Fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD du CHU Gabriel TOURE de 2002 a 2007

Liste des sigles et abréviations

= ADH : Arginine-Dihydrolase ;
= API : Analytic Profil Index ;
= BGN : Bacille Gram Négatif ;
= BGP : Bacille Gram Positif ;

D

= CHU : Centre Hospitalier Universitair

= Cocco BGN : Cocco Bacille Gram Negatif ;
= CGPch : Cocci Gram Positif en Chaine ;

= CGPgr : Cocci Gram Positif en Grappe ;

= CGPpr : Cocci Gram Positif en Paire ;

= CVD : Center for Vaccine Development ;

= DCGN : Diplocogue Gram Négatif ;

= LDC : Lysine-Décarboxylase ;

= ODC : Ornithine- Décarboxylase ;

= ONPG : Orthonitrophényl-B-D- Gelactopyranoside ;
= RM : Rouge de Méthyle ;

= TDA : Thyptoplane- Desaminase ;

= TTR: Tetrathionate- Reductase ;

= VP : Voges-Proskauer ;
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1. INTRODUCTION :

Les infections microbiennes occupent actuellement la premiere place dans les
pathologies médicales. Malgré les efforts déployes pour endiguer ce fléau, les
maladies infectieuses continuent de poser d’énormes problémes de santé publique.
[1].

Les infecti

ons a Klebsiella sont généralement des infections nosocomiales suite a des actes
chirurgicaux lourds, de la pose de cathéter, de dialyse. Elles surviennent surtout chez
les débilités (cancéreux, cirrhotiques, diabétiques, vieillards et nourrissons.). Les
septicémies a Klebsiella sont de pronostic sévere. [2].

Les Klebsiella sont des bactéries tres répandues dans la nature (I’eau, le sol, les
vegétaux, la flore fécale des animaux), sur la peau, les muqueuses et surtout les voies
respiratoires supérieures de I’homme provoquant ainsi des pneumonies mortelles

c’est pourquoi Friedlander les a appelé pneumobacille. [3].

Les Klebsiella provoquent aussi des infections urinaires, biliaire et des épidemies de
gastro-entérite infantile chez I’lhnomme. Mais aussi chez les animaux, on les isole
d’infections diverses notamment des mastites des bovidés, de métrite des juments.
[2].

Bien qu’étant une bactérie commensale de I’homme ; Klebsiella fait partie des
bactéries multi résistantes. [4].

Elle résiste a la majorité des antibiotiques utilisés et rend ainsi difficile le traitement.
Ceci pose un probleme de santé publique car la population touchée est fragile
(cancereux, cirrhotiques, diabétiques, vieillards et nourrissons), surtout avec la
problématique du VIH (Virus de I’lmmunodéficience Humaine).Selon I’OMS le
nombre de personne vivant avec le VIH s’éleve a 33,4 millions, 2 millions de

personnes sont décedées. Les maladies associées au sida restent une premiere cause
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dans le monde et devraient en outre continuer d’étre dans les prochaines décenies, un
facteur significatif au plan mondial de la mortalité precose (Organisation Mondiale

de la Sante 2008). C’est pourquoi nous nous sommes fixés les objectifs suivants :
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OBJECTIF GENERAL :
Etudier la fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD
-MALI du CHU Gabriel TOURE.

OBJECTIFS SPECIFIQUES :
1- Déterminer la fréquence d’isolement des Klebsiella au sein du laboratoire de
bactériologie CVD -MALI du CHU Gabriel TOURE.
2- Déterminer les caractéristiques socio- démographiques des patients atteints
d’infection a Klebsiella au service de pédiatrie de I’hopital Gabriel TOURE.
3- Déterminer le devenir immediat des patients.
4- Dégager le profil antibiotique du genre Klebsiella.

5- Déterminer la place de Klebsiella dans les infections nosocomiales.
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2. GENERALITES SUR LE GENRE KLEBSIELLA :
2.1. Dénomination :
Le nom Klebsiella provient du nom du bacteriologiste Klebs, 1877 et I’espece type

dénommée « pneumobacille » par Friedlander qui I’a décrit comme agent de

pneumonies mortelles pendant la période 1882- 1884. [5].

2.2. Classification et écologie :

On distingue sept espéces : Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
ozaenae, Klebsiella rhinoscleromatis, Klebsiella planticola, Klebsiella terrigena,
Klebsiella ornitholytica. [6].

Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca sont répandues dans la nature, on peut
les isoler de I’eau, de végétaux, d’aliments divers. Ces deux espéces sont rencontrées
dans la flore fécale de 30 a 40 pour 100 des animaux sauvages ou domestiques et de
I’homme ; elles végétent sur la peau, les muqueuses et les voies respiratoires
supérieures. Klebsiella ozaenae et Klebsiella rhinoscleromatis ne sont pratiquement
isolées que de I’arbre respiratoire de I’homme. [3].

Le portage digestif de Klebsiella est plus important chez les malades hospitalisés que
dans la population normale. Sur les mains du personnel et sur les objets de
I’environnement dans les services hospitaliers, la présence de Klebsiella est tres
fréquente. La transmission des Klebsiella d’un malade a I’autre est habituellement
manuelle. Des épidémies hospitaliéres dues a des souches multirésistantes peuvent
étre observées. [6].

Deux nouvelles especes de Klebsiella, phénétiquement proches de

Klebsiella pneumoniae mais appartenant a des groupes d’homologie de I’ADN
distincts, ont été individualisées en 1981 : Klebsiella planticola (syn. Klebsiella
trevisanii) et Klebsiella terrigena. On les trouve dans les eaux de surface, les eaux

usees, les effluents industriels (papeteries scieries, minoteries) le sol, les végétaux,
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les aliments, mais elles ne sont qu’exceptionnellement isolées chez I’homme et les
animaux.

Enterobacter aerogenes s’apparente avec I’ensemble de ses caractéres phénétiques et
génomiques a Klebsiella pneumoniae, si bien que certains bactériologistes I’ont
dénommeé Klebsiella mobilis. Les deux appellations : Enterobacter aerogenes et

Klebsiella mobilis sont légales et la méme souche-type leur est assignée. [3].

2.3. Caracteres bactériologiques :

2.3.1. Morphologie :

Les Klebsiella sont des bacilles a Gram negatif (coloration bipolaire fréquente),
toujours immaobiles, de dimensions comparables a celles de Escherichia coli, trés
souvent encapsulés. Cette capsule de nature polysaccharidique contient des acides
hexuroniques (acides glycuronique et galacturonique), et de 2 a 4 sucres (galactose,
glucose, mannose, fucose, rhamnose). La taille des capsules va en croissant de
Klebsiella oxytoca (20 a 25p.100 de souches non capsulées) a

Klebsiella pneumoniae (5p.100 environ de souches non capsulées), et surtout a
Klebsiella ozaenae et Klebsiella rhinoscleromatis qui possédent de volumineuses
capsules. La culture sur milieu sucré, tel que le milieu hypersaccharosé de Worfel-
Ferguson favorise la formation de capsules ; au contraire, I’évolution vers des formes
non capsulées peut étre obtenue par croissance en bouillon bilié a 50p.100. [2].

Les Klebsiella ont un poids moléculaire d’environ 3,36.109 daltons. [7].

2.3.2. Caractéres culturaux :

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

d’un diamétre de 3a4 mm en 18 - 24 h a 37°C. La croissance de Klebsiella ozaenae
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et Klebsiella rhinoscleromatis sur les mémes milieux est quelquefois plus lente (48
h), leurs colonies sont alors volumineuses, bombées, muqueuses, translucides, avec
tendance a la confluence.

Des milieux sélectifs ont été proposés pour I’isolement des Klebsiella lors
d’épidémies hospitaliéres ou pour la numération de leurs colonies en bactériologie
alimentaire : milieu « MacConkey- inositol- carbénicilline » (croissance possible des
Serratia), milieu synthétique de Bruce et coll. Au citrate- L- ornithine- raffinose-
rouge de phénol, pH 5,6, milieu synthétique de Wong et coll. Au lactose-KNO;-
rouge neutre- cristal violet, milieu synthétique de Van Kregten et coll. au citrate-
inositol.

En milieu liquide (bouillon nutritif, eau peptonée), la culture est rapide (quelques
heures) a 30° et 37°C pour Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca avec parfois
dépdt muqueux et collerette visqueuse en surface. A 10°C, seules se développent
Klebsiella terrigena, Klebsiella planticola et 60 p. 100 des souches de Klebsiella
oxytoca.

A la différence des autres especes de Klebsiella, plus de 90 p.100 des souches de
Klebsiella pneumoniae croissent a 44°C en bouillon lactosé bilié vert brillant et plus
de 80 p. 100 en fermentant le lactose avec production de gaz (test des « coliformes

fécaux » positif).

2.3.3. Caracteres biochimiques :

2.3.3.1. Caracteres biochimiques de I’espece- type de Klebsiella pneumoniae :
Klebsiella pneumoniae peut étre définie comme une Entérobactérie immobile, VP
+, RM -, uréase + lentement (uréase moins active que celle des Proteus), ONPG +,
B-xylosidase +, H,S -, indole -, désaminase oxydative -, LDC +, ODC -, lipase,
DNase et gélatinase -, KCN +, fermentant de nombreux substrats glucidiques avec

production de gaz, utilisant le citrate de Simmons et le malonate.
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2.3.3.2. Caracteres biochimiques différentiels des especes du genre Klebsiella :
Klebsiella oxytoca se differencie de Klebsiella pneumoniae par la production
constante d’indole ; environ 80 pour 100 des souches possedent de plus une
gélatinase d’activité modérée, 20 pour 100 une TTR. Toutes les souches de
Klebsiella oxytoca fermentent le sorbose.

Klebsiella ozaenae et Klebsiella rhinoscleromatis, outre le caractére VP -, sont
moins glucidolytiques que les deux espéces précédentes. Klebsiella ozaenae n’utilise
jamais le malonate. Klebsiella rhinoscleromatis est caractérisée par une stricte

auxotrophie, I’absence de production de gaz et une activité biochimique réduite.

2.3.3.3. Caracteres différentiels de Klebsiella planticola, Klebsiella terrigena :
Espéeces psychrophiles de I’environnement, Klebsiella pneumoniae et Klebsiella

oxytoca sont indiqués dans le tableau 17-XI.

2.3.3.4. Schéma de biotypes de Klebsiella :
Dans le genre Klebsiella, les fermentations du dulcitol, du sorbose, le catabolisme
du d- tartrate, secondairement les fermentations du rhamnose et de I’adonitol
permettent de définir des biotypes (tableau 17-XI1). Ces biotypes peuvent servir de
marqueurs épidémiologiques.
Variétés urease négative (uréase —) de Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca
Certaines souches de Klebsiella pneumoniae et de Klebsiella oxytoca peuvent
paraitre « uréase — » apres 24 heures a 37°C si on utilise des cultures sur gélose
nutritive et un milieu reactif a I’'urée du type Ferguson (par exemple, milieu « urée-
indole »). Chez plus de la moitié de ces souches, I’uréase peut &tre mise en évidence
en quelques heures, lorsqu’elles ont été cultivées sur des milieux contenant des
sucres fermentescibles (milieu de Hajna ou milieu hypersaccharosé de Worfel-

Ferguson) : la fermentation des glucides, en acidifiant les milieux de culture,
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favorise la synthese de I’uréase par les Klebsiella. L’autre moitié de ces souches,
effectivement dépourvues d’uréase, acidifie pour une raison inconnue le milieu

« urée-indole », dont I’indicateur vire au jaune citrin.

2.3.4. Caracteres antigéniques :

Les Klebsiella possédent des antigénes O (somatiques), et K (capsulaires).

La recherche des antigénes O présente peu d’intérét pratique, en raison de leur
nombre réduit (13 antigénes O différents) et de la difficulté de leur détermination par
suite du caractére thermostable des antigenes capsulaires K.

La recherche des antigenes K est indispensable a toute enquéte épidemiologique. Ils
sont recherches par agglutination sur lame ou en tubes, ou encore par la réaction de
Neufeld dite du « gonflement » de la capsule (opacification de la capsule résultant
d’une réaction antigene-anticorps) (fig. 17-8b-c). Le typage antigénique capsulaire
peut aussi étre effectué par immunofluorescence indirecte a pH 9, par immuno-
électrophorese a contre courant, par coagglutination de la souche de Cowan de
Staphylococcus aureus enrobée d’anticorps anticapsulaire, par agglutination de
particules de latex sensibilisees.

