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Analyses biologiques

Un ensemble d’étapes successives, allant du
prelevement de 1’échantillon biologique
(sang, urine, selle, LCR,........ ) jusqu’a la
remise des resultats.




Produits pathologiques ?



Produits pathologiques

Produits biologiques contamines



Produits pathologiques

Ce sont des produits biologigues ou se sont
multipliés des micro-organismes
responsables de I’infection.
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Analyses des produits pathologiques

Objectives

dd'isoler et d'identifier les micro-organismes
pathogenes.

Jde mesurer leur sensibilité(s) aux antibiotigues
habituellement actifs sur cette ou ces bactérie(s).
« Antiblogramme »

L Identification sssssp  SUIVI épidémiologique



Reégles générales concernant I’analyse bactériologique

Une analyse bactériologique ne doit pas se
résumer a une simple technigue, mais doit étre
orientee selon la demande du clinicien et selon
les renseignements cliniques qui accompagnent
le prelevement.

Elle comprend 3 phases (pré-analytique,
analytique et post-analytique).




Phases analytiques des analyses de microbiologie medicale

T

pré série d’¢étapes commencant chronologiquement par la

analytique prescription des analyses par le clinicien, comprenant la
demande d’analyse, la préparation du patient, le
prélevement du spécimen, 1’acheminement jusqu’au
laboratoire et au sein du laboratoire et finissant au début
de la procédure analytique.

analytiqgue comprend tous les événements qui peuvent se produire
pendant I’analyse a proprement parlée.

post concerne tous les évenements qui peuvent se produire
analytigue apres I’analyse (remise des résultats,.....).

N.B. Les phases : pré-analytique et analytique sont les phases critiques




Déemarche de I’examen bactériologique




Démarche de ’examen bactériologique

Le diagnostic bacteriologique est un ensemble de
moyens permettant de confirmer telle ou telle étiologie
Infectieuse d'origine  bactérienne. Ces moyens
diagnostiques sont variés et caractérisent soit le
diagnostic direct soit celul indirect :




Démarche de I’examen bactériologique

Search for antibodies or
antigens using agglutination,
immunofluorescence, EIA,

Enrichment s Isolation sl |dentification

and so on.
Immunological Blood Detect antibody against
assays sample — suspected pathogen
Patient Growth-dependent
(infectious Other Samples: blood, microbiology
disease assays feces, urine, tissue
suspected) biopsy, mucosal swab

Molecular
biology or

Use of selective,
enriched, or
differential
media

immunology

Antigen assays

Molecular assays

Pure
culture

Search for microbial or virus antigens
using fluorescent antibody, ElA, and so on.

Search for pathogen genes
by gene amplification.

|

Use of growth- ]
dependent,
biochemical,
immunological,
or molecular

assays

Laboratory identification of microbial pathogens. The flowchart shows alternative paths for

identifying pathogens or pathogen exposure in the clinical |

aboratory.




Démarche de ’examen bactériologique

DIAGNOSTIC DIRECT : mise en evidence de la
bactérie elle-méme, donc finalement de sa culture ou
Isolement qui permettra l'identification ultérieure ainsi
que de préciser sa sensibilité aux antibiotiques

(antibiogramme).




Démarche de ’examen bactériologique

DIAGNOSTIC DIRECT
Ceci n’est pas toujours possible soit :

d L’agent a disparu avant ou peu apres [’apparition des
symptomes (ex : Rhumatisme articulaire aigu , brucellose) ou
a la suite d’un traitement antibiotique trop hatif.

1 La bacterie de culture impossible, ex : agent de la syphilis
(treponeme)

1 La bactérie est de culture tres lente ou nécessite des milieux de
culture spéciaux. Isolement fait par des laboratoires spécialisés
(ex : agent de pneumopathie atypiques : chlamydiae,
mycoplasmes).




