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Cheminement et traitement au laboratoire d’un
prélevement urinaire
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1 Languette

v Avant toute antibiothérapie

v’ De préférence urines du matin

v’ Toilette soigneuse région
vulvaire/méat urinaire

v" Milieu de jet

ﬂ Conservation des urines sur tube boraté (15-25°C) 48h maximum

<

L” Conservation des urines sur pot sec (15-25°C) 2h maximum
Acide borique

- bloque la multiplication bactérienne et réduit la cytolyse
- A quantité de remplissage : risque de FN de la culture (acide borique bactéricide en concentration importante)




v" 1 module de cytométrie en flux >Hématies/leucocytes

v" 1 module d’analyse d’images numériques
- Cellules épithéliales, cylindres, cristaux, levures,...
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Ensemencement : coloration de Gram automatisée Gram + Gram -
Q Fixation )
V
' Cristal violet (D

L ‘ Décoloration
Ethanol

i \T% ’)\
\.i 4’ 5\
"\"-'C@ 5 -":"’q";??D
? Nor prenas
ﬁ - <32 BN \/'?V
. , P
- : ,,{ \’4? @
; 199 .
@’&l’ﬁ"..\



Jo

Ensemencement a I'6se calibrée de 10 pL

Géloses incubées a I’étuve a 35 °C en aérobie 24h
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103 UFC/ml 10° UFC/ml
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Gélose chromogeéne : hydrolyse de substrats par les enzymes bactériennes
—> Orientation du germe en fonction de la couleur
—> Différenciation des colonies (urines polymicrobiennes +++)

-

Monomicrobien + bactériurie au seuil 2 germes au seuil 23 germes

Escherichia coli 10° UFC/mL Escherichia coli 10* UFC/mL Polymicrobien 106 UFC/mL
Enterococcus faecalis 10* UFC/mL

-> Identification + ATB - Ré-isolement pour identification + ATB (+24h) -> Pas d’identification ni d’ATB



: 10-15 min
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Délai résultats : 24h
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Spectrométrie de masse = MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time of Flight)
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Intensity (V)

000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 12000 13000 14000 15000
Escherichia coli
Score de fiabilité 99,9

D6-21-46-08363

Caméra
Laser

1 puit = 1 colonie déposée §
recouverte d’une matrice

Rapide 10-15 min



En diffusion (milieu gélosé)

Bandelette Etest
(CMI = Concentration Minimale Inhibitrice)

Echelle de lecture
(MIC pg/ml)

Disques d’antibiotiques

Antibiotique
sigle

Gradient exponentiel et
continu d’antibiotique

Pénicilline G (1 pg)

Incubation 24h a I'étuve

— # distributeurs avec panel d’antibiotiques définis en fonction du germe
(bacille a Gram négatif, staphylocoque, entérocoque/streptocoque, anaérobies,...)




1 cupule = 1 antibiotique a une

concentration donnée lyophilisé

AST
rins Aol | |1 1] TRV T (T

Automatisé en milieu liquide

CMI calculée

— # cartes avec panel d’antibiotiques définis en fonction du germe

Incubation 12 a 18h




-’2 Lecture et interprétation des antibiogrammes

En diffusion (milieu gélosé) 2> diameétres mesurés

Lecture automatisée des diametres d’inhibition autour des disques
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:;, Société Francaise
 de Microbiologie

Comité de l'antibiogramme

de la Référentiel pour les valeurs de référence

Microbiologie




En diffusion (milieu gélosé) = CMI (bandelette Etest)

= Société Francaise
1 % de Microbiologie

Comité de l'antibiogramme

Référentiel pour les valeurs de référence dela
. Société Francaise de
en fonction du germe Microbiologie

CMI=1,5mg/L

Sensible £ 16 mg/L

Stenotrophomonas maltophilia



~ Société Francaise
 de Microbiologie

Automatisé en milieu liquide = CMI calculée

Comité de l'antibiogramme

Référentiel pour les valeurs de référence dela
. Sociéteé Francaise de
en fonction du germe Microbiologie
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Résultats AES D Concordant