Il existe 77 types capsulaires, soit K1 a K72, K74, K79 a 82. Klebsiella pneumoniae
et Klebsiella oxytoca se distribuent selon un grand nombre de type capsulaire.
Klebsiella ozaenae appartient géneralement au type 4, plus rarement aux types 1, 5,
6, 22. Klebsiella rhinoscleromatis uniquement au type 3.

Il existe des communautés antigeniques K entre Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli et d’autres entérobacteries quand elles

sont capsulées. [2].
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2.4. Génétique :
Certaines souches de Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca hébergent des
plasmides qui possedent des genes (nif) qui leur permettent de fixer I’azote

atmosphérique. Ces plasmides peuvent étre transférés a Escherichia coli K12.

2.5. Physiopathologie :

2.5.1. Facteurs de virulence :

La taille des capsules et leur spécificité (type antigénique capsulaire) sont des
facteurs de pathogeénicité. Les capsules protegent les bactéries contre la phagocytose,
contre I’action bacteéricide du serum ; elles s’opposent a la pénétration des
antibiotiques.

La virulence pour la souris est corrélée avec la présence d’un plasmide portant le
géene codant pour le sidérophore aérobactine et le récepteur du complexe fer ferrique-
aerobactine.

Les pili (fimbriae), grace a leur propriété d’adhésion, jouent eux aussi un role dans la
pathogenese des affections urinaires.

Il possede une endotoxine comme avec Escherichia coli. [8].

2.5.2. Pouvoir pathogene naturel :

Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca sont principalement isolées chez
I’homme de bronchopneumopathies, aigués et subaigués (en particulier Klebsiella
pneumoniae types capsulaires let 2) et d’infections urinaires, secondairement
d’infections hépatoveésiculaires, de pus divers, d’infections péritonéales post-
opératoires. Les septicémies a Klebsiella sont de pronostic sévere ; elles surviennent
chez des malades débilités (cancéreux, cirrhotiques, diabétiques, vieillards et
nourrissons) ; elles ont souvent pour point de départ une infection urinaire (cas le

plus fréquent), respiratoire ou biliaire. L’infection par Klebsiella peut survenir a la
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suite d’une dialyse peéritoneale ou de la pose d’un cathéter. Le r6le pathogéne de
Klebsiella pneumoniae dans I’étiologie de quelques epidemies de gastro-entérite
infantile a pu étre évoqué lorsque la flore des selles diarrhéique était, avant tout
traitement, composée a plus de 80% de Klebsiella pneumoniae appartenant chez tous
les malades au méme type capsulaire ; ce role est cependant controversé.

Chez les animaux, on les isole d’infections diverses : mastite des bovidés, métrite
des juments due en particulier aux types capsulaires K1, K2 et K30, qui seraient
responsables d’avortement.

Klebsiella ozaenae n’est retrouvée pratiquement que dans les prélevements
rhinopharyngeés. On n’a, toutefois, pas de preuve qu’elle est I’agent étiologique de
I’0zene.

Klebsiella rhinoscleromatis, isolé du méme type de prélévement chez des malades
provenant d’Afrique du Nord, d’Afrique Centrale et de I’Est européen, possede un
pouvoir pathogéne comparable a celui de Klebsiella ozaenae Ces deux espéces sont

strictement adaptées a I’lhomme.

2.5.3. Pouvoir pathogene expérimental :

Seul Klebsiella pneumoniae de type capsulaire 1 et 2 sont pathogéne pour I’animal :
souris par voie intrapéritonéale (DLsg : 10 bactéries, pour les souches les plus
pathogénes), rat par instillation intranasale ou par aérosol, singe « écureuil » Saimiri
sciureus inoculé par voie intra-trachéale. Klebsiella ozaenae type capsulaire 4 est

pathogéne pour la souris par voie intrapéritoniale (DLsg : 500 bactéries).
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2.6. Controdle de I’infection :

2.6.1. Epidémiologie :

Les types antigéniques capsulaires et les biovars sont des marqueurs
épidémiologiques les plus employés ; leur combinaison permet de définir des

« variétés » de Klebsiella. Les profils de résistance aux antibiotiques peuvent étre
utilisés ; les phagovars et les colicinovars sont moins souvent recherchés. Les
enguétes meneées en milieu hospitalier ont montré que le génie épidémique des
Klebsiella est limité. 1l est habituel que dans un méme service plusieurs variétés de
Klebsiella coexistent. L’existence de flambée épidémique a Klebsiella est exclue,

celle de petits foyers est possible.

2.6.2. Traitement :

La plupart des souches produisent des pénicillinases .En effet les Klebsiella
possedent une résistance naturelle a I’ampicilline et a la carbénicilline (chez les
nouveau-nes et nourrissons soumis a un traitement a I’ampicilline, le nombre des
Escherichia coli diminue dans les selles, celui des Klebsiella et Enterobacter
cloacae augmente) mais elles restent en général sensibles aux céphalosporines.
Parmi les antibiotiques les plus actifs, on peut citer la colistine, I’acide nalidixique et
les dérives du furane (infections urinaires), I’association triméthoprime-
sulfaméthoxazole, certains aminosides (gentamicine), les quinolones, les
céphalosporines de troisieme génération ou la ticarcilline convenablement choisis.
Des vaccins associant plusieurs polysaccharides capsulaires ou constitués du
polysaccharide K1, exempt de lipopolysaccharide ont été prepares. [2].

La prophylaxie repose sur les mesures de prévention des infections nosocomiales et

idéalement I’éradication des réservoirs hospitaliers. [8].
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2.7. ROle des Klebsiella et autres entérobactéries dans les infections
nosocomiales :

2.7.1. Ecologie :

D’une fagon générale, ces entérobactéries liees a I’hospitalisme sont présentes dans
la nature en particulier dans le tube digestif et les cavités naturelles des animaux et
de I’lhomme. Il existe aussi des bactéries du méme type dans I’environnement ou
elles peuvent proliférer sur des zones riches en humus ou en debris végétaux. D’un
point de vue médical, les habitats les plus importants de ces entérobactéries sont les
services ou a lieu une activité médicale lourde et complexe (réanimation, chirurgie,

urologie, etc.).

Escherichia (H) Shigella

Klebsiella (H) Enterobacter (H) Hafnia Serratia (H)
Proteus Morganella (H) Providencia (H)
Salmonella

Citrobacter (H)

Yersinia

Tableau 1 : Les entérobactéries frequemment observées en clinique.
Les bactéries plut6t responsables d’infections en milieu hospitalier sont notées (H).
Escherichia coli est a la fois fréquent chez des sujets suivis en médecine de

proximité et en milieu hospitalier. Les Hafnia sont rares.

2.7. 2. Pathogénie :
Les tableaux infectieux sont essentiellement des tableaux en liaison avec I’activité de
soin. On observe ainsi des infections urinaires dues a la prescription et a la mise en

place de sonde urinaires dans de mauvaises conditions d’hygiene. De méme, les

Thése de Pharmacie Mme KONE Koumba DIALLO 27



Fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD du CHU Gabriel TOURE de 2002 a 2007

septicémies dues a la pose de cathéters sont particulierement fréquentes. On connait
aussi les surinfections respiratoires des sujets soumis a une respiration artificielle et
des surinfections extrémement variées suivant des actes chirurgicaux. Certaines
entérobactéries peuvent étre responsables d’infections sans liaison avec I’hdpital.
C’est le cas de Klebsiella qui est responsable d’infections pulmonaires (d’ou le nom
de Klebsiella pneumoniae).

Ces infections surviennent le plus souvent chez des sujets atteints de bronchite
chronigue mais Klebsiella pneumoniae est beaucoup moins fréquente que
Streptococcus pneumoniae ou Haemophilus influenzae. Proteus mirabilis est

retrouve aussi comme responsable d’infections urinaires en pratique de proximite.

2.7.3. Epidémiologie et prévention des infections nosocomiales :

Certaines entérobactéries sont responsables d’infections particulierement bien
caractérisées ; on les identifie a des bactéries pathogénes spécifiques. Ces bactéries
ne se retrouvent pas a I’état commensal, a I’exception des suites d’infection, ni dans
les milieux extérieurs ou leur présence n’est que transitoire. D’autres entérobactéries
appartenant a la flore digestive normale de I’Homme et des animaux peuvent devenir
pathogénes dans certaines conditions. Ainsi, une intervention chirurgicale sur
I”intestin peut contaminer les tissus et donner des infections secondaires a cette
pratique chirurgicale ; I’utilisation large d’antibiotiques peut sélectionner certaines
entérobactéries qui exprimeront dans ces conditions un pouvoir pathogene
jusqu’alors beaucoup plus limité ;de nombreuses infections iatrogenes a
entérobactéries sont dues a des défauts d’asepsie permettant la transmission a partir
d’un milieu contaminé ou d’un malade soit par les pratiques médicales ou
chirurgicales,soit par le personnel (voie manuportée). Les entérobactéries sont donc

des germes trés importants de I’infection nosocomiale.
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La prévention de I’infection a entérobactéries est différente selon qu’il s’agit
d’entérobactéries pathogenes opportunistes, agents d’infections hospitalieres, ou de
bactéries pathogenes spécifiques. Dans le premier cas, la limitation des
contaminations est obtenue par de bonnes pratiques d’hygiene, par I’isolement

éventuel des patients porteurs et par une maitrise de I’utilisation des antibiotiques.

[9].
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3. METHODOLOGIE :
3.1. Le Cadre d'étude :

Notre étude a été réalisée dans le laboratoire de I'HOpital Gabriel TOURE situe dans
le centre commercial de Bamako. En 1959, I’ancien Dispensaire Central de Bamako
sacrifice d’un jeune Soudanais stagiaire en médecine mort lors d’une épidémie de
peste, maladie qu’il contracta au cours de son stage en 1934. L’Hdpital Gabriel
1992, doté de la personnalité morale et de I’autonomie de gestion. L’Hépital Gabriel
TOURE est I’un des onze (11) Etablissements Publics a caractere Hospitalier (EPH)
institués par la loi n° 94-009 du 22 mars 1994 modifiee par la loi n°02-048 du 12
juillet 2002 portant creation du Centre Hospitalier Universitaire (CHU). 1l comprend
une salle d'hematologie, une salle de biochimie, une salle pour les prélevements et la
parasitologie, une salle de stérilisation équipée d'autoclaves et de fours, une salle de
garde et un bureau du chef de service. En Février 2002 une partie du laboratoire a été
ameénagée pour les activités de bactériologie et équipée en conséquence avec:

- 2 hottes a flux laminaire avec incinérateur électrique pour la stérilisation des anses;
- 3 automates d'hémocultures BACTEC® 9050 ;

- 1 incubateur a CO, pour les bactéries aéro- anaérobies ;

- 1 incubateur sans CO, pour les bactéries aérobies, les antibiogrammes et les
galeries d'identification APl 20 E ;

- 1 centrifugeuse ;

- 1 congélateur de — 80° C pour la conservation des souches bactériennes ;

- 1 congélateur de — 20° C pour la conservation des disques d'antibiotiques, des
disques d'identification (Optochine, Bacitracine ) des facteurs de croissance des
Haemophilus ; des reactifs de sérogroupage des Salmonella ;

- 2 réfrigérateurs pour la conservation des milieux de culture et des réactifs ;
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-1 micro- ordinateur avec un systéeme de communication a Internet;

- 1 microscope Olympus CX31;

- 1 néphelometre Mc Ferland pour la mesure de turbidité en vue des antibiogrammes
conformément a la méthode de Kirby Bauer ;

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

Le personnel comprend :

- 1(un) pharmacien biologiste ;

- des pharmaciens ;

- des faisant fonction d’internes ;

- des techniciens supérieurs de laboratoire;

- des techniciens de laboratoire, repartis entre les différentes sections de biologie;
dont deux de la section de bactériologie ont bénéficié d'un stage de formation a
Baltimore (USA) ;

- Un technicien de surface;

Les activités de bactériologie dans le cadre de la recherche sont supervisées par un
Professeur de bactériologie- virologie responsable de I'Institut National de Recherche
en Santé Publique (INRSP).

3.2. L'étude :

3.2.1. Type d'étude :

Il s'agit d’une étude rétro- prospective portant sur des resultats bacteriologiques
enregistreés sur cing ans et une étude prospective longitidinale sur un an se rapportant
aux resultats bacteriologiques de produits biologiques realisé sur notre site d’étude.
Apres avoir obtenu un consentement éclairé ou assentiment, une hémoculture est
réalisée chez chacun des enfants vu en ambulatoire ou hospitalisé dans le service de

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

articulaire, tissulaire, cérébral et osseux) est réalise.