Démarche de ’examen bactériologique

DIAGNOSTIC DIRECT

Ceci n’est pas toujours po

pparition des
ucellose) ou

la syphilis

Ou nécessite des milieux de
a1t par des laboratoires spécialises
opathie atypiques : chlamydiae,




Démarche de ’examen bactériologique

DIAGNOSTIC INDIRECT : mise en évidence de la
réponse de l'organisme a l'infection par la présence
d'anticorps specifigues, le plus souvent sériques ou plus
rarement par une réponse d’hypersensibilité, dite

allergique.




Démarche de ’examen bactériologique

RETENIR : Le diagnostic direct est le seul diagnostic
de certitude, car il permet la mise en évidence de la
bactérie elle-méme, donc finalement sa culture ou
iIsolement qui permettra l'identification ultérieure mais
aussi de préciser sa sensibilite aux antibiotigues
(antibiogramme).
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I- Les prélevements (1lere étape du diagnostic)

Les prélevements permettant de mettre en
evidence une Dbacterie responsable d'une
Infection dépendent du site anatomique atteint,
mais peuvent correspondre a des liguides
biologiques dans lesquels la bactérie ou des
antigenes bactéeriens peuvent étre detectes.

Les échantillons biologiques sont preleves dans
des flacons steriles puis transmis au laboratoire
le plus rapidement possible.



Produits pathologiques

Monomicrobiens

-

Les monomicrobiens sont des
produits biologiques, qui est
stérile a I’état normal. Par
exemple: Le LCR, le sang, les
liquides pleuraux, les liquides
d’arthrite, les liquides
Péricardes.

En géneéral, on isole qu’une
seule bactérie responsable de
I’infection

Polymicrobiens

. ___1 o BN

Les polymicrobiens sont issus de
cavites naturelles qui  sont
normalement septigues. Ce sont
des produits riches en germes. Par
exemple: Selles, Sécrétions
buccales, vaginales,
rhinopharyngeées.

Il 'y a de difficulte dans
I’interprétation des résultats




I- Les prelevements

sites hormalement stériles

(liquide céphalorachidien, liquide articulaire, sang, biopsies, etc.)

contamination est tres peu probable

si la désinfection a eté correctement exécutée.

= Llinterprétation est relativement aisée.




|- Les prelevements

<Site anatomique normalement stérile mais la
contamination par une flore endogene est
pratiqguement obligatoire.

les prélevements pulmonaires profonds comme les brossages distaux, méme s'ils sont
protégeés).




l- Les prelevements

+Enfin, lorsque la bactérie responsable de
I'infection est associee a une flore endogene.

(c'est le cas dans les infections digestives, les infections cutanées, les angines, etc.),

- Interférer avec l'isolement de la bactérie,
- l'utilisation de milieux sélectifs.




Récapitulatif des lieux de prélevements




Bons N Bons
prelevements resultats




l- Les prelevements

I-1- Le preleveur

Il doit respecter les regles de soins et d’hygiéne,
notamment en ce qui concerne (le port de gants,
blouse et dans certains cas de masques ou de
lunette de protection).

Tout produit pathologique doit étre considéré

comme potentiellement infectieux |

4 niveaux de securite biologique
BSL (Biosefty Laboratory Level 1, 2, 3, 4)




Tableau 1. Classification des micro-organismes infectieux par groupe

de risque

Groupe de risque 1 (risque faible ou nul pour les individus ou la collectivité)
Micro-organisme qui, selon toute probabilité, ne peut causer de maladie humaine ou animale.

Groupe de risque 2 (risque modére pour les individus, faible pour la collectivité)

Germe pathogene capable de provoquer une maladie humaine ou animale mais qui ne présente
vraisemblablement pas un sérieux danger pour le personnel de laboratoire, la collectivité, le bétail
ou I’environnement. Une exposition en laboratoire est susceptible d’entrainer une infection grave,
mais qui peut étre traitée ou prévenue efficacement; par ailleurs le risque de propagation

de I’infection est limité.

