Diagnostic biologigue
d’une infection bactérienne
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Objectif

Connaitre les étapes du diagnostic
bacteriologique d’une infection



Introduction

> Le diagnostic bactériologigue est un ensemble d’etapes
permettant de confirmer telle ou telle étiologie infectieuse
d'origine bactérienne.

»Ces étapes sont variées et caracterisent soit le diagnostic direct
soit le diagnostic indirect.

»Ro0le primordial du laboratoire de bactériologie dans le
diagnostic d’une infection bactérienne.



Introduction

» Plusieurs méthodes:

¢+ Diagnostic direct: mise en évidence de la bactérie
responsable du tableau clinique,

“*Diagnostic indirect: mise en évidence des marqueurs
biologiques (Anticorps humoraux ou cellulaires) temoins de la
multiplication bactérienne dans I’organisme



Déemarche diagnostique

Diagnostic Direct =

Détection du germe ou de ses composants

Détecter le Détecter Biologie
‘ germe les Ag moléculaire -recherche des
anticorps
- Tests cutanées
4 v
Microscopie PCR...
Culture,

Identification,
Antibiogramme



Diagnostic direct



Prelevement (1)

La qualité du prélevement '
conditionne le resultat: J
1. Types de prélévements —=1—
2. Moment du prélévements —d E—

3. Comment faire les
prélevements
4, Conservation et transport.



Prelevement (2)

1- Respect des conditions de sterilité

Ne pas introduire des germes étrangers au préelevement.

2- Choix du moment:
Avant tout traitement antibiotique
Pics de température
Evolution de la maladie

3- Conservation et transport:
Nature du prélevement
Nature du germe suspecté




Prelevement (3)

Fiche de renseignement +++++

* Informations utiles sur le malade: age, sexe....

 Tableau clinique: déebut, symptdmes majeurs, type
d’évolution.

* |nformations specifiques pouvant orienter le
bactériologiste vers une recherche de germes particuliers



Enregistrement au laboratoire

 Sur registre du laboratoire:

— Numeéro

— Date de réception au laboratoire

— Nom, prénom, age et sexe

— Adresse ou service hospitalier, nom du meédecin
— Nature du prelevement



Diagnostic direct (1)

Examen macroscopique: aspect du !gav_
prélévement =
L’infection bactérienne peut s’accompagner
d’une modification visuelle ou
macroscopique Lquide céphalo-rachidien
Examens miCroscopiques: Yk 5 g
. i LT
» Examen sans coloration : 4? s 4
. i © Gram %‘wwp_m
Etat frais (entre lame et lamelle (X 40)). . s

Appreécier:

o la morphologie des bacteries,
o leurs groupements,

o leur abondance

o leur mobilité




Diagnostic direct (1)

Examens
microscopiques:

»Examen apres coloration
Gram, BM, coloration
spécifique (ZN...).

L A v ]
> Autres techniques L
Immunologiques: A
Immunofluorescence directe et g
indirecte el

P

Coloration ZN



Diagnostic direct (2)

Intérét de I’examen direct:

» La purete de la population bactérienne,

» La morphologie du germe,

» La richesse bactérienne,

» La presence de cellules polynucléaires ou lymphocytaires
» Orientent les recherches ultérieures pour le choix des
milieux a ensemencer, les tests a lancer rapidement et

» Donner un diagnostic de forte préesomption au clinicien

qui peut commencer le bon traitement immeédiat



Diagnostic direct (3)

Isolement de la bactérie

responsable

a la bacteérie suspectée

Isolement sur milieux de culture:

» Milieux nutritifs simples
» Milieux nutritifs enrichis
> Milieux sélectifs,

» milieux chromogenes




Diagnostic direct (4)

Conditions d’incubation :

» Tempeérature ( 37, 30 ou 42°)
» Tension d’oxygene

» Durée d’incubation

( 18h, 24h, 48h, jours ou semaines)




» Caracteres microscopique ( EF et colorations)
» Caracteres culturaux ( morphologie, durée,
conditions physiologiques)

» Tests d’orientation rapide: catalase, oxydase.
» Biochimiques: galeries biochimique
manuelles ou pouvant étre lues par des

automates (Vitek, Walkaway...).
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» Tests d’agglutination. ows amn oo
Galreie AP




Diagnostic direct (6)

Etude de la sensibilité du germe aux antibiotiques

- Antibiogramme sur milieu
solide.

- CMI.

- E test.

- systeme automatise.




Diagnostic direct (7)

Lecture et interpretation des résultats:
> Type de prelevement ( mono ou poly microbien)
» Malade et I’histoire clinique
> Contexte épidémiologique

Le diagnostic de certitude: bacteriologie
Une diarrhée aigtie= Typhoide si isolement de S. typhi
Pneumopathie = Tuberculose si isolement de M.tuberculosis

Meningite cérebro-spinale si isolement de N. meningitidis



Diagnostic direct (8)

Diagnostic rapide par recherche d’antigenes

¢ Test de diagnostic rapide (glg min a glg heures)
¢ Permet un diagnostic biologique de certitude ou quasi-

certitude.
¢ Interét particuliers dans les infections graves (méningites,

Sepsis séveres..).

» 2 types d’antigénes recherchés:
1. Ag solubles
2. Ag extractibles



Diagnostic direct (9)

Diagnostic rapide par recherche d’antigenes

Plusieurs techniques utilisées:

» Agglutination.
»ELISA

» Immuno-capture. ..



~ Diagnosticdirect (10)

Biologie moléculaire

Mise en évidence de marqueurs moléculaires
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Diagnostic direct (11)

Biologie moléculaire

Domaines d’application:

W

Détection bactérienne
Identification bactérienne

Typage moléculaire

1- Etude des profils.
2-Méthodes de séquencage

Détection de la résistance

SHV 28 davabase

Kpneumoniae 2 SHV 28
Kpneumoniae 4 SHV 28
Rpneunoniae 25 SHV 28 GCIVVHRFIRLCIISLLATL
Kpneumoniae 24 SHV 28  ~----WRFIRLCIISLLATI

Prim.cons. GCIVVMREIRLCIISLLATLPLAVARSPQPLEQIKLSESQLSCRVEMIEMDLASGRILTA



Diagnostic indirect (1)

L_es sérodiagnostics

Recherche des anticorps circulants syntheétises en réponse a la
multiplication bactérienne:

 Réaction d’agglutination

 Réaction de précipitation

« Réaction de fixation du complément

« Réaction de neutralisation
*Techniques immuno-enzymatiques type EIA ou ELISA

Interprétation en fonction du contexte clinique: résultats
donnés comme arguments de présomption

* 2 sérums : préecoce et tardif
* montrer la montée du titre des AC entre les deux tests



Diagnostic indirect (2)

Recherche de I’Hypersensibilité de
type retardee

»Injection d’extrait antigénique par voie ID

Erythéme
» Immunité de support cellulaire R

»Réaction retardee de 24 a 48 heures

» Apparition d’un nodule au point >f / ‘ \//
d’1inoculation Induration

> Lecture a la 72eme heure



Conclusion

» Qualité du prélevement
» Qualité de I’analyse bactériologique

» Detection des « traces » laissées par la multiplication
bactériennes si besoin

> Interprétation et la validation des résultats

» Rapidité de 1’envoi des résultats

Coopération entre clinicien et bactériologiste +++++
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