3.2.2. Duree de I'étude :
L'étude a éte réalisée sur une période de six ans : de 2002 a 2007, couvrant toutes les

saisons y comprises : la saison fraiche,la saison séche et la saison pluvieuse.

3.2.3. Critéres d'Eligibilité :

3.2.3.1. Criteres d'inclusion :

Les produits biologiques analysés venaient de sujets repondant aux critéres suivants:
- Etre 4gé de moins de 17 ans ;

- Etre hospitalisé dans le service de pédiatrie ou vu en ambulatoire du Centre
Hospitalier Universitaire Gabriel TOURE ;

- Avoir une température corporelle >39° C a I'admission et/ou avoir une "Suspicion
d'Infection Bactérienne Invasive" (SIBI) ;

- Le consentement eclairé des parents est obligatoire pour tous les enfants inclus

dans I’étude et en plus I’assentiment des enfants de 13 a 16 ans est sollicité.

3.2.3.2. Critéres de non- inclusion :

Ne prennent pas part a cette I'étude :

- Le nouveau- né malade n'ayant jamais quitté le CHU Gabriel TOURE depuis sa
naissance ;

- L'enfant agé de 13 a 16 ans incapable ou refusant de donner tout assentiment pas a
cause de la gravité de sa maladie ;

- L'incapacité ou refus du parent ou de I'accompagnateur du patient a donner un

consentement.
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3.3. Aspects étiques de I’étude :

3.3.1. Consentement des malades :

Des assistants de recherche sont formés a la méthodologie de I’étude,
particulierement a I’obtention du consentement éclairé et a I’inclusion du malade
dans I’étude. Ils travaillent en collaboration avec le tri et les salles de consultation du
service de Pédiatrie du CHU Gabriel TOURE pendant la durée de I’étude. Chaque
pédiatre a a ses cotés un assistant de recherche qui est chargé de vérifier les critéres
d’inclusions, d’expliguer les modalités de I’étude, les objectifs, les risques et les
bénefices pour I’enfant a la famille et\ou au malade et d’obtenir le consentement

éclaire du patient avant I’inclusion.

3.3.2. Respect des références bibliographiques :
Les textes des références bibliographigues n’ont pas fait I’objet de modifications. La
propriété intellectuelle des auteurs de nos références bibliographiques a été

respectée.

3.4. La réception des prélevements(produits biologiques) au laboratoire

Les prélevements(produits biologiques) étaient faits de :d” hémocultures, de
LCR(Liquide Céphalo- Rachidien), de liquide articulaire, pleural, sous cutané
,péritoneal et musculaire, de pus et d’abces cérébral.

Dans le cadre de la démarche qualité, et pour une bonne tracabilité, les prélevements
recus au laboratoire sont inscris dans les registres de laboratoire et saisis sur support
informatique. Il existe 4 registres :

-1 registre pour I’enregistrement des hémocultures ;

- 1 registre pour I’enregistrement des LCR ;

-1 registre pour I’enregistrement des autres prélevements (liquide articulaire, liquide

pleural, liquide sous cutané ) ;
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-1 registre pour la goutte épaisse ;

Chaque registre comprend :

-une partie des renseignements sur le patient (nom et prénoms, sexe, age, résidence)
- une partie de donnees des résultats préliminaires comportant les résultats des tests
d’agglutination sur le LCR direct, les résultats du comptage en cellule de KOVA des
GB et GR du LCR.

Les resultats de la coloration de Gram sur le LCR direct, sur les autres prélevements
et sur les flacons de BACTEC® des hémocultures positives, sont systématiquement
portes dans le registre ;

- une partie comportant le résultat définitif des cultures du LCR, des hémocultures et
des autres liquides et enfin le résultat de I’antibiogramme des souches de bactéries

isolées.

3.5. Présentation de la méthode d’hémoculture :

L'appareil " BACTEC®9050 de chez Becton Dickinson Microbiology Systems,
Sparks, Md." et d'autres automates d’hémoculture comme le "BacT- ALERT 3D
Combination de chez bioMérieux", utilisent des méthodes de détection des flacons
positifs basées sur différentes mesures du CO,. Les microorganismes présents dans
les bouteilles BACTEC® libérent du CO, qui réagit avec un colorant présent dans le
capteur de I'appareil. Ceci module la quantité de lumiére qui est absorbée par un
composant fluorescent du capteur. Les détecteurs photosensibles de I'instrument
mesurent l'intensité de la fluorescence, laquelle correspond a la quantité de CO,
libérée par les microorganismes. La mesure est ensuite interprétée par le systeme en
fonction des paramétres de positivités pré- programmés. [10].

Le systeme "BacT- ALERT 3D Combination” fonctionne grace a une technologie
colorimétrique développée par bioMérieux, la croissance des microorganismes dans

chaque flacon est constamment surveillée par un réflectomeétre tres sensible. Tout
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changement de statut des flacons est enregistré par un signal sonore et visuel comme
pour le BACTEC®. [11].

La capacité de I'automate BACTEC®9050 est de 50 flacons. Celle de "BacT-
ALERT 3D Combination" est de 120 flacons. Chez chacun de ces fabricants il existe
d'autres automates de grande capacite.

Un volume de 2-5 ml de sang est prélevé sur le patient et injecté directement dans
chaque flacon d'hémoculture qui est saisis dés que possible dans I'appareil pour
garantir son efficacité. 1l s'agit d'une innovation par rapport a I'némoculture classique

qui demande un volume de 10 ml de sang.

Le BACTEC® 9050 fonctionne par un systéeme d'agitation continue des flacons
versus intermittent des BACTEC® des séries de grande capacité (BACTEC® 9120
et BACTEC®9240). [12].

figure 1 : BACTEC® 9050.

Les bouillons de culture.

Il existe 5 types de flacons BACTEC® :
BD BACTEC ™ PLUS/F.
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Ces milieux de culture contiennent des résines qui neutralisent une grande variétée
d’antibiotiques et permettent d’améliorer la mise en evidence des germes chez les
patients sous antibiothérapie.

BD BACTEC ™ Lytic/10 Anaerobic/F.

Ce milieu contient un agent lytique qui permet de détecter plus rapidement des
organismes en partie phagocytés par les leucocytes.

BD BACTEC ™ MYCOSIS-IC/F.

Ce milieu fongique facilite la mise en évidence de levures qui peuvent étre masquées
par la prolifération bactérienne dans la culture.

BD BACTEC ™MYCO/F LYTIC.

Ce milieu 7H9 supplémente a été spécialement développé pour la détection des
mycobactéries, levures et champignons dans le sang. Il contient un agent lytique qui
permet de détecter plus rapidement des organismes en partie phagocytés.

BD BACTEC "™ PEDS PLUSIF.

Ce milieu concu pour les échantillons de faible volume permet d’optimiser la
détection des germes pathogénes courant chez les enfants.

Ce flacon BD BACTEC ™ PEDS PLUS /F étant utilisé pour sa conception a la
détection des germes pathogénes courants chez les enfants, ceci exclut d'autres
pathogénes dont la détection est assurée par les autres types de flacons BACTEC®.
[13].
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figure 2 : Le flacon BD Bactec™ PEDS PLUS /F.
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Le flacon BD Bactec™ PEDS PLUS /F a été utilisé pour sa conception & la détection
des germes pathogenes courants chez les enfants, ceci exclut d'autres pathogénes

dont la détection est assurée par les autres types de flacons BACTEC®.

Composition du bouillon BACTEC® 9050

Avant analyse, les flacons de culture BACTEC PEDS PLUS/F contiennent les
réactifs suivants :

Liste des composants :

(Les pourcentages correspondent au poids par rapport au volume)

Eau traitee 40 ml
Bouillon digéré de soja- caseine 2,75 %
Extrait de levure 0,25 %
Digestion de tissu animal 0,10 %
Pyruvate de sodium 0,10 %
Dextrose 0,06 %
Sucrose 0,08 %
Hémine 0,0005 %
Méladione 0,00005 %

Polyanéthol Sulfonate de Sodium (PSS) 0,020 %
Chlorhydrate de pyridoxal (vitamine B6) 0,001 %
Résine absorbante non ionigque 10,0 %

Résine échangeuse de cations 0,60 %

Thése de Pharmacie Mme KONE Koumba DIALLO 38



Fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD du CHU Gabriel TOURE de 2002 a 2007

3.6. Protocole de techniques des hemocultures positives : [13].
Les procédures suivantes sont suivies lorsque le BACTEC® 9050 indique que
I'némoculture est positive :
1. la bouteille du BACTEC® 9050 est retirée de I'appareil. Sa capsule en plastique
est désinfectée avec de l'alcool, ensuite une aiguille de subculture est insérée a
travers la capsule et immédiatement aprés nous préparons une coloration de Gram
ainsi qu'une subculture de I'échantillon de sang en utilisant les milieux suivants selon
le cas :
> Boite de gélose au sang de cheval ou de mouton ;
> Boite de gélose Mac Conkey ;
> Boite de gélose chocolat ;
Sont écrits sur chaque boite le numéro du BACTEC®; ou le numéro d’identification
GDH (Global Digital Health), les initiales du patient ainsi que la date ;
2. Reporter tous les résultats sur la fiche de travail ;
3. Procéder a la lecture de la coloration de Gram :
> Si aucun microorganisme n'est détecté sur la lame de coloration,
remettre la bouteille dans le BACTEC® 9050. Ceci devrait étre fait le plus t6t
possible dans les 3 heures qui suivent la sortie du flacon. Dans les 3 heures, le
flacon de BACTEC® doit étre subcultivé sur la boite de gélose au sang, la boite
de gelose Mac Conkey et la boite de gélose chocolat. Les boites et la bouteille
sont incubées et observées pendant une durée de 5 jours (a compter de
I'incubation de la bouteille). La bouteille est encore subcultivée si au bout de ces
5 jours aucun microorganisme n‘a toujours pas été identifié ;
> Si des microorganismes sont détectés, ne plus remettre la bouteille dans
le Bactec 9050. Reporter sur la fiche de travail les résultats de la coloration de
Gram (par exemple : CGPgr, CGPpr, CGPch, BGP, BGN, Cocco BGN, DCGN,

Levures...) ;
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4. le service de pédiatrie est informé du resultat positif de la coloration de Gram ;

5. lorsque des cocci Gram-positif en paires ou en chainettes sont observés, placer un
disque de Bacitracine (A) et un disque d'Optochine (P) sur la gélose au sang de la
subculture ;

6. les boites contenant les subcultures sont placées dans I'incubateur a CO,.

Si la coloration de Gram est positive, la bouteille est incubée avec les Boites ;

7. lorsqu'une croissance est observée, reporter sur la fiche de travail les références
des boites dans lesquelles des colonies ont été observées. Faire une coloration de
Gram sur ces colonies et reporter les résultats sur la fiche de travail. S'il existe
plusieurs genres de colonies, l'aspect de chaque colonie bactérienne est aussi reporte;
8. dans les cas ou des cocci Gram-positif sont observés, se référer a I'organigramme
de travail comme suit :

a). enregistrer les résultats des tests des disques Optochine et de Bacitracine ainsi
que le test de la catalase ;

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

c). lorsque le micro- organisme est catalase- négatif, béta- hémolytique, et
Bacitracine positif (inhibé par la Bacitracine), enregistrer le micro- organisme
comme étant Streptococcus Groupe A ;

d). au cas ou le test a la Bacitracine ou a la catalase est flou, faire un PYR test. Si le
PYR test est positif, enregistrer le micro-organisme comme étant Streptococcus
groupe A ;

e). dans le cas ou le micro- organisme est catalase négatif, béta- hémolytique, et

