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Introduction

* Importance de I'évaluation de la résistance
= Aider les praticiens pour traitement adapté
= Alimenter un réseau de surveillance national/local

= Pour cela il faut :

* |soler les bactéries (divers prélevements)

|dentifier les bactéries pathogenes

Evaluer la sensibilité/résistance en utilisant des
méthodes adaptées

Détecter des phénotypes particuliers

Transmettre ces données aux praticiens et au
laboratoire de référence
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Quand y avoir recours?

* Lantibiogramme n’est pas indispensable (au moins dans
un premier temps) :

si les données épidémiologiques permettent de réaliser une
antibiothérapie probabiliste en ciblant les bactéries tres
souvent impliquées dans le type de pathologie et si ces
especes sont habituellement sensibles au traitement de
référence

si le traitement est local

* Tres utile, voire indispensable en cas de :

11/10/2017

Echec thérapeutique

Suspicion pathologie polymicrobienne
Pathologie urinaire

Infections profondes ostéoarticulaires, mauvais état général
Epanchement, abces (anaérobies)
Infections nosocomiales

Recours aux antibiotiques critiques
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Préelevement

* QOu prélever : Site de l'infection :
= Jonction tissu sain et inflammatoire
= Nettoyer si besoin avec du sérum physiologique
" Abces : éviter le pus (Ok pour pyodermites)

* Quand:

" |e plus tot possible
= Suite antibiothérapie variable (prévenir le l[abo)

* Abces : possible immédiatement
* Urine, peau : 4 jours

« Comment : prélever de facon aseptique
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Choix du specimen

* Pyodermites :
= Désinfection de la surface cutanée
= Aspiration du liquide vésiculaire
" Grattage du plancher des ulceres

= Quverture au scalpel et raclage des parois des
pustules, profondeurs des plis (labiaux ou caudaux)

* Otites:
= Nettoyage (retirer le cerumen)
= Ecouvillonnage profond
* Abces:
= Débrider chirurgicalement
= Ecouvillonnage parois ou biopsie (pas de pus)
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Choix du specimen

* Pus dans les grandes cavités :
= Nettoyage/désinfection du site de ponction
= Aspiration a la seringue (sans bulle)
= Transport rapide au laboratoire
* Affections pulmonaires
= Lavage broncho-alvéolaire
= Biopsies pulmonaires
* Affections intestinales
= Selles fraiches
= Biopsies
* Affections oculaires :

= Raclage des sécrétions purulentes de la conjonctive ou
cornée

= Ecouvillonnage conjonctival angle interne de l'oeil

/ Departement
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Préelevement

*  Ecouvillon:
= En surface ou anfractuosités
= Surfaces seches : humidifier avec NaCl
= Recherche anaérobies : inciser et écouvillonner l'intérieur
=  Milieu transport : Stuart ou Amies * charbon
= Avantage : facile a transporter

= |nconvénient : faible volume et risque d’altération bactérienne ou
prélevement flore commensale

* Biopsie:
= Pilulier stérile
= Humidifier la biopsie avec du sérum physiologique
= Avantage : les bactéries restent dans leur milieu
= |nconvénient : conservation
* Liquide:
= Volume suffisant (sinon écouvillonner le liquide)

= Recherche anaérobies : utiliser une seringue purgée et bouchée ou
écouvillonner

Departement
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FICHE DE DEMANDE D'ANALYSES SANTE ANIMALE

1- Autopsie avec descriptif Iésionnel sans analyses complémentaires Cocher la ou les cases

* Expédition:
" UN 3373

Mammiféres de taille moyenne
B. Animaux de compagnie
° Oiseaux de voliére, poisson d'aguarium
. Tr I p I e e m b a I I a g e Petits animaux (chat, chiot, rongeur domestique,...)
Animaux de taille moyenne (chien,...)

2 - Autopsie avec examens complémentaires (bactériologie et parasitologie!

A. Animaux d'élevage
Poussins

= Responsabilite expéditeur i

B. Animaux de compagnie
Qiseaux de voliere, poisson d'aguarium

. L] Petits animaux (chat, chiat, rongeur,...}
° Animaux de taille moyenne (chien,...)

