Chapitre 2 : Les techniques analytiques de laboratoire medical
relevant de la microbiologie/ bactériologie.

I. les principes liés aux différentes techniques de stérilisation applicables a la microbiologie
I1. Techniques d’examen microscopique £
[11. Utilisation des milieux de cultures

V. Identification biochimique

V. L’étude de la sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme ]




L’antibiogramme est toujours indiqué en raison de la fréquence élevée de la
résistance bactérienne aux antibiotiques:
+ B-lactamines
+ Amino-glycosides — Tétracycline
Macrolide
+ Fluoroquinolones - Lipopeptide...

.

IN VITRO : Milieu de culture (Muller Hinton)

La réaction de molécule d’antibiotique sur une souche bactérienne
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Selon les recommandations de EuropMnmittee on Antimicrobial Susceptibility
Testing ou Clinical Laboratory Standards Institute (EUCAST / CLSI)

) Dépistage des résistances acquises et 1’orientation des décisions thérapeutiques.

) Surveiller I’évolution des spectres cliniques des antibiotiques et I’adaptation d’une
antibiothérapie probabiliste



es bactéries peuvent résister a un ATB => Naturelle
(Caractéristique propre, Chromosomique)
=> Acquise
(Modification génétique : mutation, acquisition d’un plasmide ou
transposon )




La sensibilité d’une bactérie a un antibiotique est mesurée par la
concentration minimale inhibitrice (CMI) de ce dernier

La plus petite quantité d’antibiotique capable d’inhiber une
croissance visible a I’ceil nu, elle explore donc 1’effet
bacteériostatique.

| CMI pg/ml ou mg/L

Les dilutions en milieu Diffusion en milieu Appareils ‘automate’
liquide ou solide gélosé ‘E-test’ PP
o La plus utilisé dans utilisé dans les
La plus utilise les laboratoires laboratoires
dans la d’analyse et de la d’analyse et de

recherche rechgrche aussi rechefche avancé



Diffusion en milieu gélos¢ ‘E-test’
(supports inertes, hydrophobes, de 5 mm de largeur et de 50 mm de longueur)

Le Etest®, technique en milieu gélose, permet
de déterminer la CMI grace a l'utilisation de
bandelettes imprégnées d'un gradient
exponentiel continu de l'antibiotique a tester.

Ce gradient couvre une zone qui, en fonction
des molécules, va de 0,016 a 256 mg/L ou de
0,002 a 32 mg/L.

CMI 0.25 pg/mL

I'inhibition de la croissance se traduit par une ellipse d'inhibition dont les points
_d'intersection avec la bandelette définissent la CMI. Une échelle de lecture, imprimé sur la |
bandelette, permet une interprétation rapide.
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Une zone de La présence de
décrochage (dip) colonies “squatter"
dans la zone de doit étre analysée
lecture impose de (résistance
lire la CMI en hetérogene,
extrapolant la courbe emergence de
de I'ellipse mutants resistants,

mélange bactérien)

Zone d’inhibition et interprétation
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La présence d'une
croissance en ligne le
long de la bandelette

n'est pas prise en

compte et résulte
certainement d'un
séchage insuffisant de
la surface du milieu
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Une asymétrie des
points d'intersection
de I'ellipse avec la
bandelette conduit a
lire la CMI au
niveau le plus éleve.




La technique standardisée : diffusion des disques en milieu gélosé

Principe de la technique

un milieu de culture Les disques de papier
standardisé « Muller \ & / imprégnes avec une
Hinton » prealablement K concentration déterminée
ensemencé avec un :
inoculum calibré a 0.5 MF

d’une culture pure de la
bacterie a tester

‘ : d’agent antimicrobien

l Incubation

les diametres des zones
| d’inhibition entourant les
disques sont mesurés et
compares aux valeurs critiques
des difféerents agents
antimicrobiens testés



Cephalosporines

Cefaclor - - - -

Cefadroxil (cystites) 16 16 30 12 12
Cefalexine (cysfites) 16 16 30 14 14
Cefazoline - - - -

Cefepime 1 4 30 24 21
Cefixime (cystites) 1 1 5 17 17
Cefotaxime 1 2 L 20 17
Cefoxitine a8 16 30 15 19
Cefoxitine (depistage)’ MA A 30 19 159
Cefpodoxime (cystites) 1 1 10 21 21
Ceftaroline 0.5 0.5 5 23 23
Ceftazidime 1 4 10 22 19
Ceftibuten {cystites) 1 1 30 23 23
Cefinaxone 1 P 30 23 20
Cefuroxime iv 82 8 30 18 18
Cefuroxime oral (cystites) 8 a8 30 18 18




Pas d’ 1nhibition du
developpemert : la
hactérie est
tésistarte 4 cet
artibotique

Féaction
ittermédiaite a

1" antibd oticue
Bactérie sensihle 4
1 aritibd oticpue

Un antibiogramime

Boite de P én

D éveloppemert
barctérier; sy la
gélose maritive

Pastilles
d'antibioticques
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Parametres importants

e milieu de culture

3 Permettre la croissance de nombreuses bactéries,

> Ne pas contenir d'inhibiteurs des antibiotiques,

> Teneur en calcium et en magnésium controlees,

> Un pH entre 7,2 et 7,4.