Bacitracine négatif, faire les tests d'agglutination des streptocoques des groupes A et
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B. Enregistrer le micro- organisme comme étant Streptococcus béta- hémolytique de
groupe A, de groupe B ou non groupable ;
). quand le micro- organisme est catalase négative, Optochine positif (inhibé par le
disque Optochine) et diplocoque Gram-positif, I’enregistrer comme étant
Streptococcus pneumoniae. Si le test Optochine est négatif ou non concluant, faire
un test de «bile solubility». Si ce test de solubilité par la bile est positif, enregistrer le
micro-organisme comme étant Streptococcus pneumoniae ;
g). lorsque le micro- organisme ressemble au Streptococcus (catalase négative, cocci
Gram-positif en chainette), mais négatif au test du disque Optochine et négatif au
test de solubilité par la bile, effectuer le PYR test ;
h). au cas ou le résultat du PYR test est positif, enregistrer le micro- organisme
comme étant Enterococcus species. Si le résultat du PYR test est negatif, enregistrer
le micro-organisme comme étant Streptococcus alpha ou gamma hémolytique selon
la réaction d’hémolyse ;
9. quand le micro- organisme est un bacille Gram-positif, aucun test additionnel n'est
effectué, enregistrer seulement «Bacille Gram- Positif» ;
10. si des bactéries Gram-négatif sont observées, la référence est faite a
I'organigramme ainsi qu'il suit :
> Si le micro-organisme pousse sur la gélose au sang et la gélose Mac
Conkey faire un test d’oxydase et inoculer une galerie API 20 E. Les
Enterobacteriaceae (tels que Escherichia, Salmonella, Shigella) sont oxydase-
négatifs ; les Vibrio et les Pseudomonas sont oxydase positive. Si les
microorganismes isolés sont identifiés comme etant Salmonella, Shigella ou
Vibrio, confirmer le résultat par un test de sérotypage. Enregistrer le résultat de
ces différents tests ;
> Si le micro-organisme ne pousse que sur la gélose au sang de cheval ou

de mouton et sur la gélose chocolat mais ne pousse pas sur la gélose Mac
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Conkey et est diplocoque Gram-négatif, Neisseria meningitidis pourrait étre
suspecte. Il faudra faire un test d'oxydase. Si I'identification préliminaire
indique Neisseria meningitidis, le confirmer par un test de sérotypage ;
> Si le micro-organisme ne pousse que sur la gélose au sang de cheval ou
de mouton et sur la gélose chocolat mais pas sur la gélose Mac Conkey et se
présente comme de petits bacilles Gram-négatif, nous pouvons suspecter
Haemophilus influenzae. Faire un test d'oxydase et un test des facteurs X et V.
Si I'identification indique Haemophilus influenzae, le confirmer par un test de
sérotypage ;

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

d'antibiotiques selon Kirby- Bauer ;

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

patient de I'identification finale.

3.7. Protocole et méthode de travail des cultures du LCR et des autres liquides
biologiques. [13].

Les procédures suivantes sont suivies pour le traitement et I'examen
cytobactériologique du liquide céphalo-rachidien.

3.7.1. Traitement des préléevements de LCR :

Les prélevements sont recus au laboratoire dans des tubes stériles et sont
immédiatement identifiés puis enregistrés dans le registre de laboratoire.

Le reste du travail se fera sous une hotte a flux laminaire.

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

1. Nous identifions les boites de gélose ainsi que la lame pour le frottis(le numero
d’enregistrement, le type de prélevement, la date de travail et les initiales du patient

sont écrits) ;
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2. Nous déposons sur les géloses au sang de cheval et ou chocolat 2 a 3 gouttes de
LCR puis les boites de gélose sont refermeées. Nous laissons imbiber la gélose par le
LCR pendant quelques minutes ;

3. Une goutte de LCR est déposeée sur une lame propre en vue de confectionner un
frottis;

4. Apres avoir laissé sécher le frottis, il est fixé par "chauffage” de la lame a
I'incinérateur de la hotte pendant 5 secondes au maximum ;

5. Comptage cellulaire du LCR ;

Nous remplissons I'némocytomeétre de LCR (cellule de Kova) qui est ensuite laissé
au repos pendant 2 a 3 min pour le comptage cellulaire ; Le comptage se fait au
microscope optique, nous examinons avec objectifs x10 pour la mise au point a
I’aide de la vis macro métrique et la qualité de I’image améliorée a I’aide de la vis
micrométrigue.

Nous comptons les éléments sur I’ensemble de la cellule a I’objectif x 40 au cas ou
les éléments figurés sont peu nombreux, dans le cas ou les éléments sont nombreux
et pratiqguement identiques dans les cases de la grille, nous choisissons une case dans
laguelle nous comptons les éléments et nous les multiplions par 81 pour obtenir le

nombre d’éléments (hématies et ou leucocytes) par mm°.

NB : Ne compter que les cellules situées a I’intérieur des traits de la grille.

Méthode de calcul alternatif : Faire la moyenne des cellules comptées par petits
carrés et multiplier par 81 pour obtenir le nombre de cellules par mm®;

6. Nous revenons pour ensemencer les 2 a 3 gouttes de LCR prealablement déposées
sur la gélose au sang de cheval ou de mouton et la gélose chocolat. Les boites sont

ensuite mises dans I’incubateur a CO» en les renversant ;
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7. Nous réalisons les tests d'agglutination sur le LCR direct avec le sérum latex

Pastorex meningitis kit ou le serum latex Slidex méningitis sont ensuite realisés

selon la disponibilité, dont le principe est le suivant :

Les réactifs sont constitués de particules de latex sensibilisées par des antiserums

spécifiques, permettent, par une technique d'agglutination rapide sur carte, de

détecter I'antigéne correspondant dans le préléevement.

Le coffret de Slidex méningitis contient les réactifs suivants :

- réactif R1 :
- réactif R2 :
- réactif R3 :
- réactif R4 :
- réactif R5 :
- réactif R6 :
type b. [14].

Latex Haemophilus influenzae type b.

Latex Streptococcus pneumoniae.

Latex Neisseria meningitidis groupe A.

Latex Neisseria meningitidis groupe B/ Escherichia coli K1.
Latex Neisseria meningitidis groupe C.

Controle Positif, extrait antigénique de : Haemophilus influenzae.

Le coffret de Pastorex meningitis kit contient les réactifs suivants :

-réactif R1 :
-réactif R2 :
-réactif R3 :
-réactif R4 :

-réactif R5

Neisseria meningitidis groupe B/ Escherichia coli K1.
Neisseria meningitidis groupe B/ Escherichia coli K1 contr6le négatif.
Haemophilus influenzae type b.

Streptococcus pneumoniae.

. Streptococcus groupe B.
-réactif R6 :
-réactif R7 :
-réactif R8 :
-réactif R9 :

Neisseria meningitidis groupe A.
Neisseria meningitidis groupe C.
Neisseria meningitidis groupe Y/W135.

Controle polyvalent negatif.

-réactif R10 : Contrdle polyvalent positif. [15]

8. Nous procédons a la coloration de Gram ;
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Les autres liquides biologiques (liquide pleural, liquide péricardique, liquide
articulaire) sont traites comme le LCR.
9. Le reste du préléevement de LCR est gardé au laboratoire sur la paillasse de travail

pendant 5 jours.

Les résultats suivants doivent étre notifiés au service de pédiatrie dans les deux
heures qui suivent la réception du prélévement au laboratoire, il s'agit :

- du résultat de la coloration de Gram ;

- du résultat du comptage cellulaire ;

- du résultat des tests d'agglutination.

Nous préparons "une fiche de travail LCR" pour y enregistrer le nom du patient, le
numeéro de dossier ou le numéro de GDH et la date du prélevement. Tous les
résultats des tests sont enregistrés sur cette fiche de travail et saisis sur le support

informatique.

3.7.2. Protocole de travail de la Culture du LCR :

1. Les géloses au sang et au chocolat sont examinées tous les jours pendant 5 jours et
les résultats sont enregistrés sur la fiche de travail et saisis sur le support
informatique.

2. Si une colonie bactérienne est observée sur les geloses, une coloration de Gram est
effectuée. Les résultats de la coloration de Gram ainsi que la description des colonies
sont enregistrés sur la fiche de travail.

Le service de pédiatrie est informé de la positivité de la culture du LCR.

3. Nous suivons les procédures d'identification pour les cultures positives.
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3.8. Techniques utilisées pour I'identification des bactéries :

3.8.1. Coloration de Gram :

Principe :

La coloration de Gram est la coloration la plus importante dans le laboratoire de
microbiologie. Les bactéries peuvent étre divisées en micro-organismes Gram-
positif et en micro-organismes Gram-négatif. Les bactéries Gram positif retiennent la
coloration violette du Violet de Gentiane (ou du Cristal Violet) et ont une teinte
bleue au microscope.

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

C'est parce que la coloration de Gram est tres importante, qu'elle doit étre accomplie
avec le plus grand soin.

Matériels et réactifs utilisés :

- Microscope binoculaire avec objectifs 10 et 100 ;

- Huile a immersion ;

- Coffret de colorants de Gram contenant ;

- Violet de gentiane ou cristal violet ;

- Solution de lugol ;

- Solution de décolorant alcool acétone ;

- Safranine ou fuschine basique ;

- Lames porte- objet ;

- Portoir de lame ;

- Crayon de papier ;

- Papier buvard ;

- Flacon d'eau distillée ;

-Bac de coloration.
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Procédure de la coloration :

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

3. Lorsque la lame est complétement séchée, la tenir contre I'incinérateur jusqu'a ce
qu'elle soit tiede sans étre brllante au toucher ;

4. Recouvrir le frottis de lame avec le Violet de gentiane pendant 30 a 40 secondes
5. Verser le surplus de la solution de Violet de gentiane et rincer la lame avec un jet
d'eau faible et ensuite égoutter I'exces d'eau. Utiliser un faible jet d'eau pour laver la
lame, sinon le spécimen se détache de la lame ;

6. Recouvrir le frottis avec la solution lode- iodure (Solution de Lugol) pendant 30 a
40 secondes ;

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

8. Goutte a goutte la solution de décolorant alcool acétone est versée sur la lame de
maniere a recouvrir entierement le frottis ;

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

Note : Si la solution alcool- acétone reste trop longtemps sur la lame, les micro-
organismes Gram-positif pourraient apparaitre comme Gram-négatif.

10. Recouvrir le frottis avec la solution de safranine (ou la fuschine basique) pendant
60 secondes (2 fois plus longtemps que les autres étapes) ;

11. Verser la safranine qui, une minute plutard est rincée en tenant la lame sous un
faible jet d'eau, I'exces d'eau est égoutté. Prudemment, sécher la lame avec du papier

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

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

Par exemple :

Cocci Gram-positif en grappes = Staphylocoques.

Note : Aucun cocci Gram négatif en grappes n'existe, ainsi les cellules qui
apparaissent Gram négatif sont probablement des cocci Gram-positif qui ont éte
décolorés trop longtemps.

Cocci Gram-positif en chainettes = Streptocoques.

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

Cocci Gram-positif en paires = Streptococcus pneumoniae ou Enterococcus.

Note : Ces cocci sont allongés et attachés par leur bout.

Bacilles Gram- positif : egale plusieurs micro-organismes.

Note : Il existe plusieurs bacilles a Gram positif comprenant Corynebacterium,
Lactobacillus, Propionibacterium.

Cocci Gram-négatif en paires = Neisseria

Note : Les cocci Gram-neégatif les plus connus sont arrangés en pair (diplocoques) et
attachés par leur c6té. lls ressemblent a des grains de café.

Bacilles Gram-négatif = Plusieurs micro-organismes.
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Note : Il existe plusieurs bacilles Gram-négatif comprenant Klebsiella,

Haemophilus, Escherichia, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Vibrio, etc.

3.9. Tests biochimiques et métaboliques :

3.9.1. Oxydase :

Principe :

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

Matériels et réactifs utilisés :

Papier buvard

Anse

Réactif d’oxydase : Phénylene- diamine

Procedure :

-Avec un ecouvillon stérile prendre une a deux colonies de bactéries bien isolées
dans une boite de gélose (Ne pas utiliser une gélose MacConkey)

- Placer une a deux gouttes d’oxydase sur I’écouvillon.

Interprétation :

Réaction positive = développement d’une couleur violette dans un intervalle de 10
a 30 secondes.

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

développer.
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Contréle de Qualité :

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

- Un test d’oxydase ne peut pas étre réalisé avec des colonies de bacteéries isolées sur
une gélose MacConkey parce que les colorations dans la gélose pourraient causer

une réaction faussement positive.

3.9.2. Galeries classiques pour entérobacteries :

3.9.2.1. Testa ’ONPG :

Principe :

Bien que certaines bactéries possedent une enzyme intracellulaire (E) capable de
scinder la molécule de lactose en galactose et glucose (sucre fermenté par toutes les
entérobactéries), comme par exemple la béta galactosidase (en abregé p gal) ; elles
ne fermentent pas ou fermentent tardivement le lactose.

Chez les bactéries, une autre enzyme (P) (perméase par exemple la galactoside
perméase), qui permet la pénétration du lactose dans la cellule bactérienne, est
absente ou n’est pas fonctionnelle.