Phénotypes sélectionnés pour vérification Aucun élément détecté
4 AsT-N372! \,
b Antibiotigue CHMI INT | b Antibiotigue CMI INT b Antibiotique CMI INT
] Mécillinam ] céfoxitine =4 g [[] Gentamicine <1
[] Témacilline =4 g [[] céfixime <0,25 g [ Acide nalidixique =2
] Ampicilline =16 R [[] ceftazidime =1 g [[] ofloxacine =0,25 g
[] Amoxicilline/ acide clavulanique =16 R [[] Ceftriaxone =1 g [7] Fosfomycine
[] Ticarcilline =G4 R [[] Eftapénéme =012 g Mitrofurantoine G4 g
[] Pipéracilline/ tazobactam =4 s [[] Amikacine =2 g [[] Triméthoprime/ sulfaméthoxazale =160




l tecureetimernreaton desarebiogrammes

Résistances a l'antibiogramme a surveiller

BMR = Bactérie multirésistante BHRe = Bactérie hautement résistante émergente

\-
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[ Précautions complémentaires
contact

\ Cohorting + personnel dédié
|

-+ 8- v-§i
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v SARM = Staphylococcus aureus résistant a la v" | ERG = Entérocoque résistant aux glycopeptides
méticilline ERV = Entérocoque résistant a la vancomycine

v" BLSE = Entérobactérie productice de B-lactamase v" EPC = Entérobactérie productrice de carbapénémase
a spectre étendu
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Résistances a l'antibiogramme a surveiller

Enquéte nationale de prévalence des infections associées aux soins en ES (2017),
pour les entérobactéries isolées d’infections nosocomiales :

v’ 22,5 % de résistance aux céphalosporines de 3e génération (C3G) Distribution des EPC en France (2016) ,: S aue
v" 15,3 % de souches productrices de BLSE " o France
v" 0,6 % de souches productrices de carbapénémase o

E. aerogenes

1,7%
Autres

Enterobacter sp.

Carbapénémase

¥
e
. W

Hydrolyse du noyau B-lactame

C. freundii
7,.9%

C. koseri
1,2%
Autres Citrobacter
sp.
Serratia sp.
P. mirabilis

Autres Proteae

M. morganii
1,0%



2 Locureetimerortation des ansbiogrammes

o Caractérisation d’une BLSE (B-lactamase a spectre étendu) au laboratoire

— ) e en e Amoxicilline — acide
Association B-lactamine + inhibiteur de B-lactamase clavulanique

Céphalosporine de 3¢™me génération

=2 Images de synergie
® « en bouchon de champagne »

Escherichia coli

Céphalosporine de 4¢™e génération
(Céfépime) Aztréonam



'IZ Lecture et interprétation des antibiogrammes

o Caractérisation d’'une carbapénémase au laboratoire

Tests phénotypiques
(Recherche de la protéine)
Entérobactérie avec résistance a au moins un carbapéneme

= Suspicion de carbapénémase -

LY

Tests génotypiques

|
),
. (Recherche du géne)
‘ '
+

NG-Test CARBA 5 Carba NP (Biomérieux)

C€ 12018

Tests rapides immunochromatographiques
ou colorimétriques

15-30 min GeneXpert (Cepheid)
PCR rapide «préte a 'emploi »
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50 min



Madame Mallodau, 34 ans

Service de rhumatologie

M Contexte d’IU récidivantes

B4 Pas de symptdmes urinaires

- ECBU envoyé au laboratoire de Bactériologie




Hématiez
Leucocytes

Cell épithéliales
Petit cell rondes
Amas Leucocytes
Cyl patho

-- Levures
Criztaums

-- Bactéries

-- Spermatozoides
-- Mucuz
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Leucocyturie significative

