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DiagnosticDiagnostic
éétiologiquetiologique

MicrobiologistesMicrobiologistes



Conditionnement du prConditionnement du prééllèèvement vement 

Diagnostic Diagnostic éétiologique /tiologique /
systsystèème respiratoire des bactme respiratoire des bactéériesries

•• aaéérobie strictrobie strict     : tube sec st: tube sec stéérilerile
•• anaanaéérobie strict robie strict : seringue: seringue

        : portagerm: portagerm
            : h: héémoculture non ventilmoculture non ventilééee

•• aaééro-anaro-anaéérobie  robie  : tube sec st: tube sec stéérilerile
•• microamicroaéérophile  rophile  : milieux sp: milieux spééciaux pour ciaux pour 

   optimiser la culture (   optimiser la culture (BrucellaBrucella))



Importance du tube sec stImportance du tube sec stéérilerile
Examen directExamen direct

•• Coloration Gram     Coloration Gram     ,,
•• Morphologie :Morphologie : bacillebacille

coccicocci
•• Organisation :Organisation : amasamas

chachaîînettenette
palissadepalissade

•• Si positive <-> 10Si positive <-> 1055  C / ml -> / ml ->
orientation diagnostique en 20orientation diagnostique en 20’’
(impossible (impossible àà faire avec les bact faire avec les bactééririéémies)mies)



Diagnostic Diagnostic éétiologique /tiologique /
temps de croissance des bacttemps de croissance des bactéériesries

•• Division par scissiparitDivision par scissiparitéé
•• Croissance exponentielleCroissance exponentielle
•• Temps de gTemps de géénnéération ration 20-3020-30’’ : croissance rapide: croissance rapide

            18 h18 h : croissance lente: croissance lente
  



Diagnostic Diagnostic éétiologique/tiologique/
temps de croissancetemps de croissance
Conservation des prConservation des prééllèèvementsvements

•• Pour une croissance rapide et les diagnostics utilisantPour une croissance rapide et les diagnostics utilisant
une quantification bactune quantification bactéériennerienne     
•• urinesurines
•• cathcathééters centrauxters centraux
•• prprééllèèvements distaux protvements distaux protééggéés, brossess, brosses

•• Croissance lenteCroissance lente
MycobactMycobactééries - mais autres espries - mais autres espèèces ces éévoquvoquéées sur laes sur la
cliniqueclinique
ex : ex : Brucella,Brucella, pr préévenir le laboratoire car troisvenir le laboratoire car trois
semaines de culture et repiquage systsemaines de culture et repiquage systéématique desmatique des
hhéémoculturesmocultures

conservation conservation 
àà +4 +4°°C C 
(sauf exception)(sauf exception)



Diagnostic Diagnostic éétiologique / temptiologique / tempéérature etrature et
facteurs de croissance des bactfacteurs de croissance des bactéériesries
•• Lyse spontanLyse spontanéée : pneumocoque, me : pneumocoque, mééningocoqueningocoque

(inoculation en milieu de culture, la plus rapide(inoculation en milieu de culture, la plus rapide
possible)possible)

•• Dessication : Dessication : ééviter les viter les éécouvillons (culturette)couvillons (culturette)
•• ActivitActivitéé antibiotique : dilution ou capture (r antibiotique : dilution ou capture (réésine) dessine) des

antibiotiquesantibiotiques
•• Multiplication intra-cellulaire : IsolatorMultiplication intra-cellulaire : Isolator
•• Facteurs de croissance indispensables : Facteurs de croissance indispensables : LegionellaLegionella

(BCYE)(BCYE)
•• TempTempéérature de croissance rature de croissance ≠≠ de 37 de 37°°C : C : NocardiaNocardia

                                    CampylobacterCampylobacter



        11èère Conclusionre Conclusion

•• PrPrééllèèvement bien fait + renseignements cliniquesvement bien fait + renseignements cliniques

-> Optimisation de l-> Optimisation de l’’isolement desisolement des
""""""""""microorganismes au laboratoiremicroorganismes au laboratoire



InterprInterpréétation des rtation des réésultats bactsultats bactéériologiquesriologiques

Valeur pathogValeur pathogèène du microorganisme isolne du microorganisme isoléé ? ?



BactBactééries pathogries pathogèènes strictesnes strictes

Gonocoque, Gonocoque, M. tuberculosis, SalmonellaM. tuberculosis, Salmonella majeures, majeures,
mineuresmineures
Mais porteurs sains de pathogMais porteurs sains de pathogèènes stricts :nes stricts :
Salmonella, Vibrio choleraeSalmonella, Vibrio cholerae (tube digestif) (tube digestif)



BactBactééries commensalesries commensales
!!Escherichia coli                  Escherichia coli                  Tube digestifTube digestif

Pneumocoque                      OropharynxPneumocoque                      Oropharynx
Haemophilus influenzaeHaemophilus influenzae

CorynCorynéébactbactéérie rie 
Staphylocoque                     PeauStaphylocoque                     Peau
            àà coagulase n coagulase néégative     gative     
AcinetobacterAcinetobacter

hors nichehors niche
éécologiquecologique
fifi pathog pathogèène ne 
        ≠≠"" pouvoir  pouvoir 
     pathog     pathogèènene
     des bact     des bactéériesries

 



BactBactééries saprophytesries saprophytes !!!!!!!!

  AcinetobacterAcinetobacter

Pseudomonas aeruginosaPseudomonas aeruginosa !!!!!!!!