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

Il présente un grand intérét diagnostic : comme le lactose, I’ONPG (=
Orthonitrophényl — p — galactopyranoside) compose incolore, est scindé par
I’enzyme (E) en libérant de I’orthonitrophénol soluble en jaune.

Klebsiella est ONPG positive.
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3.9.2.2. Recherche de I’uréase :

Principe :

L’urease est mise en évidence au moyen du milieu «urée indole » ; milieu
synthétique utilisé pour rechercher simultanément I’urease, le tryptophane —
désaminase (TDA) et la production d’indol.

Dans ce milieu tamponné, les bactéries qui possedent une urease suffisamment
active, transforment I’urée en carbonate d’ammonium, selon la réaction :

CO (NH,), + 2H,0 (urease) _(NH,4), CO;

Il en résulte une alcalinisation du milieu dans des délais plus ou moins rapides.

3.9.2.3. Recherche de I’indole.

Principe :

Certaines bactéries possedent une tryptophanase, capable de scinder la molécule de
tryptophane en donnant de I’indole suivant la réaction :

A partir de la culture en eau peptonée ou de suspension bactérienne en milieu « uree
— indole » ; qui fermentent toutes deux du tryptophane, on peut rechercher la
production d’indole a I’aide du réactif de Kovacs (anneau rouge).

La présence d’indole est relevée par un anneau rouge en surface.

3.9.2.4. Recherche du thiosulfate- réductase (production de H,S) :

Principe :

Cette enzyme permet de réduire S,03; ~ en S™. L’anion S peut étre relevé grace a la
coloration noire de certains sulfures métalliques : sulfure de fer (milieu Hajna-

Kligler), sulfure de plomb (gélose au sous — acétate de plomb).
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3.9.2.5. Réaction de VVoges- Proskauer :

Principe :

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

La présence de ces deux composés est décelée par la réaction de VP : en milieu
fortement alcalin, ils sont oxydés en diacétyl : CH; CO — COCHys, qui réagit avec le
groupement guanidine des peptones pour produire un complexe de couleur rose
rouge cerise ; I’alpha — naphtol accélére cette réaction colorée. D’une fagon générale,
les produits de degradation obtenus par les bactéries qui possedent cette voie
métabolique, présentent une réaction peu acide (virage au jaune du rouge de
méthyle : RM").

3.9.2.6. Milieu synthétique au citrate de Simmons :

Principe :

Le milieu au citrate de Simmons est un milieu minéral synthétique tamponné avec
comme source d’azote un sel d’ammonium et comme source unique de carbone et
d’énergie du citrate, dont I’utilisation en aérobiose par certaines bactéries se traduit
par leur croissance et I’alcalisation du milieu. Les entérobactéries, qui exigent des
facteurs de croissance (auxotrophes, par exemple : Salmonella Typhi et les Shigella),

ne peuvent pas pousser sur ce milieu.

3.9.2.7. Recherche des décarboxylases et dihydrolase (LDC, ODC, ADH).
Principe : Les décarboxylases sont des enzymes qui décarboxylent les acides aminés

en formant I’amine correspondante avec dégagement de CO,,
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Les decarboxylases présentant un intérét taxonomique sont :

- la lysine — décarboxylase ou LDC (lysine — cadavérine) ;

- I’ornithine — décarboxylase ou ODC (ornithine putrescine) ;

- I’arginine — décarboxylase et dihydrolase ou RDH (arginine — agmatine et
ornithine). [16]

Le milieu de Hajna-Kligler :

Le milieu de Hajna-Kligler est un milieu complexe, qui permet la recherche de
plusieurs caractéres biochimiques. 1l est tres utilisé dans I'identification des
Enterobactéries.

Milieu urée — indole :

- Milieu urée — indole On utilise ce milieu pour mettre en évidence la décomposition

de I’urée (présence d’urease).

3.10. Galerie API 20E:

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

dans un incubateur en aérobiose, et ensuite interprétés.
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3.11. Test de Sensibilite des antibiotiques : Méthode de diffusion des disques
d'antibiotiques selon Kirby- Bauer.

Ce procedé définit I'utilisation de la méthode de diffusion des disques d'antibiotiques
in vitro selon Kirby- Bauer. Pour tester la sensibilité, d'importants isolats en clinique.
Les résultats de cet examen peuvent aider les médecins dans la sélection de
I'antibiotique approprié pour la thérapie.

Principe :

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

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

précis.

3.12. Conservation des cultures pures :

Les laboratoires de bactériologie ont le desir et le souci de conserver les cultures des
differentes espéces bacteriennes isolées. Ces cultures servent de souches de
référence. Elles sont fréquemment utilisées pour lI'enseignement, le contréle ou pour
la recherche. L'intérét de se référer a des souches standard est devenu si évident que

des organisations nationales ou internationales se sont créées a cet effet. Leur but est
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le maintien en cultures pures des microorganismes tels que les levures, les
champignons inférieurs, les bacteéries, les rickettsies et les virus. L'une des plus
celebres est I'«American Type Culture Collection» (ATCC) située a Rockville aux
Etats-Unis. En Angleterre, la plus connue est la «National Collection of Type
Cultures» (NCTC). En France, la plus importante est celle de I'Institut Pasteur de
Paris. Lorsqu'une nouvelle espece est isolée, il est recommandé de I'envoyer dans
plusieurs de ces collections internationales pour la faire connaitre.

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

1. La dessiccation du milieu est évitée en bouchant soigneusement I'orifice des tubes
de culture ou mieux en les scellant au chalumeau.

2. La culture est conservée a I'abri de la lumiere a la température du laboratoire
dans les meilleures conditions ou au réfrigérateur (+ 4°C).

3. Le milieu de culture est dans le cas le plus général une gélose nutritive inclinée,
ensemenceée en plusieurs points ou une gélose nutritive en culot, ensemencée par
pigdre centrale.

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

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

Deux parameétres importants parmi d'autres conditionnent sa mise en ceuvre : le choix

de la température et surtout la vitesse d'abaissement a la température choisie.
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Pour conserver dans les meilleures conditions les structures cellulaires, il convient de
les congeler a la température la plus basse et d'y parvenir dans les délais les plus
brefs.

Les souches sont conservées dans un congélateur de - 90°C a - 65° C.

Chaque souche porte une étiquette d’identification.

EBT/D
N° B-P
N°DetGl
| P/E,

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

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

| P /E; : initiale du patient /Etude 2. [7] ; [14].
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4. PRESENTATION DES RESULTATS :

Les resultats sont saisis sur Microsoft Word, vu la petite taille de notre échantillon

nous avons fait une étude descriptive.

4.1. Résultats globaux :

De 2002 a 2007 nous avons effectué 16878 prélevements d’hémocultures dont 3505

sont positifs soit 21 %. Pendant la méme période 6126 prélevements de LCR ont été
analysés dont 1917 sont positifs soit 31. Il a été réalisé pendant la méme période 397
prélevements d’autres liquides biologiques (articulaire, péritonéal, musculaire, sous-
cutané, pleural, abceés cérébral etc.) dont 216 sont positifs soit 54 %.

Le nombre total de Klebsiella isolé est de 43.

Autres liquides
biologiques;
397

LCR;
6126

>~ Hémocultures;

16878

figure 3 : Répartition selon le type de prélevement.
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4.2. Présentation des résultats sociodemographiques.

Tableau 2 : Répartition des Klebsiella selon I’age, le sexe, la résidence et le

Devenir.

N° Ordre Age sexe Date Résidence | Devenir
1 120Mois M 05/03/2002 | CIV Décédé
2 1Mois F 04/07/2002 | Kati Inconnu
3 1Mois F 23/11/2002 |C VI Décédé
4 164Mois M 13/12/2002 | C | Inconnu
5 1Mois F 26/02/2003 | Kati Amélioré
6 1Mois M 12/04/2003 | Koulikoro | Amélioré
7 60Mois M 15/04/2003 | C IV Amélioré
8 6Mois M 18/04/2003 | C 1l Inconnu
9 12Mois 2 04/09/2003 |C I Inconnu
10 24Mois M 29/10/2003 |C IV Inconnu
11 13Jours M 13/04/2004 | C VI Décédé
12 6 Jours M 19/04/2004 | C 1l Amélioré
13 1Mois M 08/08/2004 | C VI Décédé
14 6 Jours M 20/10/2004 | Kati Inconnu
15 24Mois F 21/11/2004 |C IV Amélioré
16 2 Jours M 08/12/2004 |C | Inconnu
17 15Mois F 04/06/2005 |C I Inconnu
18 29Mois M 06/07/2005 | C llI Décédé
19 18Mois F 04/08/2005 |C IV Décédé
20 18Mois F 25/09/2005 |C V Amélioré
2 12Mois M 15/10/2005 | C VI Amélioré
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N° Ordre Age sexe Date Résidence| Devenir
22 14 Jours |M 24/05/2006 | Koulikoro |Décédé
23 27 Jours |F 11/07/2006 | C IV Amélioré
24 2Mois M 10/082006 |C I Décédé
25 4 Jours M 21/09/2006 |C | Décéde
26 24 Jours |M 07/01/2007 |C IV Décéde
27 8Mois F 05/05/2007 | C 1l Décédé
28 19Mois F 18/06/2007 | C II Décédé
29 2Mois M 10/09/2007 |C IlI Décédé
30 8Mois M 24/09/2007 |C IlI Amélioré
31 1Mois F 04/07/2002 |C | Inconnu
32 24Mois F 04/08/2002 | C VI Seéquelles
33 3Mois M 02/05/2003 |C | Inconnu
34 5Mois F 27/05/2003 |C IV Amélioré
35 2 Jours M 19/04/2004 | C VI Amélioré
36 2Mois F 10/09/2007 |C IlI Décédé
37 144Mois |M 17/05/2002 | Koulikoro | Amélioré
38 96Mois F 26/10/2002 | Koulikoro | Amélioré
39 1Mois M 11/12/2002 | C | Inconnu
40 96Mois M 11/01/2003 | C VI Amélioré
41 108Mois |F 24/02/2005 |C | Inconnu
42 96Mois M 28/03/2007 |[C V Amélioré
43 4Mois F 10/07/2002 | C IV Amélioré
KHI =2,71 ddl =2 P=0,25
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Tableau 3 : Répartition des patients en fonction du sexe.

Le sex ratio est en faveur du sexe masculin soit 1,4.

O Masculin
B Féminin

%
50% = Total

21%

figure 4 : Répartition des patients en fonction du sexe.
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Tableau 4 : Répartition des enfants en fonction de I’age.

Ages Nombre %
0a28jours (nouveau- nés) 9 20,94
29 jours a 3 ans (nourrissons) 26 60,46
4 ans a 5 ans (petit- enfants) 1 2,32
6 ans a 14 ans (enfants) 7 16,28
TOTAL 43 100

Tous les patients sont des enfants, la tranche d’age des nourrissons (de 1 mois a

3 ans) est la plus infectée.
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Tableau 5 : Répartition des enfants en fonction de leur devenir.

Devenir Nombre %
Améliorés 16 37,21
Guéri avec séquelles 1 2,32
Inconnu 12 27,91
Décédés 14 32,56
TOTAL 43 100
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Devenir

16
141
121
101
Nombre 8

O Devenir

Décede  Améliore  Inconnu  Séquelles

figure 5 : Répartition des enfants en fonction de leur devenir.
32,56% des patients sont décedés, 37,21% d’amélioration et 27,91% de disparus.
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Tableau 6 : Répartition des cas selon la résidence et I’année.

Résidences Cl Cll |CIIl | CIV | CV | CVI | Kati | Koulikoro
Annees
2002 03 00 |00 |02 |00 |02 |01 |02
2003 01 01 (01 |03 |00 (01 |01 |O1
2004 01 00 |01 |01 |00 |03 |01 |00
2005 01 01 |01 |01 |01 |01 |00 |00
2006 01 01 |00 |01 |00 |00 |00 |01
2007 00 01 |04 |01 |01 |00 |00 |00
Total 7 4 7 9 2 7 3 4
La commune IV est la plus touchée suivie des communes I, 111 et VI,
4.3. Etude bactériologique des prélevements :
4.3.1. Fréquence des germes isolés :
Thése de Pharmacie Mme KONE Koumba DIALLO 64



Fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD du CHU Gabriel TOURE de 2002 a 2007

Tableau 6 : Résultats des hémocultures.