BACTERIOLOGIE
Pr courants iclogie aérobie +

/7 \ i
. Coproculture (bactériclogie aérobie + équilibre de Ia flore + salmonelles)
Uraculture (bactériologie aérobie + dénombrement + examen du culot)

Recherche et identification de bacléries anaérobies

Bactériologie aérobie sur plusieurs organes d'un méme animal (+anfibiogramme)
Recherche de maladies abortives

= Date prélevement

SEROLOGIE
Leishmaniose par Immunofluorescence et Electrosynérése
Leishmaniose canine et féline par Immunofluorescence

= Analyses demandées

MYCOLOGIE
Examen direct

= Commémoratifs : em—

Examen direct sur organes
Recherche de protozoaires (examen direct + coloration)

[ ] D u ré e m a I a d i e Coproscopie parasitaire quantitative

BIOLOGIE MOLECULAIRE
Leishmaniose (sang sur EDTA)

.
[ ] I ra I te m e nt e n CO u rS Herpesvirose et/ou vibriose des mollusques (entourer - mélange ou individuel)
Mycobactéries atypiques (organes)

‘Schmallenberg (organes)
Pseudaloma (organes)

* Suspicion clinique I

Merci de détailler votre demande (maladie et méthode) :

L O CO A E ) G e CE e

LDW34 - 308 rus Creix de Las Cazes - CS82013 - 34267 Montpalier cadex 2 - @ 0487 10.17.17 LDV-FE-D18 - Riév, 4 du 0BDE2014 - Paga 112
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Consignes pour les prélevements

GESTION DES PRELEVEMENTS
Tous les prélévements présentant un risque biologique doivent étre acheminés en emballage UN 3373,

Délai de dépbt e Délai
Type d'analyse Echantillons Emballage / Transport maximum . moyen de
Commémoaoratifs
recommandé résultat
Signaler un éventuel traitement.
Bactériologie aérobie Ecouvillons Ecouvillons avec milieu de transport courant 48 h En cas de suspicion de pasteurellose 35).
éviter la réfrigération
Si | éventuel trait t.
) ) ) N Pot solide, vissé, hermétique gnaler un .W.En Het trattemen .
Bactériologie aérobie Biopsies, raclages... . R 48 h En cas de suspicion de pasteurellose 35
Acheminement en réfrigéré . . )
éviter la réfrigération
. . . . 1 ml souhaitable 24 h max Me pas congeler. .
Bactériologie aérobie Urine Pot solide, vissé, hermétique souhaitable Signaler un éventuel traitement 51
Bactériologie anaérobie Ecouwvillens Ecouvillons avec milieu de transport charbon 24 h Signaler un éventuel traitement 3-7j.
Biopsies, ponctions,
Préciser si dénombrement souhaité Ne pas congeler.
Bactériologie anaérobie anses intestinales ) . 24 h ) P 8 . 3-7].
) Acheminement en réfrigéré Signaler un éventuel traitement
ligaturées
Poils entiers,
cologie (examen direct ) Prélever une bonne quantité de poils et
Mycologle { ' raclages cutanés, Pot solide 72h 4 pol 21,
culture) . squames sur le pourtour de la lésion
tissus
Emball lide et h éti Préci i herchede larv techni
Coproscopie parasitaire Matires fécales mballage sollce et hermetique, 72h clsers recherche de farves par technique 2]
5 g minimum Baermann
Achemi | &lé ts le pl
Recherche de protozoaires Matitres fécales Emballage solide et hermétique 24 h cheminer les preievements fe pius 2]
rapidement possible
Sérologie animaux d'élevage Tube sec avec ou sans gel ) .
fi 5]
(diagnostic) Sang (bouchon rouge) 72h Identifier chaque tube 25]
Sérologie animaux de Microtube, tube sec avec ou sans gel i .
compagnie (diagnostic) Sang, sérum {bouchon rouge) 72h Eviter hémolyse 3
PCR Tube EDTA
San 48h Eviter hémolyse 5]
(diagnostic) 8 (bouchan violet) ¥ )
PCR Tissus frais ou Pot salide, vissé, hermétique ash 50
(diagnostic) congelés Acheminement en réfrigéré ou congelé b
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Isolement des bactéries
-~

-
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-

Pré- Ensemencement Milieux
traitement direct/enrichisse sélectifs/non
/dilutions ment sélectifs
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|dentification bactérienne

EEEeseseies
Emsmssosos=s
B g S P B e
Smmmmmcmmmea
S33335333333
s 3333
sisssdsddsss
SO OooONOOOo
g3z EsEss
. W NS AR
3
]
Se=SEasvSeas

IdenFificaTtion Biologie Systemes Tests d’identification
proteomique moléculaire d’identification biochimiques simples
(MALDI-TOF) miniaturisés

(automatisés ou non)
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Activité bactéricide/bactériostatique

Activité bactériostatique

Evaluation in vitro .

Détermination d’'une CMI -
(Concentration Minimale
Inhibitrice)

Pas de culture .