Groupe de risque 3 (risque important pour les individus, faible pour la collectivité)

Germe pathogene qui cause habituellement une grave maladie humaine ou animale, mais qui ne
se transmet généralement pas d’un individu a I’autre. Il existe un traitement et des mesures
préventives efficaces.

Groupe de risque 4 (risque important pour les individus comme pour la collectivité)

Germe pathogene qui cause habituellement une grave maladie humaine ou animale et peut se
transmettre facilement d’un individu a I’autre, soit directement, soit indirectement. Il n’existe
généralement ni traitement, ni mesures préventives efficaces.




I-1- Le préleveur

Chaque pays ou region devra etablir une
classification nationale ou régionale, par groupe de
risque, des micro-organismes. Cette classification
devra reposer sur les criteres suivants :

1 Pathogenicité du germe.

d Mode de transmission et gamme d’hotes, qui
peuvent dépendre de 1’état immunitaire de la
population locale, de la densité et de la mobilite
des hotes, de la présence de vecteurs appropriés
et du niveau d’hygiene de I’environnement.




I-1- Le préleveur

d Possibilité de prendre localement des mesures
préventives efficaces, lesquelles peuvent comprendre
. une prophylaxie par vaccination ou administration
d’immunserums (immunisation passive), des mesures
sanitaires concernant par exemple I’hygiéne des
aliments et de 1’eau, 1’élimination des réservoirs
animaux ou des arthropodes vecteurs.

d Possibilité de dispenser localement un traitement
efficace : Immunisation passive, vaccination post-
exposition, utilisation d’anti-infectieux et d’agents
chimiothérapiques ou antiviraux, sans negliger le
risque d’apparition de souches pharmacoresistantes.




|-2- Le moment de prélevement

Avant 'administration d’agents
antimicrobiens (ATB,....).

le debut de processus infectieux (pic
febrile).

N.B. Si la sévérité de I'évolution ne permet pas l'arrét des antibiotiques pendant plus
de quelques heures, l'antibiothérapie en cours reste justifiee et des modalites
techniques particulieres peuvent étre proposeées. L'ensemencement pourra par
exemple étre pratiqué dans des milieux liquides permettant de diluer les
antibiotiques de I'échantillon, ou dans des milieux contenant des inhibiteurs
d'antibiotiques.



|-3- Le site de prélevement

Les plus proches du foyer

infectieux initial

— L_es localisations secondaires

La porte d’entrée

Les voies d’excrétion ou
== ('évacuation de I’infection (fistule,
drainage).
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1-4- Une quantité suffisante de materiel est
necessaire pour une analyse complete

Une trop petite quantite de materiel ne permet
pas au laboratoire de réaliser les frottis et les
cultures  appropriés. Le  microbiologiste
privilegie alors les techniques permettant la
reconnaissance des bacteries les plus souvent en
cause.




1-4- Une quantité suffisante de materiel est
necessaire pour une analyse complete

Cecl est particulierement probléematique pour les
lésions chronigues contenant un petit nombre de
micro-organismes qui risquent de ne pas étre
détectes a lI'examen microscopique d'un frottis,
ni méme recupéres en culture. Des volumes
Insuffisants peuvent donc donner lieu a des
résultats faussement négatifs.




1-4- Une quantité suffisante de materiel est
necessaire pour une analyse complete

Comme les échantillons de sang, les produits de
ponction ou de biopsie contenant une faible
quantite de bactéries peuvent étre ensemences
directement dans un milieu de culture liquide. I
faut alors réeduire au maximum les risques de
contamination par des bactéries se multipliant
plus rapidement que l'agent pathogene.




I-5- Les méthodes de prélevement

Dépendant des micro-organismes capable d’infecter différents
organes ou tissus. Elles dépendent également du type de Iésion et
de I'enjeu du diagnostic étiologique, en limitant les indications
des prélevements invasifs selon le bénéfice escompté et les
risques iatrogenes.

