pl de cette suspension dans une solution ATB S Médium pour
les Streptocoques du groupe B ;
= Distribuer successivement 135 pl de cette solution qu’on va introduire dans chaque puits de la
galerie ;
= Fermer ensuite la galerie et la mettre dans un bocal qu’on laissera a incubation a 37° pendant
24h a I’étuve ;
= Le lendemain matin prendre la galerie et l’introduire dans l’automate Mini Api pour
I’antibiogramme en suivant les différentes instructions de 1’automate.
A la fin de I’identification et 1’établissement de 1’antibiogramme, on proceéde dans le cas ou on observe
des germes multi résistants au souchage des bactéries concernées :
= Salmonelles
= Staphylococcus aureus (Méthicyline, Vancomycine Résistants)
= Klebsiella pneumoniae
= E.coli
»  Pseudomonas aeruginosa... Cf. Mode opératoire de la technique de souchotheque Réf. M07
ANA BAC- 025 V2

6.5. Résultat
Préalablement noté sur la fiche de paillasse édité, celui-ci doit étre saisi dans le systeme informatique
du laboratoire.
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Si possible, communiquer le résultat au clinicien en charge du patient. Cependant seul le biologiste est a

mesure de téléphoner ou ses assistants. 6.6. Validation technique/ Critéres de repasse

La validation de 1’antibiogramme effectuée par la galerie Mini Api doit étre faite par le technicien. Si
le milieu est limpide, le germe est non résistant (sensible) a 1’antibiotique existant dans ce puit, dans le
cas ou le milieu est trouble, le germe est résistant a 1’antibiotique. Le technicien doit vérifier que le
résultat de 1’automate est conforme a celle qu’il observe sur la galerie, dans le cas contraire rectifier les

résultats de 1’automate.

6.7. Hygiéne et securité
Avant et apres les manipulations, nettoyer la paillasse avec de I’eau de Javel a 10%.
= Faire toujours les manipulations en présence d’une flamme ;
= Toujours porter des gants, des chaussures fermées et si possible un masque de protection ;

= Eviter de toucher les portails, les appareils et les microscopes avec les gants ; O Ne jamais
manger, ni boire lors des manipulations en laboratoire.
= Bien conserver a +2 - 8°C, a ’abri de la lumiére les milieux de culture et les bouillons afin

d’éviter les contaminations ;
= Eviter tout liquide inflammable aux environs de la flamme ;

= Eviter de déposer les bouteilles au bord des paillasses ;

= Se laver les mains bien et réguliérement a ’eau de Javel et au savon anti-bactéricide.

7. Post analytique
7.1. Validation biologique
Réservée au biologiste, elle s’effectue en confrontant I’ensemble des résultats avec les éléments

cliniques apportés par la discussion avec le médecin prescripteur. Elle est objectivée par la signature du

compte-rendu.

7.2. Rendu des résultats
Apreés la validation biologique les résultats sont enregistrés par le technicien ou la secrétaire dans le

registre de la section bactériologie/parasitologie et rendu sous pli fermé au médecin ou au malade.

73. Gestion des déchets
Pendant la manipulation tous les objets souillés sont plongés systématiquement dans 1’eau de javel a

12° chlorimétrique. Les objets tranchants sont jetés dans une boite de sécurité et les objets souillés non
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tranchants dans la poubelle jaune (poubelle contaminée). Tous les déchets seront éliminés apres le
travail. Cf. Procédure de tri et élimination des déchets biomédicaux Réf. P10 HYG- 002 V1

7.4.. Archivage des données

L’enregistrement, les cahiers de paillasse et les registres de laboratoire sont conservés au laboratoire.
Le systéme informatique du laboratoire permet d’archiver tous les dossiers des patients.

Annexe 6 : MODE OPERATOIRE DE L’EXAMEN CYTOBACTERIOLOGIQUE DU

LIQUIDE D’ASCITE

Rédigé le: 25/02/2005 | Par : Al Hadji SIDIBE AS Visa :
Vérifié le: 03/03/2005 | Par : Dr Louis DEWEERDT LD Visa :
Approuveé le: 04/03/2005 | Par : Fatou Traoré FAYE FTF |Visa:
Modifié le: 01/08/2013 | Par : Judicaél OUEDRAOGO JO Visa :
Vérifié le : 02/08/2016 | Par : Nana Kadidia KEITA NK | Visa:
Approuvé le: 10/08/2016 | Par : Dr Madiné TALL TOURE MTT | Visa:

Mise en application: | 08/09/2016 Version N° 2
Date de revue : 08/08/2017

Objet de la| Révision annuelle

modification:
Archivé le :

Document provisoire Document opérationnel
Exemplaires : - Classeur Assurance Qualité

- Dossier commun sur le serveur Documents
Qualité liés:
MAQ: Manuel Assurance Qualité du LRM de Bamako
P: Procédure de tri et élimination des déchets biomédicaux Réf. P10 HYG- 002 V1
MO: Mode opératoire d’utilisation du Vitek 2 Compact Réf. M07 ANA BAC- 019 V1
Mode opératoire d’utilisation du mini Api Réf. M07 ANA BAC- 014 V1
D:
E:
1 —Buts

Décrire la technique de la réalisation de ’ECB du liquide d’ascite.
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11 - Domaines et personnels concernés

Secteur de Bactériologie. Les Biologistes et tous les responsables techniques habilités a utiliser cette
technique.

111 - Abréviations/Définitions

LRM : Laboratoire Rodolphe Mérieux

ECB : Examen CytoBactériologique
1V — Références
Documents du laboratoire

V —Contenu

MODE OPERATOIRE DE L’EXAMEN
CYTOBACTERIOLOGIQUE DU LIQUIDE D’ASCITE

1. But

L’examen cytobactériologique du liquide d’ascite est essentiellement considéré ici dans le cadre des
infections des cirrhoses. Il peut y avoir également surinfection au cours d’une dissémination sanguine

bactérienne. L’ascite peut également étre le point de départ d’une bactériémie.

2. Principe
Le liquide d’ascite est une ponction faite aseptiquement au niveau de la fosse iliaque gauche, apres toilette
de la peau au savon liquide, dégraissage a 1’éther, puis désinfection avec un antiseptique fort comme
I’alcool i0dé. Le liquide est recueilli a I’aide d’une seringue puis transféré :
n Dans un tube stérile (tube sec) en vue de I’étude bactériologique,
= Dans un tube avec un anticoagulant (tube hépariné) en vue de I’examen cyto-chimique
Le prélevement doit parvenir au laboratoire accompagné de renseignements cliniques et du contact
du médecin traitant.
La possibilité de tuberculose pulmonaire, et donc la recherche du Bacille de Koch, doit toujours étre

envisagé.
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3. Matériel

= Micropipettes réglable ;
= Portoir en fer ;

= Conteneur de déchets contaminés ; O Plague chauffante.

4. Consommable

= (Gants a usage unique ;
= |Lames;

=  Embouts ; O Tubes & hémolyse ; O Cellule de kovas.

5. Réactif

= Colorant de GRAM ;

=  Bouillon (cceur-cervelle) ;

= Milieux de culture (gélose au sang frais COS et au sang cuit Chocolat) ; O Cartes Viteck 2

Compact ou galerie classique Mini Api.

6. Etape pré- analytique

6.1. Enregistrement
Informatique CODAT : code LIQ

6.2. Prélevement

Tube hépariné préférentiellement ou tube sec.

7. Etape analytique

7.1. Examen bactériologique

L’analyse bactériologique est toujours faite immédiatement.

L’examen cytologique s’effectue de préférence sur le tube hépariné.

Noter sur la fiche de paillasse des liquides de ponction : [
Identification du laboratoire,

[ La nature de la ponction.
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Aspect macroscopique Aspect du liquide : clair, trouble etc.

Gélose Cos ﬂ + gélose chocolat sous CO2.
S Si liquide purulent gélose Anaérobie.

Ensemencement des milieux de

culture Si présence de levures a I’examen direct

Sabouraud + cloramphénicol.

Numération des leucocytes et Aprés homogénéisation, faire la numeration
hématies Sur cellule de kovas. Si nécessaire, diluer dans
De I’eau physiologique.
3500 rpm pendant 5 minutes
Centrifugation Faire deux lames du culot pour

Gram et coloration MGG

U

Clair, trouble, citrin, hémolysé, xanthochromique etc.

Aspect du surnageant

1l
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Dosage des protéines totales sur le surnageant en Biochimie

Etude chimique G
comme protéine sérique.

1Ll

Examen direct Gram sur culot de centrifugation.

bactériologique

U

| | Culot de centrifugation coloré au MGG : % des PNN,

Formule

Lymphocytes, macrophages etc.

7.2. Incubation
L’incubation s’effectue a 37°C sous CO2 dans une jarre pour les géloses chocolat et sang frais et en sachet

anaérobiose une gélose au sang frais pour le cas d’un liquide purulent. Le tout porté a 1’étuve.