Méthodes standardisées
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Liquide/solide
Dilution antibiotique dans
milieu ©

(e}

Inoculum standardisé

Evaluation de la résistance aux antibiotiques

Activité bactéricide

Evaluation in vitro

Détermination de la CMB
Concentration Minimale
Bactéricide)

Mort de la plupart (>99,9%)
des micro-organismes au
bout d’un certain temps
d’exposition
Bactéricide : CMI=CMB
Bactériostatique : CMI<<CMB
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Activité bactéricide/bactériostatique

Activité bactériostatique Activité bactéricide

@GO@@@}@@@/ | LOg‘f:-F.U. / ml (105)
| Q@f@@ﬁ :

‘>%S§§@ i
*ﬁ;%%gq'
00607 | )

2 phases

Regrowth phase

0 2 6 Time (h)
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Antibiogramme

* Facile et rapide a mettre en
oeuvre

* Test de plusieurs antibiotiques
en une seule fois

° Permet de détecter

= Des synergies ou antagonismes
entre antibiotiques

" Des phénotypes particuliers de
résistance (ESBL, MLSb)
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Méthode
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Inoculum calibration

Phase critique

is ﬂﬂ"“lw‘; ‘d 1 ‘

0d Whise hyadd

Densitometre

Standard interne

Calibré
visuellement

Pas calibré

11/10/2017
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Diagnhostic

o Antibiogramme standardisé
* Norme AFNOR NF U47-107
* Recommandations CA-SFM
* Souches de référence
* Personnel qualifié

* Essai Inter-Laboratoires
annuel

/{f Fiabilisation des données

Departement
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Choix des antibiotiques testés

o Les antibiotiques testés doivent étre C——
choisis afin de: __
* Aider les vétérinaires a traiter les e .
maladies bactériennes ﬁ_:"Ww T
* Suivre la resistance de micro- e .
organismes sentinelles en santé R
animale et en santé publique (incluant
des antibiotiques réservés a la T -
médecine humaine) for human T i o
medicine) o
Pour chaque groupe |Par syndrome (ex : Par espece Selon la demande
bactérien mammites) du vétérinaire
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Choix des antibiotiques testés

o La résistance intrinseque doit
étre prise en compte pour :

* Définition des panels

e Vérifier la conformité de
I"antibiogramme avec
I"identification

* Les especes animales et |a
pathologie doivent également
étre pris en compte
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Evaluation de la résistance aux antibiotiques

Germe identifié : Pasteurella spp

Antibiotiques Interp. (*}

s|I[rR

Diamétres|
mesurés

(mm)

x

Gentamicine
Néomycine
Streptomycine

x X

Amoxicilline

Amoxicilline + Acide clavulanique
Céfalexine (C1G)

Ceftiofur (C3G)

Cefquinome (C4G)

X X X X X

Florfenicol X
Colistine X

(8T 71 TR e A 1 0 S M 530 O A |
Acide Nalidixique X
Enrofloxacine X
Marbofloxacine X

x

Sulfamides + Triméthoprime

>

Tétracycline

>

Erythromycine

>

Métronidazole
(* S : sensible - | : intermédiaire - Rirésistant)

25

20

22

44

34

28

40

33

40

25

6

27

26

40

32

15

6

21
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Interprétation de résultats

[aNTIBIOTIQUE [CMI[Resutat _ [DIAMETRE]
X =8 ble 2

- Departement
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Interprétation des résultats

ANTIBIOGRAMME VETERINAIRE
DU COMITE DE LANTIBIOGRAMME
DE LA
SOCIETE FRANCAISE DE
MICROBIOLOGIE

SIM)

Société Frangaise
de Microblo[ogte

Tableau 4 — Concentrations, diamétres critiques et régles de lecture interprétative en médecine vétérinaire pour Sweprococcus spp..

Charge du Concentrations  Diameétres critiques
disque critiques (mg/L) (mm) Remarques
5 R

Pénicilline G - =025 =16 - - La sensibilité des streptocoques autres que S. uberis 3 la péniciline G est évaluée avec un disque
Ismpicilline = =05 =16 = - |doxaciline 3 5 pg (OXA5) selon les critéres suivants ©
larnoxicilling - =05 =16 - - - diamétre OXA-5 =21 mm - souche sensible 3 pénicilline G. Cette interprétation est prédictive de
Oxacilline 5ug =2 =2 =21 =21 [|ractivité des autres BHactamines incluant les streptocoques dans leur spectre.
ICéfalexing 30 yg =8 >32 =18 =12 | diamétre OXA5 =21 mm - souche | ou R 3 pénicilline G.