Meningite Diarrhée Infection urinaire Pneumonie
PL (LCR) Coproculture ECBU expectoration ou
| (selles) prélévement
hémoculture bronchique +
(sang) hémocultures




I-5- les méthodes de prélevement

Dans tous les cas, les prélevements seront
réalisés avec du matériel stérile a usage
unigue, selon les regles d’hygiene et
d’asepsie appropriées.




Un écouvillon
stérile est introduit
doucement dans
la narine et dans
le nascpharynx

a

Faible volume
d’échantillon recueills,
Risgue de dessiccation

et de contamination

Usage limité aux

prélevements des

téguments ou des
mugueuses




(@ (b) (c)

Specimens from the upper respiratory tract. (a) Throat swab. (b)
Nasopharyngeal swab passed through the nose. (c) Swabbing the
inside of the nose.




Suppurations d’une

ponction

sereuse, d’'un organe creux
ou d’'une cavite abcedee

cathétérisme

chirurgie




|-6- Contamination des prelevements

Bactéries de I’environnement (saprophyte)
Bactéeries commensales (microbiote)

Ceci concerne en particulier les infections dont le site est
respiratoire, ORL, oculaire, intestinal, génito-urinaire,
cutané ou sous cutane.

Les procedes de décontamination de surface comportent soit
le simple rincage avec de serum physiologique sterile ou
I’utilisation sur la peau une solution antiseptique.




|-7- Reécipients contenant les echantillons

Identification de recipient

ONom, prénom et la date de naissance de
malade

dLa date, I'heure, la nature et le site de
brélevement.




1-8- Délai de transport et conservation des échantillons

En regle generale, les bacteries ne résistent pas a la
dessiccation et au froid, en particulier lorsque de petits
volume d’échantillon sont préleves.

La plupart des échantillons primaires peuvent étre
transporteés a temperature ambiante (22°C) s’ils sont
apportés rapidement au laboratoire (délai inférieur a

4h).

Les bacteries qui ne supportent pas de delai peuvent
étre préservees dans des milieux de transport
(assurent la survie des germes sans provoguer de
multiplication).




1-9- Conservation des échantillons

Pour eviter la dessiccation des echantillons de
faible volume, notamment sur écouvillon, ceux-
cl peuvent étre placés dans des tubes contenant
des milieux de transport.

La conservation a +4°C inhibent Ila
multiplication bactérienne.

Cependant les shigelles sont tres sensibles au
frold et nécessitent un ensemencement
Immeédiat.




1-10- Milieux de transport

Ces milieux sont destines a la conservation de
certains types de micro-organisme et a
I'inhibition des autres organismes de croissance
plus rapide.

Les milieux de stuart conviennent pour la
plupart des bacteries, y compris les anaérobies
strictes.




Conclusions

Ne prélever que si c ’est nécessaire

respecter les conditions de préléeévement
et de transport

analyser et interpréter en fonction de la
clinique

étudier a mauvais escient peut entrainer
des erreurs de diagnostic

un traitement antibiotique non
nécessaire peut étre dangereux pour le
patient et/ou I’environnement

(population)




Diagnostique de labo de P’infection




Examen microscopique
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[1. Coloration Différentielle
[1.1. Coloration de Gram

Coloration basée sur la perméabilité de la paroi des bactéries a I'alcool.

- 1 temps : cristal violet + lugol
— complexe colorant soluble dans l'alcool qui colore en violet le cytoplasme
de toutes les bactéries.

- 2° temps : décoloration par I'alcool

— l'alcool traverse la paroi des bactéries dites a Gram négatif et dissout le
complexe colorant (bactéries décolorees).

— bactéries a Gram positif : la paroi ne se laisse pas traverser par ['alcool
(bactéries restent colorées en violet): bactéries dites a Gram positif.

