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EXAMEN MICROBIOLOGIQUE

Examen direct Cultures TAAN

Rapide > 2 jours Tres sensible et spécifique,




Analyse par PCR

m Recherche ciblée d’un pathogene (bactérie, virus, parasite, levure...)

m Utilisation d’'une amorce (ADN polymérase) spécifique d’un gene du micro organisme
recherche.

=> S'il est présent, il y a réplication et amplification du gene et la quantification de la
sequence amplifiée pourra étre réalisée.

- Les PCR syndromiques.

m Utilisation de plusieurs amorces de différents pathogénes pouvant causer un
syndrome.

2 ex: - Syndrome diarrhéique gastro - entérite: recherche sur les selles
- Infections génitales sur prélevement vaginal ou urétral ou 18" jet d’urine.




LIMITES

» OK: Pour les prélevements réputés stériles ou les recherches de bactéries obligatoirement pathogenes:

Recherche IST; Gono, Chlamydiae trachomatis, Trichomonas
Virus: grippe, SARS cov2...

BK

» Pour les prélevements contenant un microbiote: plus difficile
Ex: préléevements respiratoires: Présence de Pneumocoque, Haemophilus...

» la PCR ne détecte que des pathogenes prédéfinis, dont les amorces sont incluses dans le panel, et ne
fournit pas d'antibiogramme.

» Tous les microorganismes détectés par la PCR syndromique ne correspondent pas a des infections.

Linterprétation est primordiale et inclue la clinique




Prélévements génitaux




Flore vaginale normale

Flore Dominante
105-107 bact/ g de
sécrétions

1 a 1000 / champ
microscopique

Bactéries issue de la

flore digestive

portage fréquent

(2 a 80% des F)

< 10%bact/ g de sécrétions

Bactéries issue de la
flore oropharyngée

portage exceptionnel
(0.1 a2 % des F)

Lactobacilles +++

L. crispatus®, L. jensenii,
L. gasseri”, L iners,

L. fermentatum, L. mucosae, L.
paracasei, L. rhamnosus,

L. vaginalis, L. plantarum, L.
brevis, L. casei, L.delbruecki,

L. salivarius L. buchneri

q "-I
L, o

-
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Streptococcus agalactiae
Enterococcus
Entérobactéries
Staphylocoques,

Bacteries anaérobies (Bacteroides,
Prevotella, Fusobacterium,
Clostridium, Peptostreptococcus,
Veillonella, Mobiluncus)

Gardnerella vaginalis
Atopobium vaginae,
Mycoplasma hominis
Ureaplasma urealyticum
Streptocoques viridans
Candida albicans
Certains haemophilus

Haemophilus influenzae
et parainfluenzae
Streptococcus pyogenes
Pneumocoques
Méningocoques
Neisseria

Branhamella
Capnocytophaga

- R. Quentin, Bacteriologie Médicale, Ed Masson 2006

-E.Hill and al , Am J obstet Gynecol 2005; 193:682-92
-A Vaquez JCM 2002; 40(8) : 2746-2749




Ac Nucléiques recherchés par la PCR syndromique

(Allplexmw Seegene)

Recherche des acides nucleiques de micro-organismes uro-génitaux

(PCR en temps réel) (SY) (c)

Détection de Lactobacillus spp

Détection de Gardnerella vaginalis

Détection de Candida albicans

Détection d'autres Candida

C krusei, glabrata, dublinensis, parapsilosis, tropicalis et lusitaniae (SY)
Détection de Trichomonas vaginalis

Limite de détection : 100 copies/réaction (SY)

Interprétation de la flore vaginale tenant compte des quantités respec
tives de Lactobacillus spp, G. vaginalis, Atopobium vaginae et Mobilun

cus spp (Eéquivalent score de Nugent-Krohn-Hillier): flore normale.

’ * Ot Lactobacillus :

5,71\

* Ot Gardnerella : 5,32

* Ot Atopobium 0,00

* Ct Mobiluncus 30.28

* Ct Candida alb : MIA

* Ct autres Candi : MIA
k Ct T vaginalis : MFA)

*Ctic : 16,27

* Positive

* Positive

Négative
Négative

Négative

=0
=0
=0
==40

<=4

Dépistage des acides nucléiques de micro-organismes responsables d

(PR an lemps real) (5Y) 4ol

Nature de I'échantillon : Prélévement vaginal
Deétection de C trachomatis Megative

Limmile de desaciion - E.72 IFLmL

Détection de N gonorrhoeae Megative

Limile de deseciion - .38 CFUmML

Detection de T vaginalis Megative

Lirmile die detaction - 491 celsml

Absoncd of détection des micm-organismes ciblas dans rechanmdlon
Enakysd. A conimonior s conemis ol of & conSelilkes S un

mouved @chantilcen sl cinkguemant jusifie.

La recherche dos mycoplasmes un-gdrnitaus (M. genizalium, M. hominis
& Ureaplasma sp| a éhd réalisée maks. me peat Sine nesnchse oo S
presoripion eaplicite. Menci contacier e boraioing raplcesment si

I conizxie chndgue o jusaho.
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Evaluation de la qualité de I’écosystéme bactérien vaginal

Scores de Nugent et Hay/Ison

Lactobacillus spp 0=0t=330 4
330=0t =442 3
4472 <0t 5454 2
454 <Qt 0

G. vaginalis 0sQts521 ]
§21<Qt 4

A vaginae O0=Qt=244 a
244 <Ot 4

Mobiluncus spp 28,88 < Ct 0
17,56 < Ct s 28,88 1
Cts 17,56 2

Flore normale Da4d

Flore intermediaire Seté

Vaginose bactérienne Talo

Wormal® (Lacto absent ou trés faiblement présent (score =4) , GV AV et Mob score 4

=0). Le manque de lacto peut s'observer lors de la ménopause

Groupe 2
(score compris entre 4 et 6)

Groupe 3
(score compris entre 7 et 10)

* Flore normale, a prédominance de lactobacilles

» Parfois associée a d'autres morphotypes bactériens mais
présents en petite quantité

¢ Flore intermédiaire, avec des lactobacilles peu abondants
et associés a d'autres morphotypes bactériens en petite
quantité.