Devant toute souche de sensibilté diminuée (OXA-5 < 21 mm), il y a lieu de déterminer la CMI de
rampicilline et de Famoxicilline (sauf pour S. suis, voir ci-dessous).

Sireprococcus uberis
La sensibilité a la pénicilline G est évaluée selon les diamétres critiques suivants pour
oxacilline (mm) - Sz=z21etR <14,
Pour des raisons de suivi épidémiologique, les 5. uberis dont la zone dinhibition sg
|situe: enfre ces 2 diamétres sont catégorisés «intermédiaires au laboratoire mais rendus{
wsensibless au vétérinaire.

Sireprococcus suis

La sensibilité 3 'amoxicilline est évaluée avec le disque contenant cet antibiotique (25uq) ef

les diamétres critigues suivants (mm):S=21etR < 14.

|Btreptomycine 500 ug = 260 =500 =14 =12 |Les streptocoques présentent une résistance naturelle de bas niveau (BNR) a tous leg|

Kanamycine 1000 ug =750 =500 =14 —1p |aminoglycosides qui n‘e.rrpéche pas dobtenir un effet synergique bactéricide entre un|
minoglycoside et une pénicilline.

Gentamicine 500 0o =250 > 500 =17 = Eacmisiﬁm d'une résistance de haut niveau (HNR) aux aminoglycosides, détectée gricg

a des disgues fortement chargés en streptomycine (S - 500 pg), kanamycine (K - 1000 pg) et

entamicine (G - 500 pg), abolit cet effet synergique bactéricide pour le(s) aminoglycoside(s

lconcemné(s). En outre, HNR 3 la gentamicine implique HNR 3 la kanamycine.

[Toutefois, en cas de HNR :

I les autres aminosides que la gentamicine, la kanamycine et |a streptomycine restent]
utilisables en association.

I* La combinaison SH"R+ KMNR est possible.

Pour les valeurs « intermédiaires » des diamétres, le niveau de résistance devra étre

|confirmé par dilution en agar ou en bouillon contenant 500 pg/ml de S, K ou G. (HNR : CMI

= 500 pg/mil).
IChloramphénicol 30 pg =8 =16 =22 =19 |Interdit chez les animaux producteurs de denrée alimentaire.
/ Departement
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Phénotypes de résistance

MLSB
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Souches de référence

Ficha de contréle qualité des sntibiogr

Antibiotiques Charge du disque Siaphylococcus aureus Escherichia coli Sirepiococcus uberis e oo —
CIP 76.25 CIP 76.24 CIP 103219
[Penciines T o ugaouy T ap R S
R A E—
Amoxi TR % N
~ Réf souche : MVPSA1 ’ 9 ! 2 i =
Genre bactérien ; Psendomonas seruginasa ATCC 27853 ’i‘EJ i £ ! g
Fi4% I | §
y g3 wgn '?-a": 3.9
y 832 ¢ 302 |¢ 032
FAMILLE ANTIBIOTIGUE | CHARGE DIAMETRE = DBAMETRE ! DWMETRE
| 8 '
AMINOSIDES 1 | GENTAMICNE = P AF ¥ et
[Timboprme + Submeborszne | 1923750 | %2 | W5 | W5 || BETALACTAMMES | xw A4S & M
Soamere | wow | mw | | moa | b it s A |23 <>
Mocosie |1y | e |PUPEOTIOES |4 |COuSTRE pog |43 | < <
Fomwd | mw [ [ 2% T |cuwotomss oot Ex o | | 8
l;ﬂ MARSOFLOXADING Syg .3{’ Q’L ,2(:
Masurn do la hacteur de géloss (Hautour attendue deamsf- 1mmn): | S ey (lirmpey  famn
Lot de Mueller Hinton vaiidé le et viss | 51 A1 ¢S 25)as |g1<5 /0 3
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Essais inter-laboratoires

. amoxicilline céfalotine céfoxitine

&+ 07 15—

40~ 5 10

10-

- 5 5

[t o p-o= o- I am
rrrrrnd LS L L | Frrrrini L L L L | Trrrrrintd IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
6TE 91un12131-:151&1?151m1mmmm3132m36363?mm E73010N1 121314151&1?1819&1%&2@2@“1&3&3&3&3&3?3&39& BE7839 1n1112131415151?|a1m1mmmm1mm3&m