- 3% temps: contre coloration par de la fushine (rose): les bactéries
décolorées apparaissent rose = on les dit 8 Gram négatif .




Coloration de Gram

l Violet gde cnsial

. Safranine

o Application o Traitement 0 Lavage a l'isopropanot- o Application
du violet de a l'ode (mordant) acetone (décoloration) de la safranine
| cnistal (colorant) (contre-colorant)



Coloration de gram

Chez les bactéries a Gram positif, la parol
bloque I'extraction du violet de gentiane et
de I'lodure par I'alcool alors gu'elle ne bloque
pas cette extraction chez les bactéries a Gram
négatif.




Coloration de Gram

Retenir : La coloration de Gram ne permet pas une
Identification mais une orientation.

Renseigne sur
1la presence (ou absence) de bactéries.

dleur forme (cocci ou bacille, cocobacille,
fusiforme).

dleur groupement (amas, chainettes, diplocoques)

dleur gram (+ ou -) = tres utile car oriente
[’antibiotherapie.
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Bacteries qui ne sont pas colorable par Gram

. Bacterie avec une paroi tres riche en lipide.
Exp: Mycobactérie

. Bactérie qui ne possede pas une paroi EXp:
Mycoplasme

. Bactérie a multiplication intracellulaire
obligatoire. Exp Chlamydia, Rickettsia

. Bacterie tres mince pour la visualiser. EXp
treponema
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Il Les milieux de culture en
bactériologie




I1l. Les milieux de culture en bactériologie

I11.1. Introduction

Lexamen direct d’'un etalement biologique
contenant des bacteries n’est generalement
pas suffisant pour identifier [|'espece
bactérienne en cause;

seule la culture associee a une galerie
d’identification biochimique peut garantir
une identification precise.



Les milieux de culture en bactériologie

111.2. Définition

Un milieu de culture est composé d’un
melange de substrats nutritifs (acides amines,
peptides, bases nucléiques, sucres, etc), d’un
systeme tampon pour éviter les variations
Importantes du pH, de sels minéraux et de
vitamines. Il est possible d’ajouter d’autres
facteurs de croissance (sang, proteines,
hémoglobine, vitamines). lls sont de nature
solide, semi-solide ou liquide.



Les milieux de culture en bactériologie

111.2. Définition

Les bactéries d'intérét meédical les plus
frégquemment responsables d'infection arrivent
a se developper sur des milieux de culture.

Ces milieux de culture sont indispensables a la
multiplication bactéerienne, ce qui permet par la
suite une identification bactérienne ainsi que
'étude de la sensibilit¢ aux antibiotiques
lorsque la bacterie est isolee en culture pure.



Mobilité

Morphologie
facteurs |
intrinseques a la ¢ Capsule (+ ou -)
bactérie

Pigmentation

Apparence des ’
colonies ’

Fimbriae

{ fa.cte\urs F Milieu de culture
extrinseques

\.

N.B. L’aspect des colonies est le caractere primaire utilisé pour orienter
le diagnostic effectué par le bactériologiste
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Forme
Punctiforme  Circulaire  Filamenteuse Irréguliere  Rhizoide  Fusiforme
| —_— e A A
Elévation Plane Elevée Convexe Bombée Bossue
- NN il =~
Régulier  Ondulé Dentelé Filamenteux Bouclé

Morphologies des colonies bactériennes




111.3. Différents type de milieux de culture bactérien

4

 permet la croissance d'especes non ou peu exigeantes.

Base

<

« enrichis par l'addition de diverses substances (sérum, ceuf,
sang, vitamines, etc.) qui autorisent la croissance de bacteéries
Enrichissement  plus exigeantes (fastidieuse).

« Contient des facteurs qui permettent la croissance des
difféerentes especes bactériennes sur le méme milieu.