7.3. Lecture

La lecture des milieux est réalisée au bout de 24h puis 48h.

On procéde a D’identification de toutes les bactéries. Les germes contenus dans le liquide d’ascite
cirrhotique sont les entérobactéries et tout particulierement Escherichia coli, mais aussi

Staphylococcus aureus et plus rarement Haemophilus parainfluenzae, Moraxella spp, Neisseria
meningitidis, Pseudomonas spp, etc .

Dans le cas de la tuberculose, la recherche de Mycobacterium tuberculosis dans I’épanchement est plus

efficace .

7.4. Antibiogramme
On réalise un antibiogramme sur les germes suspects isolés en commun accord avec le Biologiste ou ses

Assistants.

N.B : Identification + antibiogramme confére mode d’utilisation du Viteck 2 Compact ou du mini Api.
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7.5. Hygiene et securité
= Ne jamais manipuler les échantillons a main nue et en absence de flamme ;
= Porter des gants a usage unique lors des manipulations ;
= Ne pas pipeter a la bouche ;
= Byviter les éclaboussures d’échantillons ou de solution les contenant ;
= Les surfaces souillées seront nettoyées par de I’eau de javel diluée a 10% ;
= Ne pas utiliser de réactifs apres la date d’expiration : cas du Viteck ou Mini API
= Ne pas mélanger des réactifs de lots différents ;

= Utiliser un cdne de distribution neuf pour chaque échantillon

7.6. Validation technique/ Criteres de repasse
La validation de I’antibiogramme effectuée par la galerie Mini Api doit étre faite par le technicien. Si le
milieu est limpide, le germe est non résistant (sensible) a I’antibiotique existant dans ce puit, dans le cas

ou le milieu est trouble, le germe est résistant a I’antibiotique.
Le technicien doit vérifier que le résultat de I’automate est conforme a celle qu’il observe sur la
galerie, dans le cas contraire rectifier les résultats de I’automate. 7.7. Résultat

Préalablement noté sur la fiche de paillasse édité, celui-ci doit étre saisi dans le systeme informatique du
laboratoire.
Si possible, communiquer le résultat au clinicien en charge du patient. Cependant seul le biologiste est a

mesure de téléphoner ou ses assistants.

8. Etape post analytique

8.1. Validation biologique
Effectuer par le biologiste, consistant a interpréter les résultats du test en tenant compte du contexte

clinique et éventuellement des résultats d’autres examens.

8.2. Rendu des résultats

Les résultats sont rendus manuellement par le technicien responsable de 1’examen sur le systéme CODAT.

8.3. Gestion des déchets
Pendant la manipulation tous les objets souillés sont plongés systématique dans I’eau de javel a 12°

chlorimétrique. Les objets tranchants sont jetés dans une boite de sécurité et les objets souillés non
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tranchants dans la poubelle jaune (poubelle contaminée). Tous les déchets seront éliminés apres le travail.

Cf. Procédure de tri et élimination des déchets biomédicaux Réf. P10 HYG- 002 V1

8.4. Archivage

L’enregistrement, les cahiers de paillasse et les registres de laboratoire (serveur électronique) sont

conservés au laboratoire.

Annexe 7 : MODE OPERATOIRE DE L’EXAMEN BACTERIOLOGIQUE DES PUS ET ABCES
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Exemplaires :

- Classeur Assurance Qualité

- Dossier commun sur le serveur Documents

Qualité liés:

MAQ: Manuel Assurance Qualité du LRM de Bamako

P:

Procédure de gestion des déchets

MO: Mode opératoire de la coloration de Gram

Mode opératoire d’utilisation du VITEK 2 COMPACT

Mode opératoire d’utilisation du mini Api

Document opérationnel
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1 —Buts
Décrire le mode de I’examen bactériologique des pus et abcés.

11 - Domaines et personnels concernés

Secteur de Bactériologie. Tout le personnel susceptible d’utiliser cette technique.
111 - Abréviations/Définitions

LRM : Laboratoire Rodolphe Mérieux

ECB : Examen Cytobactériologique

ATB : Antibiogramme
1V — Références

V —Contenu

MODE OPERATOIRE DE L’ EXAMEN

BACTERIOLOGIQUE DES PUS ET ABCES

MODE OPERATOIRE DE L’EXAMEN

1. Principe

Il s’agit d’identifier des germes pathogeénes par ensemencement sur un certain nombre de milieux de

culture spécifiques aux germes recherchés.