amoxicilline-ac.clavulanigue céfuroxime ceftiofur
5=
0
5=
5]
m 0- -III Ina
rrrrrrrrrrrrud rrrrruri rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrorretda rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrorronta
6 7 B 91011121 314151617 15192021 222324 25 2627 282030 31 12 3334 353637 383540 6789 1D11121314151&1?18192{2122232&252552@1}01&1%153?3&386] B 7 8 91011121314151617 16192021 222324 252627 2828303132 3334353637 34 3040
cefquinome 30 ceftazidime kanamycine
15- 3 251
10- 2 50~
| I N [ ||
- ul l-l - I:Il}—l l
rrrrrriorria rrrrrrrrrrrrrrrurd e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrroerriartd IIIIIIIIIIIIIIIIIII
678910 112131-1151B1?1319312122232d25262?2£@303132313435ﬂ?m ETE 91D1112131415161]’151931212223&52532&33]313233&35353?“& B ? E. 91011121314151&1?1&19{3]212223242&252? 3031323334 353637383
céfotaxime streptomycine apramycine
20+
15—
10-
05—
Im_IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII EI_|T||||||||||||||||||||||||||||||||| I:l_IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
8 7 8 9112 A8 1T 1819202122 2324 2506 27 28 293031323334 353637 363040 6 T 8 91041121314 15161718 102021 222324 25 2627 2520303132 3334353637 303040 6 7 & S 1011213841596 17 151 02021 222304 25 0627 25203031 32 3554 353637 353040
4 - Departement
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Stockage des souches

Criteres de Souches Demande Etudes Stockage Jamais
stockage pathogenes, duclientou spécifiques systématique
zoonotiques, Vvétérinaire
ou BMR
Modalités de Tubes de -20°C -80°C Lyophilisées  Quelques
stockage conservation jours sur
en gélose gélose
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Stockage des données

-
COMPTE RENDU INTERNE L
CAUWAS 34303008
Dute de ntsgance Ol dn somardde :  TROA
d " Mrin iemance 1P
= e
SAB - Bian anibicganes pous RESAPATH 171213 wing
Rai.  Aew int
Eng
L 3
§ 5
) L
STREPTD Hil & I
[ n ] 5 8
RACIE  CLAVA a3 - B 8
1 do ossor Do ¥ I I o Idontite Antblotique I e » o= ¥
v ‘analyse
1703020128401 0770317 R = =0 5 ]
|17030200128401 0770317 Spiramycine WECR CNE 2l Fl 8
4 17030200128401 070317 Enterococcus foecum % 5
5 1703020012840 070317 FLORFEN B » = 05 & F
6 17030200128401 070317 @ faecs COLE
1730200128401 070317 Enterococcus fascim mycine b " =3 £ a8
17030200128401 07/03117 TETRA 1 " M
1703020120401 0770317 . géntal Entorococcus faecum 5
1703020012840 0770317 faecun TRik=SLLF a0 “0ES 0§ B
1703020128401 0770317 NALTEX
117030200128401 07003117 Gentamicing e 2] <8 k- 5
1703020128401 0770317 Amonciline + Acios ciawlaniaue ENROFLD
117030200128401 0770317 E Lincomycine ] B ania 8 L
1703020012840 070317 ARBOFLO 40 cnprEE 5 &
17030200128401 07/0317
| 17030200128401 07/03/17 @ o o 9
8 /1703020012840 07T Néomycine Beta-aciamines - considbnks
1703020012841 07703117 Flodemcl L  muche sansibie & oules s
20 17030200128401 070317 . ]
Pencillne G : o
Enrofioxacine
117030200128401 070317 Spuamycne A que c'est e marngueur cartagdrmmase
17030200128401 070317 MeCommancd par ke CAS F M.
1703020012840 07/03/17 Tétracychne :
17030200128401 0770317 Sultamdes + Tnméthopame
1703020012841 0770317 Staphylococcus proudrtermedivs Cétmecne
29 17030200128401 07017 E g0 arvs Acids Susidigue
117030200128401 07/0317 Sullamdes +
3 17030200128401 0770317 @
2/ 1703020012840 O7R3T
1703020012841 Q70317 Crés -
RESAPATH /' Wik e imtn
Eniisstuctbeen - Cobapdsdmans  Irenmmm Entbntactinas §
Erdiutectioas 1 A-rmncey Ingonsy

Bigles décianchius :
B0 34 I 39 s 51T 533 804 M M B sM 5N

Migles ikl dacieng hdey
3 L] i2 "w
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Conclusion

* Diagnostic de laboratoire important pour :
= |dentification de 'étiologie
= Evaluation de la sensibilité aux antibiotiques
= |nvestigations plus poussée
= Alimenter la surveillance

* @Grand intérét de la communication entre
les praticiens et les biologistes
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