DESIGNATIONS ANNEES Total | %
2002 2003 2004 2005 2006 2007
Total 1978 1672 1843 4097 4375 2913 16878 100
Résultats négatifs 1471 1182 1328 3329 3639 2424 13373 79
Résultats positifs 507 490 515 768 736 489 3505 21
Nature des germes isolés
Streptococcus pneumoniae 78 100 115 178 221 153 845 5.00
Haemophilus influenzae type b 12 99 122 148 96 42 519 3.07
Salmonella enterica 60 48 39 28 52 45 272 1.61
Salmonella Typhi 56 20 13 50 25 16 180 1.06
Staphylococcus aureus 23 29 27 49 38 11 177 1.04
Escherichia coli 17 08 17 28 23 11 104 0.61
Salmonella paratyphi B 16 11 06 46 45 25 149 0.88
Klebsiella pneumoniae 03 03 05 04 04 05 24 0.14
Pseudomonas aeruginosa 03 06 02 02 05 01 19 0.11
Neisseria meningitidis W135 02 08 01 00 00 00 11 0.06
Streptococcus non hémolytique 03 06 01 00 00 00 10 0.05
Neisseria meningitidis groupe A 01 04 04 02 09 13 33 0.19
Streptococcus B hémolytique groupe A | 03 02 03 02 03 02 15 0.09
Enterococcus 01 01 05 03 03 01 14 0.08
Streptococcus groupe B 04 01 01 00 00 00 06 0.03
Morganella morganii 01 02 02 02 00 00 07 0.04
Citrobacter species 02 01 01 00 01 00 05 0.03
Citrobacter freundii 02 00 02 02 02 02 10 0.05
Haemophilus parainfluenzae 01 01 01 00 00 00 03 0.02
Salmonella arizonae 01 01 01 00 00 00 03 0.02
Salmonella paratyphi A 01 01 01 02 02 04 11 0.06
Pseudomonas putida 00 01 01 00 01 00 03 0.02
Salmonella paratyphi C 01 00 01 02 01 02 07 0.04
Enterobacter cloacae 01 01 00 04 04 00 10 0.05
Neisseria meningitidis groupe C 00 00 01 00 00 00 01 0.006
Flavobacterium meningosepticum 00 00 01 01 00 01 03 0.02
Proteus mirabilis 01 00 00 01 00 00 02 0.01
Acinetobacter baumanni 00 00 00 01 00 00 01 0.06
Acinobacter calcovar 00 00 00 02 01 02 05 0.03
Serratia liguefaciens 00 00 00 00 01 00 01 0.006
Flavobacter odoratum 00 00 00 00 02 00 02 0.01
Aeromonas spp 00 00 00 00 01 00 01 0.006
Klebsiella oxytoca 01 01 00 01 00 00 03 0.02
Klebsiella ornitholytica 00 00 01 00 00 00 01 0.006
Shigella spp 00 00 00 01 01 00 02 0.01
Streptococcus spp 00 00 00 02 02 00 04 0.02
Enterobacter sakazakii 01 00 00 00 00 00 01 0.006
Salmonella choleraesuis 01 00 00 00 00 00 01 0.006
Pseudomonas cepacia 01 00 00 00 00 00 01 0.006
Pseudomonas pseudomallei 01 00 00 00 00 00 01 0.006
Chromobacterium violaceun 01 00 00 00 00 00 01 0.006
Cocco Bacille Gram Négatif 01 00 00 00 00 00 01 0.006
Contaminants :
Staphylococcus non aureus (SNA) 143 119 123 156 143 128 812 481
Bacilles Gram Positif (BGP) 54 16 18 40 30 25 183 1.08
Levures 01 01 01 01 00 00 04 0.02
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Tableau 7 : Résultats des LCR de 2002 a 2007

ANNEES Total %
DESIGNATIONS 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Total 788 981 1038 1408 1252 659 6126 100
Résultats négatifs 385 485 522 1195 1098 524 4209 69
Résultats positifs 403 496 516 213 154 125 1917 31
Germes identifiés
Haemophilus influenzae type b 52 75 87 108 54 26 402 6.56
Streptococcus pneumoniae 45 68 77 71 83 62 406 6.63
Salmonella enterica 15 14 06 00 il 00 36 0.59
Neisseria meningitidis groupe A 02 18 09 02 9 32 72 1.2
Escherichia coli 04 05 05 02 il 00 17 0.28
Neisseria meningitidis W135 00 08 06 00 00 01 15 0.24
Salmonella typhi 03 01 04 01 il 00 10 0.16
Proteus mirabilis 01 04 03 01 00 01 10 0.16
Neisseria spp 00 02 00 00 00 00 02 0.03
Streptococcus non hémolytique 01 02 04 01 il 00 09 0.14
Staphylococcus aureus 03 02 02 04 il 00 12 0.19
Haemophilus parainfluenzae 05 01 01 00 00 00 07 0.11
Streptococcus groupe B 01 01 03 00 00 00 05 0.08
Salmonella paratyphi B 01 01 03 05 01 00 11 0.18
Enterococcus spp 01 02 01 01 00 00 05 0.08
Klebsiella pneumoniae 02 02 01 00 00 01 06 0.10
Pseudomonas putida 02 01 01 00 00 00 04 0.06
Morexella specie 01 01 01 00 00 00 03 0.05
Klebsiella ozaenae 01 01 01 00 00 00 03 0.05
Acinetobacter calcovar 00 01 02 00 00 00 03 0.05
Pseudomonas aeruginosa 00 01 01 00 00 01 03 0.05
Enterobacter agglumera 00 01 01 00 01 00 03 0.05
Citrobacter freundii 00 01 01 00 00 00 02 0.03
Morganella morganii 00 01 01 00 00 00 02 0.03
Salmonella paratyphi A 00 01 00 00 00 00 01 0.02
Enterobacter cloacae 00 00 01 01 00 00 02 0.03
Enterobacter sakasakii 00 00 01 00 00 00 01 0.02
Flavobacter meningoseptocum 00 00 00 01 00 00 01 0.02
Pseudomonas fluorescent 00 00 00 00 00 01 01 0.02
Contaminants
Staphylococcus non aureus 235 248 252 09 00 00 744 12.14
(SNA)
Bacilles Gram Positif (BGP) 28 34 36 03 01 00 102 1.66
Levures 01 02 04 00 00 00 07 0.11
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Tableau 8 : Résultats des autres préelevement de 2002 a 2007 : liquides pleural,

articulaire, sous- cutané, péritonéal et musculaire, pus et abces cérébral.

ANNEES Total %
et Ci NIl 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Total 53 80 60 77 70 57 397 100
Résultats négatifs 15 34 23 27 52 30 181 46
Résultats positifs 38 46 37 50 18 27 216 54
Germes identifiés
Haemophilus influenzae type b 01 02 03 03 00 01 10 2.52
Streptococcus pneumoniae 02 10 05 07 05 04 33 8.31
Salmonella enterica 03 03 01 01 00 00 08 2.01
Escherichia coli 00 04 03 03 02 01 13 3.27
Salmonella typhi 00 00 00 01 00 01 02 0.50
Proteus mirabilis 02 03 02 01 00 00 06 1.50
Streptococcus non hémolytique 01 00 00 00 00 00 01 0.25
Staphylococcus aureus 16 16 13 23 09 10 87 21.9
Streptococcus B hémolyt. gr A 01 00 02 00 00 00 03 0.75
Salmonella paratyphi B 00 00 00 00 00 01 01 0.25
Enterococcus spp 00 00 00 02 00 01 03 0.75
Klebsiella pneumoniae 02 01 00 00 00 01 04 1.00
Acinetobacter calcovar 00 01 02 00 00 00 03 0.75
Pseudomonas aeruginosa 01 00 01 00 01 00 03 0.75
Citrobacter freundii 01 01 01 00 00 00 03 0.75
Morganella morganii 00 00 00 01 00 00 01 0.25
Enterobacter cloacae 01 01 00 00 00 00 02 0.50
Klebsiella oxytoca 01 00 00 01 00 00 02 0.50
Enterobacter aerogenes 01 01 00 00 00 00 02 0.50
Serratia fonticola 01 00 00 00 00 00 01 0.25
Serratia odorifera 00 00 01 00 00 00 01 0.25
Pseudomonas cepacia 01 00 00 00 00 00 01 0.25
Citrobacter youryae 00 01 00 00 00 00 01 0.25
Streptococcus non pneumoniae 01 00 00 00 03 00 04 1.00
Pseudomonas spp 01 01 00 00 00 00 02 0.50
Aeromonas hydrophila 00 01 00 00 00 00 01 0.25
Contaminants
Staphylococcus non aureus 02 07 03 08 02 07 29 7.30
(SNA)
Bacilles Gram Positif (BGP) 02 01 00 00 00 00 03 0.75
Levures 00 00 00 00 00 00 00 0.00
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- Seul le résultat de la culture finale a été pris en compte pour les germes ;
- Les Bacilles Gram Positifs (BGP), les staphylocoques a coagulase négative et
les levures sont considéres comme des contaminants.
Tableau 9 : Total des prélévements effectués au CHU Gabriel Toure chez les
enfants de moins de 18 ans de 2002 a 2007.

PRELEVEMENTS
ANNEES | Hémocultures LCR Autres liquides
Nombre | % Nombre | % Nombre | %

2002 1978 11,72 788 12,86 53 13,35
2003 1672 9,91 981 16,01 80 20,15
2004 1843 10,92 1038 16,94 60 15,11
2005 4097 24,27 1408 22,98 77 19,39
2006 4375 25,93 1252 20,44 70 17,63
2007 2913 17,25 659 10,76 57 14,36
Total 16878 100% 6126 100% 397 100%

Il a été effectué 16878 hémocultures, 6126 LCR et 397 autres liquides.
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figure 6 : Evolution des différents préléevements de 2002 a 2007.
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figure 7 : Représentation graphique des prélevements d’héemocultures par
annee.

En 2006 il a été effectué plus de prélevements soit 4375.
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figure 8: Représentation graphique des prélevements de LCR par année

On a recu plus de prélévements en 2005.
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figure 9 : Représentation graphique des prélevements des Autres liquides par

année.

On a recu plus de prélevement en 2003.
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Tableau 10 : Résultat des Hémocultures effectuées au CHU Gabriel Touré chez les
enfants de moins de 18 ans de 2002 a 2007.

“Types de prélévements et cultures  Résultats cultures  Nombre  Pourcentage
Cultures avec germes 2466 14,61
BACTEC® positif Culture:s e
contaminants 999 5,92
Hémocultures Cultures négatives 40 0,24
Total 3505 20,77
BACTEC®
négatif Cultures négatives 13373 79,23
Total 16878 100,00

Les cultures avec germes représentent 14,61%.
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[0 Cultures avec
germes

] Cultures avec
contaminants

[1Cultures
négatives

figure 10 : Representation graphique du résultat de la culture du BACTEC®
positif.
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Tableau 11 : Résultats des LCR effectués a I’HGT chez les enfants de moins de 18
ans de 2002 a 2007.

Résultats par

Types de prélevements et cultures isolement Nombre Pourcentage
Cultures avec germes 1064 17,36
Cultures
. Cultures avec
positives _
LCR en culture contaminants 853 13,64
sur gelose Total 1917 31,00
Cultures Négative
négatives 4209 69,00
Total 6126 100,00

Le nombre de cultures avec germes est de 1064 soit 17,36 %.
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Tableau 12 : Résultats des Autres liquides effectués a ’HGT chez les enfants de
moins de 18 ans de 2002 a 2007.

Résultats par

Types de prélevements et cultures isolement Nombre Pourcentage
Cultures avec germes 184 45,95
Cultures
. Cultures avec
positives _
- contaminants 32 8,05
Autres liquides
Total 216 54,00
Cultures Négative
négatives 181 46,00
Total 397 100,00

Le nombre de cultures avec germes est de 184 soit 45,95 %.
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Tableau 13 : Récapitulatif des bactéries du genre Klebsiella isolées au laboratoire de

2002 a 2007.
Années
Klebsiella identifiés 2002 | 2003 |2004 |2005 |2006 |2007 | Total
Klebsiella pneumoniae 06 05 07 04 04 07 33
Klebsiella oxytoca 03 01 00 02 01 00 06
Klebsiella ozaenae 01 01 01 00 00 00 03
Klebsiella rhinoscleromatis | 00 00 00 00 00 00 00
Klebsiella terrigena, 00 00 00 00 00 00 00
Klebsiella planticola 00 00 00 00 00 00 00
Klebsiella ornitholytica 00 00 01 00 00 00 01
Klebsiella spp 00 00 00 00 00 00 00
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4.3.2. Profil antibiotique des especes de Klebsiella isolées :

Tableau 14 : Sensibilité des espéces de Klebsiella testées a I’ Ampicilline.