Mueller Hinton (plus 5% de sang pour les germes exigeants).

Coulé en boites de Pétri sur une epaisseur de 4 mm et les geloses doivent étre
séchées avant I’emploi.

I'antibiotique contenu dans le disque se solubilise dans I'eau de la gélose.
La diffusion peut-étre schematiquement présentée en deux etapes :

une diffusion verticale (en
profondeur) dans le milieu
contenu dans le cylindre
delimité par le disque pre-
Imprégne,

une diffusion horizontale
(latéralement) qui répartit
I'antibiotique selon un gradient de

concentrations dont le maximum est
situé au niveau du disque




Parametres importants

Les disques
d’antibiotiques
1 > Fabriqués a partir de papier absorbant de qualité supérieure,
5 Imprégnes d’agents antimicrobiens a des concentrations
précises appelée charge du disque.
> ldentifiés par un sigle, comportant 1 a 3 lettres, imprimeé de
chaque coté du disque
Sigle Antibiotique Famulle
AM Ampicilline Aminopénicilline
AMC Amoxicilline + acide Aminopenicilline
clavulanique
AMX Amoxicilline Aminopénicilling
AN Amikacine Aminosides
ATM Aztreonam Monobactame
AZM Aziththromycine Macrolides
B Bacitracine Polypeptides
C Chloramphénicol Phénicolés

Le laboratoire a pour responsabilité de stocker les disques dans des conditions
optimales et de ne pas utiliser des disques perimés.
Avant utilisation, les disques doivent étre amenés a température ambiante. Toute
cartouche ouverte doit étre utilisée dans les cing jours.



L’inoculum
bactérien

Parametres importants

>

La densité de I'inoculum bactérien est un elément primordial. Elle
doit étre ajustée a l'aide d'un photometre ou par comparaison avec
un étalon d'opacité (échelle de McFarland). En Algérie, la
suspension est calibrée a 0,5 MF ou a une D.O. de 0,08 a 0,10 lue a
625 nm contenant environ 108 bactéries par ml.

La suspension cellulaire doit étre préparée
dans de I’eau physiologique stérile a partir
d’une culture jeune et pure sur milieu
d’isolement appropri¢.
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Parametres importants

La technique de
I’ensemencement

> L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la
préparation de I’inoculum.
2 Réalisé par écouvillonnage ou par inondation
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Ensemencement par écouvillonnage
d’une maniere serrée, a 3 reprises.

Deépot des disques
d’antibiotiques

Respecter une

distance entre
les disques




La lecture des résultats

Apres incubation a la
température et sous atmosphere
recommandees

Culture bactérienne en croissance

Disgue |
d'antibiotique

: e métres des
méuggigmgﬁnn i N 2l s d’inhibition

Avidtig e e t mesurés avec
AR LR N SR - précision a I’aide
... d’un pied a coulisse.

Les diametres des zones d’inhibition mesures seront comparés aux diametres critiques
donnés par (EUCAST ou CLSI) afin de classer la bactérie dans 1’une des catégories
Résistant, Intermédiaire, Sensible.



L’effet (A + B) > effet A + effet B

Leffet (A + B)=effet A ou effet B

SYNERGIE ANTAGONISME INDIFFERENCE
e ADDITION
S VIADLES L’effet (A + B) < effet A ou effet B. L’effet (A + B)=effet A + effet B
(par ) i

\ 4

Principaux
effets
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Toemps (hcurces)

Synergique

I'effet de I'association est supérieur a la somme des
effets produits par chacun des antibiotiques pris
isolément.

r—

Antagoniste

Indifférent F

g

I'effet de lI'association est inférieur a la somme des
effets produits par chacun des antibiotiques pris
isolément.
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I'activité d'un antibiotique n'a aucune influence sur
I'activité de l'autre.

/

Additif ‘—

I'effet de I'association est légerement supérieur a la
somme des effets produits par chacun des
antibiotiques pris isolément.
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Question du Chapitre 2 partie 5:

La CMI en milieu solide et liquide