2. Matériel
= Microscope,
= Bec benzéne,
= Micropipettes
= Pipettes pasteur,
= Jarre (aérobie et anaérobie),
= Plague chauffante,
*  Etuve,
= Automate (mini Api - VITEK 2 Compact),
= \ortex,

= Densitométre,
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= Cassette VITEK 2 Compact.

3. Consommables
= Gants,
=  Embouts,
= Lames et lamelles,
= Tubes a hémolyse,
= Oeses,

= Cartes VITEK 2 Compact, [1 Disques pour antibiogramme, [J Sachets anaérobies.

4. Reéactifs
= Milieux de culture,
= Bouillon,
= Colorants de Gram,

= Réactif de la catalase,

= Réactif du test de I’oxydase,
= Réactif du test de coagulase, O Réactif Urée-Indole-TDA.

5. Etape preé analytique

5.1. Nature du prélévement

La nature du prélévement doit étre inscrite en renseignement clinique sur la fiche d’analyse qui
accompagne le prélevement. Le prélevement doit étre collecté soit dans un tube sec, soit par
écouvillonnage et acheminé immédiatement au laboratoire, a défaut le conserver au frais pour le

lendemain

5.2. Localisation

- Editer fiche de paillasse sur le Syslam (Systéme Informatique de Gestion du Laboratoire) en tapant

66 aprés avoir saisi le nom et le mot de passe de I’utilisateur qui est individuel.
- Choisir une imprimante (2 ou 4) au niveau de la réception, puis lancement et terminer par sortir. Sur

la fiche récupérée, notifier le type de prélévement dans la liste DA a savoir :
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cutané oreille droite | narine droite | plaie cathéter
oreille gauche

lait maternel narine gauche |ulcére escarre

squames ceil droit lingual péri anal sécrétion

ongle il gauche gingival gland

nasal buccal gorge pus

-Préciser si le prélévement est soit effectué au laboratoire, soit transmis ou soit apporté dans la liste DC.
Les listes DE, DG, DI, DJA, DJB sont a ignorer.

6. Etape analytique

6.1. Protocole de I’analyse

Porter les milieux de culture (Gélose au sang — Drygalski — Chapman- Sabouraud — Mueller
Hinton) a I’étuve pour séchage cing (05) minutes environ,

Préparer si possible une suspension a I’aide de Api Medium (si prélévement par écouvillonnage),
Identifier un tube a hémolyse contenant un bouillon de cceur-cervelle et y ajouter deux a trois
gouttes de la suspension réalisée si la plaie est profonde,

Si le préléevement est dans un tube utiliser directement le prélévement.

6.1.2. Examen direct

Sur une lame, réaliser un étalement du prélévement
Sécher la lame sur la plague chauffante préalablement régler a 50 °C,
Passer a la coloration Gram Cf. Mode opératoire de la coloration de Gram. Réf. M07 ANA

BAC- 021 V1

N.B : Attention ne pas dépasser cette température au risque de déformer les germes.

1.3. Culture

Les différents milieux de culture sont ensemencés en fonction du Gram lu :
0 Gélose au sang (COS), incubée a 37°C sous CO2, o Gélose chocolat,
incubée a 37°C sous CO2, o0 Gélose au sang, incubée a 37°C en

anaérobiose,
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o Drygalski, incubé en aérobiose (si bacilles au Gram
négatif), o Chapman, incubé en aérobiose,
o) Sabouraud, incubé en aérobiose (en fonction du
prélevement), o CAN 2, incubé en aérobiose, 0 Mueller Hinton,
incubé en aérobiose, 0 Bouillon cceur cervelle.
= Porter le tout a I’étuve pendant 24 heures.
NB : si les germes ne poussent pas sur les différents milieux de culture citées ci-dessus avec un nombre
élevé de leucocytes, penser a la recherche de BAAR.
6.1.4. Lecture et interprétation
= |dentifier et faire les antibiogrammes sur les colonies suspectes
= Silaculture est stérile aprés 24 heures d’incubation, ré incuber les géloses au sang sous CO2
pendant 48 heures,
En présence d’un Bacille Gram négatif :
- Lactose positive, faire I’identification et ’antibiogramme
- Lactose négative, faire le test a I’oxydase puis réaliser simultanément une identification et un
antibiogramme en fonction du résultat du test,
= En présence d’un Cocci Gram positif, catalase négative type Streptocoque, faire le Slidex
Strepto-plus et étudier en fonction du contexte clinique (par exemple : la détermination du
Streptococcus pneumo par le test d’optochine, Cf. mode opératoire du test a I’optochine),
= En présence d’un Cocci Gram positif, catalase positive, mannitol positif, faire la coagulase puis
passer a I’antibiogramme en cas de positivité,
= Sila coagulase est négative discuter avec le biologiste ou ses assistants et étudier toujours en
fonction du contexte clinique,
= En présence des levures, identifier et faire I’antifongigramme,
= Pour d’autres morphologies, discuter avec le biologiste ou ses assistants.
Les identifications et les antibiogrammes s’accompagnent toujours d’une pureté sur milieu de culture :
Pour d’éventuel cas de souchage (Bacilles Multi résistants, Staphylocoques Méthicyline résistants et