Diverses entDiverses entéérobactrobactéériesries
((Serratia Serratia spp, spp, Enterobacter cloacae)Enterobacter cloacae)""

M. fortuitumM. fortuitum

opportunistes :opportunistes :
colonisateurs / pathogcolonisateurs / pathogèènes ?nes ?
fifi facteurs de risque facteurs de risque



Les garde-fous pour les commensauxLes garde-fous pour les commensaux
cutancutanééo-muqueux peu virulentso-muqueux peu virulents

1) 1) prpréésence ou non de polynuclsence ou non de polynuclééairesaires

2) 2) ééviter les prviter les prééllèèvements par vements par éécouvillonnagecouvillonnage

3) 3) multiplicitmultiplicitéé de pr de prééllèèvements positifs avec vements positifs avec le mle mêêmeme        ""
microorganismemicroorganisme



Exemple des StaphylocoquesExemple des Staphylocoques
àà coagulase n coagulase néégativegative
••  27 esp27 espèècesces
  fi  fi n néécessitcessitéé d d’’identifier (identifier (S. epidermidis S. epidermidis le plus frle plus frééquent)quent)

    virulence diff    virulence difféérente : rente : S. lugdunensis S. lugdunensis > > S. epidermidisS. epidermidis
•• Bact Bactééririéémie (infection) si 2 piqmie (infection) si 2 piqûûres (2 hres (2 héémocultures)  mocultures)  """"
""""""positives avec une mpositives avec une mêême espme espèèce et mce et mêêmeme
""""""antibiogrammeantibiogramme
•• Valeur de l Valeur de l’’antibiogramme pour lantibiogramme pour l’’identification deidentification de
""""""souches de souches de S. epidermidis, S. epidermidis, si multirsi multiréésistance ?sistance ?
•• Autres syst Autres systèèmes de typagemes de typage



M T- Ref T3 T2 T1 D2 D1 M2 M1 B2 B1 L La M

Profil RAPD de Staphylococcus epidermidis  avec
l’amorce Oligo 3. M : marqueur de taille, T- : contrôle 
négatif, Ref : souche de référence. 



M T - Ref T3   T2  T1 D2  D1 M2   M1  B2 B1  L  La M

Profil RAPD de Staphylococcus epidermidis  avec l’amorce Vg1. 
M : marqueur de taille, T- : contrôle négatif, Ref : souche de référence. 



Les garde-fous pour les opportunistesLes garde-fous pour les opportunistes
colonisation / infectioncolonisation / infection

••  Notion de seuil (culture quantitative)Notion de seuil (culture quantitative)
- cath- cathééters centraux (Brun-Buisson ters centraux (Brun-Buisson ≥≥ 10 1033 UFC/ml) UFC/ml)
- pr- prééllèèvements distaux protvements distaux protééggéés, brosses (10s, brosses (1033 UFC/ml) UFC/ml)

MAIS VALIDATION PREALABLE DES SEUILSMAIS VALIDATION PREALABLE DES SEUILS
PAR ETUDE CLINICO-MICROBIOLOGIQUEPAR ETUDE CLINICO-MICROBIOLOGIQUE



      Exemple de Exemple de P. aeruginosaP. aeruginosa
•• NNéécessite peu de nutriments pour crocessite peu de nutriments pour croîîtretre
•• Ubiquitaire (humiditUbiquitaire (humiditéé))
•• Capable de se multiplier dans les antiseptiquesCapable de se multiplier dans les antiseptiques
•• TrTrèès souvent consids souvent considéérréé ou pouvant  ou pouvant êêtre considtre considéérréé

comme un colonisant (exemple : urines  comme un colonisant (exemple : urines  ++        chezchez
patients sondpatients sondéés en rs en rééanimation)animation)

•• Facteurs de virulence  : Facteurs de virulence  : exotoxineexotoxine
protprotééasease

•• BactBactééririéémie mie àà  P. aeruginosa P. aeruginosa fifi taux mortalit taux mortalitéé
attribuable  > attribuable  > àà celle due aux autres bacilles  celle due aux autres bacilles àà
Gram nGram néégatifgatif



Exemple de Exemple de P. aeruginosaP. aeruginosa
•• Type de site prType de site préélevlevéé : lame,redon/ perop : lame,redon/ peropéératoireratoire

(polynucl(polynuclééaires)aires)
•• ProcProcéédure de prdure de prééllèèvement (aspiration trachvement (aspiration trachééale,ale,

brosse)brosse)
•• MMêême site plusieurs fois positif me site plusieurs fois positif àà  P. aeruginosa P. aeruginosa maismais

variation phvariation phéénotypique dans la chronicitnotypique dans la chronicitéé
(antibiotype-s(antibiotype-séérotype)rotype)

•• EpidEpidéémie mie versusversus plusieurs cas sporadiques plusieurs cas sporadiques
concomitantsconcomitants



Exemple de Exemple de Acinetobacter baumanniiAcinetobacter baumannii

Augmentation du nombre de cas dAugmentation du nombre de cas d’’infection post-infection post-
opopéératoire ratoire àà  A. baumanniiA. baumannii
PhPhéénomnomèène dne d’é’épidpidéémie, de cas sporadiques ?mie, de cas sporadiques ?



ConclusionConclusion

Pour que le diagnostic microbiologique correspondePour que le diagnostic microbiologique corresponde

au diagnostic au diagnostic éétiologique, ltiologique, l’’isolement ou le nonisolement ou le non

isolement de microorganisme(s) doit isolement de microorganisme(s) doit êêtre replactre replacéé

dans le contexte clinique (incluant ldans le contexte clinique (incluant l’’origine et laorigine et la

manimanièère dont a re dont a ééttéé fait le pr fait le prééllèèvement) et parfois levement) et parfois le

contexte contexte éépidpidéémiologiquemiologique