<

Différentiel

<

 Par addition d'antibiotiques, d'antiseptiques ou de colorants qui

Sélectif | VOnt Inhiber les bactéries sensibles a ces composés.



| Choix d’un milieu de culture

Type de Phys:o ement
preélévement /m <°Mm
Exigence
bactenenne cxlgamk:
Vilieu non selechf ilieu non sél Mxheu sclectxf Milieu sclecuf
- non ennchx _enrichi non enncm .
didentification ks .ﬂegfyw \ucwse ~ ""’, _ o iy / \
’ BCP, ‘ Féloscan_ 'Gclosc ! Pm Fdrbcn‘ Gélosem
' == sang i + ANC, +VCAT
l [ I \ / +BAV...
- Enté éries - Gonocoque,
 Entérobactéries 352& ge::sm NEgioobackinics GRAM® . influenzae
S ———— cumo .'

Milicux spécifiques de certaines espéces

Chapman S. aureus ; Granada : S. agalactiae ; Cétrimide : P aeruginosa; milieux chromogenes




Comparison of Selective and Differential Media

Copynght © The McGraw-+il Companies. Inc Permussion regured 1or reproduchon o daplay
l

sample | sample




Selectivite

- Sélectif des gram négatif (sels
biliaires + cristal violet)

h Indicateur coloré_s.i

- Rouge neutre (vire du rose pale au
rose foncé)

- Sucre : lactose
Différentiel

Bactéries non exigeantes

- Bactéries non exigeantes
gram —, lactose —

Salmonella spp., Shigella spp.,
\\ R

Proteus spp.




V. Techniques d’isolement et de purification
des bacteries pathogenes



V. Isolement et purification des bacteries

1V. 1. Définition

L'isolement est une technigue qui permet de séparer les
bactéries d'un échantillon. 1l permet d'obtenir des
colonies différentes, espacees les unes des autres.

Les milieux d'isolement sont des milieux solides qui
permettent d'obtenir des colonies isolees permettant
d'effectuer les tests d'identification ou d'étudier la
sensibilite aux antibiotiques des bactéries d'interét
medical.



V. Isolement et purification des bactéries

V. 2. Principe

Une bactérie se multiplie en des millions d’exemplaires
Identigues qui forment une colonie visible a I’ ceil nu.

Une colonie

f——
_

Cela permet l'isolement des bactéries en culture pure parce
que la colonie est supposee provenir d'un seul organisme.



V. Isolement et purification des bactéries

Attention: 2 bactéries 1’'une a coté de I’autre
peuvent donner une seule colonie visible a 1’ceil
nu.

Une colonie

-Cf“',:. *::‘ - / /
2 bactéries _—




V. Isolement et purification des bactéries

Une colonie peut alors déenommeée UFC pour
unite formant colonie.

Une colonie = UFC « unité formant colonie »




V. Isolement et purification des bactéries

Si I’on separe physiquement des bactéries en les
deposant sur un milieu de culture gelose
(ensemencement) on a des chances de separer
suffisamment les bactéries pour qu’une colonie
correspond a une seule bactérie.



V. Isolement et purification des bactéries

Culture mixte ==  Culture pure

Contient Plusieurs Contient une seule
especes bactériennes espece bactéerienne.



V. Isolement et purification des bactéries

Seen Through Microscope (Microscops) M,
P 2\
\J:T? y 1 =
e of oot T —_— ] ry

the number of colls.




V. Isolement et purification des bacteries

Culture
pure

N

Stérilisation

-

|solement




1V.3. Réussir un isolement

Bon isolement

stries serrées

Pour bien
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mélange

[ = - |
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V. 4. Méthodes d'isolement
dTechnique d’isolement par épuisement
(méthode des cadrants)
dtechnique d’ incorporation dans la gélose

dEnsemencement par la technigue du rateau



V. 5. Qu’est-ce qu’un bon 1solement ?

La présence d’un nombre suffisant de colonies
Isolées dans la derniere partie de [’isolement.

dLa présence d’un gradient decroissant et
regulier de colonies.