Vancomycine résistants...).
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6.1.5. Interprétation des antibiogrammes

Lorsqu’elle est réalisée a partir des disques sur milieu Mulleur Hinton ou sur milieu COS,
I’interprétation se fera par mesure des différentes CMI tout en se référant sur les recommandations

du comité de I’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie (Edition de Janvier 2007).

Lorsqu’elle est faite par le biais des galeries ATB sur mini API, une relecture a 1’ceil nu est

préconisée apres celle de I’appareil afin d’étre siir des résultats donnés par 1’appareil.

Si I’antibiogramme est réalisé sur le VITEK 2 Compact, un systéme d’expertise incorporé a la
base de données permet une interprétation plus détaillée des types de résistances. Devant une
suspicion de présence d’une Béta lactamase a spectre ¢élargie (BLSE) faire la recherche sur milieu
MH avec les antibiotiques suivants : AMC au centre, CTX de c6té et CZ de coté également

permettant d’obtenir un bouchon de champagne.

6.2. Validation technique/ Critéres de repasse

Ceux-ci sont réservés au technicien qui apprécie la pureté des colonies a travers les galeries API et celles

des ATB. Si un contaminant est observé, purifier de nouveau a partir de la pureté pour une bonne

identification et un bon antibiogramme.

6.3. Hygiéne et securité

Avant et apres les manipulations, nettoyer la paillasse avec de ’eau de javel a 10 %

Toujours manipuler en présence d’une flamme

Toujours porter des gants, des chaussures fermées si possible un masque de protection

Eviter de toucher les portails, les appareils et les microscopes avec les gants O Ne jamais manger
ni boire lors des manipulations en laboratoire

Bien ranger les milieux de culture et les bouillons afin d’éviter les contaminations

Eviter tout liquide inflammable aux environs de la flamme

Eviter de déposer les bouteilles au bord des paillasses

Se laver les mains réguliérement a I’eau de javel et au savon anti-bactéricide.
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7. Etape post analytique
1.2 7.1. Validation biologique

Réservé au biologiste ou ses assistants. Elle s’effectue en confrontant 1’ensemble des résultats avec les
éléments cliniques apportés par la discussion avec le médecin prescripteur. Elle est objectivée par la

signature du compte-rendu.

7.2. Rendu des résultats
Préalablement noté sur la fiche de paillasse éditée sur le systéme informatique CODAT, saisir les résultats.
Si possible téléphoner le résultat au clinicien en charge du patient. Cependant seul le biologiste ou ses

assistants sont @ mesure de téléphoner.

7.3. Gestion des déchets
Vider a chaque fin de journée les boites de pétri utilisées datant de deux jours et les sachets poubelle qui
doivent étre bien scotchées et déportées a 1’arriére du laboratoire dans les grands fiits déposés pour la

circonstance. Cf. Procédure de tri et élimination des déchets biomédicaux. Réf. P10 HYG- 002 V1

7.4. Archivage des données
Les dossiers en fin d’étude doivent étre mis dans un carton ou est inscrite la période d’utilisation et une
fois remplie le transférer au magasin ou une étagere est prévue pour les archives. Le systéme informatique

du laboratoire archive aussi tous les dossiers des patients.
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la Faculté, des conseillers de 1’Ordre des

Pharmaciens, et de mes condisciples :

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur

témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur enseignement ;

D’exercer dans I’intérét de la Santé Publique ma profession avec conscience et de
respecter non seulement la législation en vigueur, mais aussi les régles de

I’honneur, de la probité et du désintéressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa

dignité humaine ;

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour

corrompre les meeurs et favoriser les actes criminels ;
Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle & mes promesses ;
Que je sois couvert d’opprobres et méprisé de mes confréres si j’y manque !

Je le jure!
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