>10.103/mL




Escherichia coli 103 UFC/mL

Bactériurie significative

> 103 UFC/mL

= Z < ! = : 2
10* UFC/ml 105 UFC/ml >105 UFC/ml

Seuils de significativité de la bactériurie en fonction du groupe
d’uropathogénes (Rémic, 2018)

Groupes Espéces bactériennes Seuil de significativite

: - Homme

1 E. coli, S. saprophyticus 10* UFC/ml o amias
ﬂ
. . 10°UFC/ml Homme
P Entérobactéries autres que E. coli, entérocoques,
Corynebacterium urealyticum, P. aeruginosa, S. aureus
" 9 10*UFC/ml Femme

Bactéries & Gram positif (Streptococcus agalactiae,
staphylocoques a coagulase négative autres que S.
3 SapropIROUE), 105UFC/m ot e

Bacilles & Gram négatif (Acinetobacter spp., ou femme
Stenotrophomonas maltophilia, autres Pseudomonaceae)
Candida spp.
Lactobacilles, streptocoques alpha-hémolytiques, : )
4 Gardnerella vaginalis, Bifidobacterium spp., bacilles Pas de sert:;lt;:;glsammants Homme
diphtérimorphes (sauf Corynebacteriumn urealyticum ou A‘:eoontr&er ou femme

seminalz)




Carte panel urinaire

4 AST-N3T72 N

E Antibiotique CMI INT E Antibiotique CMI INT Antibiotique CMI INT
Mecillinam 8 s Céfoxitine =32 R Gentamicine =1 s
Témaocilline =>16 R Céfixime =2 R Acide nalidixique =>16 R
Ampicilline =16 R Ceftazidime =32 F Ofloxacine =4 R
Amaoxicillinel acide clavulanigue =16 R Ceftriaxone =32 R Fosfomycine =16 3
Ticarcilline =Fd R Ertapénéme =4 R Mitrofurantoine T 5
Pipéracilline/ tazobactam =hid R Amikacine =2 s Trimeéthoprime/ sulfaméthoxazole =160 R

Résistance aux C3G
+

Résistance aux carbapénemes

= Suspicion d’entérobactérie productrice de carbapénémase (EPC)



NG-Test CARBA 5

Test rapide +

Test rapide phénotypique

NDM
« New Delhi metallo-$-
lactamase »

- Détecte la production d’'une carbapénémase
- Différencie les 5 carbapénémases majeures (KPC, OXA-48, VIM, IMP, NDM)

- Escherichia coli avec carbapénémase de type NDM

BHRe = Bactérie hautement résistante émergente

Cohorting + personnel dédié

A Bl
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\\\ Service de rhumatologie + Equipe Opérationnelle d’Hygiene

« Superbactérie »




- ATB en diffusion : visualisation
des mécanismes de résistance

- Rajouts de CMI

(antibiotiques de 2"9¢ jntention)

Résistance aux C3G

Résistance aux
carbapénemes

Images de synergie

BLSE + carbapénémase




Dépistage des cas contacts | BHRe (EPC)

Ecouvillon rectal

1 Recherche d’Entérobactérie »
productrice de
carbapénémase (EPC)

Ensemencement au laboratoire de milieux v Géloses incubées a I'étuve a

sélectifs contenant un carbapénéme 35°C en aérobie
v' Lecture aJlet)2




Dépistage des cas contacts | BHRe (EPC)
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O . o e v Identification # colonies en spectrométrie de masse
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v’ Si entérobactérie = Antibiogramme

Escherichia coli NDM

Escherichia coli KPC
Klebsiella pneumoniae KPC



Dépistage des cas contacts

Diminution de sensibilité a au moins un carbapénéeme
= Suspicion d’EPC

. (.

» Tests rapides <1h F/J

e
Confirmation + classe d’EPC E

[

L E
\\\ NG-Test CARBA 5

C€ @i2018

BHRe (EPC)