ATB Ampicilline
Espéces Effectif S % I % R %
Klebsiella pneumoniae 33 0 0 0 0 33 100
Klebsiella oxytoca 6 0 0 0 0O 6 100
Klebsiella ozaenae 3 0 0 0 0 3 100
Klebsiella ornitholytica 1 0 0 0 0 1 100

L’ensemble des différentes espéces de Klebsiella reste résistant a I’ Ampicilline.

Tableau 15 : Sensibilité des espéces de Klebsiella testées au Chloramphénicol.

ATB Chloramphénicol
Especes Effectif S % | % R %
Klebsiella pneumoniae 33 7 21,22 1 303 25 75,75
Klebsiella oxytoca 6 2 3333 1 16,67 3 50,00
Klebsiella ozaenae 3 0 0 0 0 3 100
Klebsiella ornitholytica 1 0 0 1 100 0 100
La majorité des différentes especes de Klebsiella reste résistant au
Chloramphénicol.
Thése de Pharmacie Mme KONE Koumba DIALLO 77



Fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD du CHU Gabriel TOURE de 2002 a 2007

Tableau 16 : Sensibilité des espéces de Klebsiella testées au Céftriaxone.

ATB Céftriaxone
Espéces Effectif S % I % R %
Klebsiella pneumoniae 33 13 39,40 O 0 20 60,60
Klebsiella oxytoca 6 6 100 O 0 0 0
Klebsiella ozaenae 3 3 100 O 0 0 0
Klebsiella ornitholytica 1 0 0 1 100 O 0

La majorité des différentes espéces de Klebsiella reste résistant au Céftriaxone.

Tableau 17 : Sensibilité des especes de Klebsiella testées au Cotrimoxazole.

ATB Cotrimoxazole
Espéces Effectif S % I % R %
Klebsiella pneumoniae 33 3 9,10 0 0 30 90,90
Klebsiella oxytoca 6 2 3333 O 0 4 66,67
Klebsiella ozaenae 3 0 0 0 0 3 100
Klebsiella ornitholytica 1 0 0 1 100 O 0

La majorité des différentes espéces de Klebsiella est résistants au Cotrimoxazole.
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Tableau 18 : Sensibilité des espéces de Klebsiella testées a la Gentamicine.

ATB Gentamicine
Espéeces Effectif S % I % R %
Klebsiella pneumoniae 33 0 0 0 0 33 100
Klebsiella oxytoca 6 0 0 0 0 6 100
Klebsiella ozaenae 3 0 0 0 0 3 100
Klebsiella ornitholytica 1 0 0 0 0 1 100

L’ensemble des différentes espéces de Klebsiella est résistant a la Gentamicine.

Tableau 19: Sensibilité des especes de Klebsiella testées a la Ciprofloxacine.

ATB Ciprofloxacine
Espéces Effectif S % Il % R %
Klebsiella pneumoniae 33 31 9393 0 0 2 6,07
Klebsiella oxytoca 6 6 100 O 0 0 0
Klebsiella ozaenae 3 3 100 O 0 0 0
Klebsiella ornitholytica 1 0 0 1 100 O 0

Les différentes espéces de Klebsiella sont sensibles a la Ciprofloxacine.
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5. COMMENTAIRES ET DISCUSSION:

Notre travail est effectue dans le cadre du diagnostic bactériologique des suspicions
d’infections bactériennes invasives (SIBI) initié par le CVD Mali. L’étude mere est
une étude rétro- prospective sur cing ans et prospective sur un an basée sur la
surveillance de laboratoire des cas de maladies bactériennes invasives dues aux
pathogénes responsables de septicémies et / ou de méningites bactériennes et
hospitalisés dans les services de pédiatrie du CHU Gabriel TOURE ou regus en
consultation ambulatoire.

Les critéres d’inclusion des enfants admis de février 2002 a décembre 2007 ont porté
sur I’age < 18 ans, la maladie fébrile (température > 39° C), étre hospitalisé dans le
service de pédiatrie du CHU Gabriel TOURE, avoir une suspicion d’infection
bactérienne invasive (SIBI), avoir le consentement éclairé des parents pour les
enfants agés de moins de 13 ans, le consentement des enfants de 13 a 18 ans est
obligatoire. Les enfants agés de 13 a 18 ans ne pouvant pas donner leur
consentement a cause de I’état de gravité de leur maladie sont aussi inclus. Les
prélevements d’hémocultures sont effectues dans le service de pediatrie et les flacons
de BACTEC® 9050 y sont immédiatement ensemences. [17].

Du point de vue de la méthodologie :

Les prélevements ensemenceés sur bouillon BACTEC® 9050 adaptes au
développement des germes responsables de septicemies de et/ou de méningites sont
alors recus au laboratoire. Les prélevements sont identifiés, enregistres dans les
registres du travail. Les flacons du bouillon BACTEC® sont ensuite saisis dans
I’appareil BACTEC ®pour garantir son efficacité.

Les échantillons recus au laboratoire sont saisis sur support électronique dans le
logiciel GDH (Global Digital Health) permettant de securiser les données et une

analyse informatique depuis 2006.
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Les cultures positives dues au métabolisme des microorganismes sont détectées
automatiquement grace a un signal de I’appareil.

La surveillance des hémocultures et la détection des cas positifs sont programmées
volontairement sur une durée de 5 jours, alors que les hémocultures classiques
peuvent aller jusqu’a 10 jours.

L’intervention de I’utilisateur et les manipulations des bouteilles qui consistent a
faire la coloration de Gram en fonction de la turbidité observée sur les hémocultures
dans la méthode classique, sont minimisées dans la méthode du BACTEC®. En effet
cette derniere est basée sur I’incubation, I’agitation de toutes les cultures et un signal
immediat des positifs (par un affichage sur I’écran a cristaux liquides une alarme
sonore) concourent a diminuer le risque d’erreur humaine.

Les flacons positifs sont examinés alors conformément a la bactériologie de routine.
La coloration de Gram, technique trés importante, est accomplie avec le plus grand
soin. [12].

Un examen préliminaire est fait sur le Liquide Céphalo- Rachidien (LCR), les
hémocultures et les autres liquides biologiques dont le résultat est porté
immeédiatement a la connaissance des prescripteurs de la pédiatrie.

Dans le traitement du LCR, des techniques complémentaires comme les tests
d’agglutinations latex, la cytologie (notamment le comptage des globules blancs et
des globules rouges) sont faits dans le cadre des examens préliminaires.

Les résultats préliminaires et définitifs sont saisis dans le logiciel GDH, en plus de la
saisie dans le registre de travail. Ce logiciel met en réseaux les services de
consultation de la pédiatrie, le bureau CVD de la pédiatrie et le laboratoire. Il existe
un transfert informatique des données via internet entre I’hopital, le centre serveur au
siege de CVD au CNAM et le CVD a I’université de Baltimore (Maryland- USA).
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Du point de vue des résultats :

Au terme de notre étude de 2002 a 2007 nous avons etudié 16878 prelevements
d’hémocultures soit une moyenne annuelle de 2813. SAMAKE , en 2003 a travaillé
sur 2198 prelevements d’hémocultures. [18].

Dans la méme période 2002- 2007, 6126 examens cytobactériologiques du LCR ont
été effectués soit une moyenne annuelle de 1021 contre 945 rapporté par SAMAKE .
[19].

Il a été analysé dans la méme période, 397 prélevements provenant d’autres sites
infectieux (articulaire, péritonéal, musculaire, sous- cutané, pleural, abces cérébral
etc.) soit une moyenne annuelle de 66 prélevements.

Pour I’ensemble des prélevements traités au cours de notre travail, il a été isolé 43
souches de Klebsiella.

Apres Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae type b, Salmonella,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Neisseria meningitidis, les bactéries du

genre Klebsiella occupe le 7°™

rang des bactéries isolées au cours des hémocultures.
Le genre Klebsiella occupe la 3°™ place des entérobactéries aprés Salmonella et
Escherichia coli. OUOLOGUEM a obtenu un resultat similaire au cours de son
étude au CHU du Point G en 2008. [20].

Pour SOUDE, Klebsiella occupe la premiére place des bactéries au cours des
hémocultures au centre national hospitalier et universitaire Hubert Koutoukou Maga
de Cotonou en 2004.

Chez YAO ATTEBY et coll. Klebsiella pneumoniae (51,61%) a été le germe le plus
frequent dans les infections néonatales en 2000 au CHU de Treichville a Abidjan.

[21].

En terme de fréquence d’isolement, les 43 souches de Klebsiella représentent 0.76%

des agents infectieux pendant notre période d’étude contre 3,9% au . CHU du Point

Thése de Pharmacie Mme KONE Koumba DIALLO 82



Fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD du CHU Gabriel TOURE de 2002 a 2007

G, [20], et 36,1% au CNHU de Cotonou[22], et 2 ,12% au CHU de FANN
(DAKAR). [23].

Du point de vue sensibilité aux antibiotiques :

La sensibilité aux antibiotiques a été évaluée par la méthode de I’antibiogramme
standard ou méthode de diffusion des disques d’antibiotiques. Seul les antibiotiques
proposés dans le protocole a savoir Ampicilline, Ceftriaxone, Ciprofloxacine,
Gentamicine, Chloramphenicol et Cotrimoxazole ont été testes.

La résistance naturelle des Klebsielles aux aminopeénicillines se trouvait confirmee
par la résistance notée avec des antibiotiques tels que I’Ampicilline, la Gentamicine,
le Cotrimoxazole et les aminosides.

La résistance est variable au ceftriaxone et au chloramphénicol. Seul 39,40% de nos
souches de Klebsiella pneumoniae ont été sensibles a la Ceftriaxone. Cette fréquence
est inférieure a celle de SOUDE a Cotonou (48.7). [22].

Les souches restent sensibles a la Ciprofloxacine a 93,93% pour Klebsiella
pneumoniae et 100% pour les autres souches, ce qui est supérieure aux 79,5% de
SOUDE a Cotonou. [22].

Du point de vue socio- démographique :

Pendant la période d’étude, sur les 43 cas d’infections a Klebsiella, le sexe ratio est
en faveur du sexe masculin soit 1,4.

La majorité des patients infectés soit 60,46% sont dans la tranche d’age des
nourrissons (de 1 mois a 3 ans).

Le devenir des cas d’infection a Klebsiella est variable selon les patients et cela
malgreé I’antibiothérapie. Nous avons noté 32,56% de déces et 37,21% d’evolution

favorable . Les autres patients sont perdus de vue (27,91%).
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Klebsiella et infections nosocomiales :

Les infections nosocomiales (IN) constituent un probleme de santé publique. Elles
causent une augmentation de la morbidité, de la mortalité, du sejour hospitalier et
des frais de prise en charge des patients. [24]. Environ un million de patients
meurent chaque année de ces infections nosocomiales. [25].

Selon les données de la litterature, au cours des infections nosocomiales en milieu
pédiatrique tunisien: les bacilles a Gram négatif etaient les bacteries les plus
fréqguemment isolées (68%) et étaient dominés par Klebsiella pneumoniae (22,7%).
Le germe predominant des bactéries était Klebsiella pneumoniae (26,7%),

multirésistant dans 85% des cas, [26].

Selon SANOGO, Klebsiella pneumoniae a été le germe le plus fréquent (soit 23,6%)
des infections nosocomiales au service de réanimation du CHU Gabriel Touré en
2006. [27].

Pour SAMAKE en 2008 Klebsiella vient en 2°™ position avec une fréquence de
16,7% apres Escherichia coli (44,5%) des infections nosocomiales au service de
réanimation du CHU Gabriel Touré en 2008. [28] Klebsiella pneumoniae
représente 3,7% des infections nosocomiales en chirurgie pédiatrique au Mali. [29]
La méme bactérie représente 24,5% des infections nosocomiales dans les infections
de la plaie opératoire dans le service de chirurgie générale et pédiatriques de
I’hdpital Gabriel Touré dans la serie de DOLO. [30]
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6- CONCLUSION :

Au terme de notre étude portant sur la fréquence d’isolement des Klebsiella au
laboratoire chez les enfants admis dans le service, nous avons isolé 43 Klebsiella soit
une fréquence de 0,76%, le sexe ratio est en faveur du sexe masculin soit 1,4.

On observe une résistance du germe a la majorité des antibiotiques utilisés. Seule la
ciprofloxacine est efficace sur les germes du genre Klebsiella avec une sensibilité a
94%. La majorité des patients sont des nourrissons (60,46% des patients infectes).
Nous déplorons 14 déces soit 32,56%.

Nous avons aussi noté que Klebsiella est une bactérie qu’on retrouvée trés souvent

dans les infections nosocomiales.
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7- RECOMMANDATIONS :

7.1. Aux personnels socio-sanitaires :

Le respect strict des regles d’hygiénes et d’asepsie a tous les niveaux.

La réalisation d’un antibiogramme avant toute antibiothérapie si possible.
La maitrise des facteurs pouvant influencer sur la survenue des infections
nosocomiales.

L’usage des antibiotiques a bon escient.

7.2. Aux autorités :

La création d’un comité national de lutte contre les infections nosocomiales.
La création d’une unité de microbiologie (bactériologie et virologie) dans les

hopitaux.

7.3. A la population :

- Le respect des regles minimums d’hygiéne.

- Le lavage des mains au savon ou avec tout autre antiseptique.

Thése de Pharmacie Mme KONE Koumba DIALLO 86



Fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD du CHU Gabriel TOURE de 2002 a 2007

8. REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES:

[1]. CISSE H.A., Evaluation du role de Staphylococcus aureus dans les infections
bactériennes invasives a partir des liquides biologiques examinés au laboratoire de
I’hopital Gabriel Touré, 2006, Thése Pharm, N° 06-M-84, Bamako (Mali).

[2]. RICHARD CI. et GRIMONT F. Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia, In :
LE MINOR (L). Bacteriologie medicale, Paris : Flammarion, 1992, 427-31p.

[3]. LEON LE MINOR, MICHEL VERON, Bactériologie Médicale 2°™Edition
Paris, 1989, 396- 795p.

[4]. BALKISSA 1.M., La prevalence des infections nosocomiales au CHU du Point
G, 2007, Thése Pharm. N° 07- P-52, Bamako (Mali).

[5]. DUCA E., DUCA M., FURTUNESCU G, Microbiologie médicale, 2° Ed.

Didactique et pédagogique, Bucarest, 1979, 436p.

[6]. FAUCHERE J.L., AVRIL J.L., Bactériologie générale et médicale Ellipses

Edition marketing, 2002, 237- 53p.

[7]. LECLERC H., Microbiologie générale, 2° édition, 1983, 95p.

[8]. SPICER J W., Pratique clinique en bactériologie, mycologie et parasitologie :
Flammarion, 2000, 42-3p.

Thése de Pharmacie Mme KONE Koumba DIALLO 87



Fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD du CHU Gabriel TOURE de 2002 a 2007

[9]. FLANDROIS J.P., Bactériologie médicale, Collection Azay, Editions presses
universitaires de Lyon, 1997, 198-200p.
[10]. BERCHE P., Les staphylocoques, In : BERCHE P, GAILLARD J.L et SIMONET M.

eds. Bacteériologie : Les bactéries des infections humaines, Paris : Flammarion 1998, 267-77p.

[11]. Bio Mérieux B.V., Bactériologie Mars 2003, Réf. 247003.

[12]. BECTON, DICKINSON and Company, BACTEC ®9050 Manuel d’utilisation, MA-
0103, Révision : E Réf 445845, Septembre 2004.

[13]. BECTON Dickinson, Division DIAGNOSTIC VOTRE PARTENAIRE EN

MICROBIOLOGIE.

[14]. Procédures et techniques de laboratoire d’analyses (protocoles approuves)
CVD-Mali.

[15]. BIO-RAD PASTOREX ™ MENINGITIS, Juin 2006, Detection of soluble

antigens and identification of Neisseria meningitidis A, C, Y/W135, B/E. coli K1,

Haemophilus influenzae type b, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus B.

[16]. LE MINOR L., RICHARD C., Institut Pasteur Méthode de laboratoire pour

I”’identification des Entérobactéries.

[17]. CVD-MALI Surveillance 1000 : Infection bactérienne invasive chez les enfants
recevant les soins en externe dans le département des urgences dans un centre

pédiatrique de référence a Bamako, Mali.

Thése de Pharmacie Mme KONE Koumba DIALLO 88



Fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD du CHU Gabriel TOURE de 2002 a 2007

[18]. SAMAKE M., Pratique de I’hémoculture au laboratoire d’analyses médicales de
I’Hopital Gabriel Touré, Aspects méthodologiques, 2003, Thése Pharm., Bamako (Mali), N°
109 f.

[19]. SAMAKE T., Pratique de I’examen cytobactériologique du liquide céphalorachidien au
laboratoire d’analyses médicales de I’Hopital Gabriel Touré, Aspects méthodologiques, 2003,
Theése Pharm., Bamako(MALL).

[20]. OUOLOGUEM Y., Bilan de deux années d’hémoculture au laboratoire de
Biologie Médicale du CHU du Point G, 2008, Thése Pharm, Bamako (Mali) N°93.
48p.

[21].YAO ATTEBY J.J., CISSE L., OREGA M., ATTIMERE Y., OULAI S,
DJADAN M., ANDOH J., Infections néonatales a Abidjan (CHU de Treichville,
RCI) aspects cliniques et étiologiques de Mars a Aolt 2000, Med. Afr. Noire 2006-
53 (2), 124-26p.

[22]. SOUDE S.G.A., Bactéries isolées des hémocultures au Centre National
Hospitalier et Universitaire Hubert Koutoukou Maga de Cotonou (Bénin), 2005,
Thése Pharm., N° 05.P 84 Cotonou (Bénin).

[23]. KI-ZERBO G., THIOUB B., DIOP B.M., BADIANE S., COLL-SECK
A.M., SAMB A., Etude des hémocultures positives au CHU de Fann Dakar
(Sénégal) : bilan de trois années du laboratoire de bactériologie, Med. Afr. Noire,
1996,43(6), 325-9p.

Thése de Pharmacie Mme KONE Koumba DIALLO 89



Fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD du CHU Gabriel TOURE de 2002 a 2007

[24]. RAKA L., ZOUTMAN D., MULLIQI G., KRASNIQI S., DEDUSHAJ I.,
RAKA N. et al., Prevalence of nosocomial infections in high-risk units in the
University clinical center of Kosova (Serbie), Infect Control Hosp Epidemiol 2006,
27, 421-23p.

[25]. Centre de coordination de lutte contre les infections nosocomiales de
I’interrégion Paris et Nord, Guide de definition des infections nosocomiales, Paris :
C-CLIN Paris-Nort, 1995.

26]. BEN JABLLAH N., BOUZIRI A., KCHAOU W., HAMDI A., MNIF K.,
BELHADJ S., KHALDI A., KAZDAGHLI K., Epidémiologie des infections
bactériennes nosocomiales dans une unité de réanimation néonatale et pédiatrique
tunisienne, Med. Mal. inf 2006, 36, 379-85p.

[27]. SANOGO O.S., Infections nosocomiales en milieu de réanimation du CHU
Gabriel TOURE, profil épidémiologique, clinique et bactériologiques, These Med.
N° 07-M-179, 2006, Bamako (Mali), 54p.

[28]. SAMAKE S.B., Infections nosocomiales en milieu de réanimation du CHU
Gabriel TOURE, profil épidémiologique, clinique et bactériologiques, These Med.
N°08-M-207, 2008, Bamako (Mali), 53p.

[29]. TOGO A., COULIBALY Y., KEITA M., TRAORE A., KANTE L.,
DIAKITE 1. et coll., Infections nosocomiales en chirurgie pédiatrique au Mali,
Journal de pediatrie et de puériculture, 2009, 6(22), 255-314p.

Thése de Pharmacie Mme KONE Koumba DIALLO 90



Fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD du CHU Gabriel TOURE de 2002 a 2007

[30]. DOLO I.D., Les infections de la plaie opératoire dans le service de chirurgie
générale et pediatrique de I’hopital Gabriel Touré, Thése Med. N°01-M-125, 2001,
Bamako (Mali), 47p.

Thése de Pharmacie Mme KONE Koumba DIALLO 91



Fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD du CHU Gabriel TOURE de 2002 a 2007

FICHE SIGNALETIQUE :

NOM : KONE Nom de jeune fille : DIALLO

PRENOMS : Koumba No de tel : (+223) 76174679

TITRE DE LA THESE : FREQUENCE D’ISOLEMENT DES
KLEBSIELLA AU LABORATOIRE DE BACTERIOLOGIE CVD
DU CHU Gabriel TOURE DE 2002 A 2007.

VILLE DE SOUTENANCE : Bamako

ANNEE UNIVERSITAIRE : 2009-2010

PAYS D’ORIGINE : Mali

LIEU DE DEPOT : bibliothéque de la FMPOS.

SECTEUR D’INTERET : bactériologie, santé publique, infectiologie,
pédiatrie.

RESUME

Objectif :

Notre étude avait pour but de déterminer la fréquence a laquelle le genre Klebsiella
était isolé au laboratoire CVD-Mali du CHU Gabriel TOURE, de déterminer les
caractéeres sociodémographique des patients, de déterminer le devenir immédiat des
patients, de dégager le profil antibiotique de Klebsiella et enfin déterminer le role de

Klebsiella dans les infections nosocomiales.
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Méthodologie :

Il s’agit d’une étude rétrospective sur cing ans (de 2002 a 2007) prospective de un an
(de 2006 a 2007) basée sur la surveillance de laboratoire des cas de maladies
bactériennes invasives chez les malades hospitalisés ou vues en consultation externes

dans le service de pédiatrie.

Résultats :

Durant notre période d’étude il a éte effectué 16 878 prélevements d’hémoculture
dont 3 505 cultures positives, 6 126 LCR dont 1 917 positif et 397 autres liquides
biologique dont 216 positifs.

De tous ces préelevements on a isolé 43 Klebsiella soit une frequence de 0,76%. Le
sexe ratio est en faveur du sexe masculin soit 1,4 fois. Nous avons déploré 32,56%
de deces. La Ciprofloxacine est I’antibiotique efficace. Klebsiella est la bactérie type

des infections nosocomiales.

Conclusion :

Les Klebsiella sont des bactéries treg répandues|dans la nature, résistant a la plupart

des antibiotiques. Ces bactéries s’attaquent généralement aux personnes avec un

systéme immunitaire déprimé comme les nourrissons.

Mots clés : infection nosocomial; Klebsiella ; Pédiatrie ; Antibiotique.
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SUMMARY:

Objective:

The purpose of our study was to determine the frequency by which the type
Klebsiella was isolated in CVD Mali laboratory of CHU Gabriel TOURE to

determine the sociodemographic characters of the patients to determine their future

and to clear the antibiotic profile of Klebsiella and the determine the role of to

Klebsiella in the nosocomial infections.
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Methodology:

Here we mean the retrospective of a five years study (from 2002 to 2007) and a one
year prospective study (from 2006 to 2007) based on laboratory inspection of
bacteria sicknesses to hospitalized patients or seen in extern consultations in

pediatrics services.

Results:

During our period of studies 16 878 deduction of blood culture have been done in
which 3 505 positive cultures 6 126 CSF(Cerebral Spinal Fluid) in which 1 917
positives and 397 others biologic liquids in which 216 positives. In all the deductions
we have isolated 43 Klebsiella be it a frequency of 0,76%. The ratio sex is in favour
of male sex be it 1,4 times. We have been sorry to notice 32,56% of death.
Ciprofloxacin is the efficient antibiotics. Klebsiella is the bacteria of nosocomial

infections.

Conclusion:
Klebsiella are the most spread bacterial in the nature, tough to most of the
antibiotics. Generally these bacterias attacks adults with the same immuniser system

depresses as babies alike.

Keys words: Nosocomial infection; Klebsiella; Pediatric; Antibiotic.

Thése de Pharmacie Mme KONE Koumba DIALLO 95



Fréquence d’isolement des Klebsiella au laboratoire de bactériologie CVD du CHU Gabriel TOURE de 2002 & 2007

o

SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la faculté, des conseillers de I’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 legislation en vigueur, mais aussi les regles

de I’honneur, de la probité et du désintéressement ;

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

dignitée humaine ;

en aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pou

corrompre les meeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.

r

Que je sois couvert d’opprobre et méprisée de mes confréres si j’y mangue.

JE LE JURE.

Thése de Pharmacie Mme KONE Koumba DIALLO

96




	TITRE
	Présentée et soutenue publiquement le      /     /2010 devant la Faculté de Médecine, de Pharmacie et d’Odonto - Stomatologie
	Par Mme KONE Koumba DIALLO

	HOMMAGES