¢ = Flore vaginale altérée, mais qui n'est pas en faveur
d'une vaginose bactérienne

* Flore évocatrice d'une vaginose bactérienne: les
lactobacilles ont disparu, au profit d'une flore anaérobie
abondante et polymorphe.



ReCherChe IST SUF 1erJet d,URINE (2h sans uriner)

EXAMENS

Mr M. né en 2004

Dépistage des acides nucléigues de micro-organismes responsables d'IST
[PCR en tamps réel) (5Y) (c)

MICROBIOLOGIQUES | |||

Mature de I'échantillon : urines de 1er jet
Détection de C trachomatis . * Positive

Limite de détection : 6.73 IFLImL

Détection de N gonorrhoeae . * Positive

Limite de déiection : 6.36 CFL/mL

Détection de T vaginalis MNégative

Limite de gétection : 49.1 celia/mL

Détection de 'acide nuckésgue d'un ou plusieurs micro-organismes
responsables FIST :
Chlamydia frachomatis

Meigseria gonorrhoeas

La recherche des mycoplasmes uro-génitac (M. genitalium, M. homans
et Ureaplasma ap) a ébé réalisde mals ne peul dbre rendus que aur
prescription explicite. Merci contacter ke laboratoire rapidement

le comtexte clinigue le justtie.

"Gt CT 2832 <==d40
"CLNG 16.14 <=d40
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TCETV A il Lreapaasie wfi 8 b alsbe ruaa S Saut BEe Shindion Gl Sur
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Bt UP - BUA & ke e olrege W aita

“CLIC 18.73 <=40




Prélevement vaginal

Mme K née en 1988

Depistage des acides nucleigues de micro-onganismes responsables d'|ST

S i L T T
Mature de Péchantilon Prélévement vaginal
Détection de C rachomalis Mégatre

- el el B BLLTL

Détection de M gonamhoesae Mégatme

i O S b LT
Détection de T vaginalis Mégatre
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Recherche des acides nucleiques de micro-organismes uro-genitaux
{PCR en temps real) (SY) ()

Resultats des cultures sur milieu(x) gelosé(s)

Deélection de Lactabacillus spp Hég ative
Détection de Gardnerella vaginalis * Positive Aprés incubation, culture(s) positive(s).
flore polymicrobienne.

Détection de Candida albicans Négative Isolement de Escherichia coll _ |

. R R . \ {Speciomélrie de masse, mileux chromogénes ety cartes Wilsk2) (SY)
Détection d'autres Candida Négative 3 quadrants (+++)
C knusei, glabrata, dublinensis, parapsiosis, ¥opicalis e lusitaniae (5Y) Flore polymicrobienne:espéce rendue sans antbis‘artiiongigramme,
Détection de Trichomonas vaginalis Négative Contacter rapidemert e labaratore si nécessaire.
Limite de délection : 100 copiesirdaction [SY) Gardnerella sp

(Spectroméirie de masse, mileux chromogénes etou cartes Vilek2) [5Y)
4 quadrants {++++)
Inberprétation de |a flore vaginale tenant comple des quantités respec

tives de Laciobacillus spp, G. vaginaliz, Alopobium vaginae et Mabilun

cus spp|éguivalent score de Nuger-Knohn-Hillier) : lore déséquili IVI m e K n ée e n 1988

brée Evoguant une vaginase baciénienne.

* Ot Laciobacill us - 0,0 =0
* Ot Gardreralla : &, =R =0
* Ot Alopobium - 5,35 =0 .
_ Conclusion
* Ci Mobiluncus - 1865 =4
* Ct Candida alb : Wi . . . . . T
- o a Aprés recherche des acides nucléiques des micro-organismes urogenitaux
"Ll aubres 12 s a ' 3 i
I h ou examen microscopique aprés coloration de Gram :
" GL T vaginalis I . r agw A - . s
i a5 15 “ Flore vaginale déséquilibrée évogquant une vaginose bactérienne.
| . 1 <

Escherichia coli n'est pas habituellement un micro-organisme
responsable d'infection genitale basse. |l est en revanche a prendre
en compte au cours de la grossesse.

Résultat a confronter au contexte clinigue.




Culture en quadrant

———— e




Recherche des acides nucleiques de micro-organismes uro-génitaux

(PCR e femps méal} (5Y) o

Dilecion de Laciobacilis spp hogative
Dilecion de Gardnerela waginals hegaive
Détection de Candida albicans MNegative
Détection d'autres Candida Négative
G Wrusel, glabrata, dublinersis, paapsiosis, ropicalls ot ksianiae (5Y)

Détection de Trichomonas vaginalis MNegative

Limile de détection : 100 coplesréaction (S

Iminprétation e la fone vaginals lenant compio dos quaniiés posps:
fives de Laciobacilus spp. G. vaginals, Alopobium vaginse of Mobiun
A5 S5pP (Ggquivalent scone de Mugent-Knohn-Hilier) : fiee modifibe
aroac dispariiion ples ow moins compiéts des lacicbacilos sans prokis
raiion des 3 auires espooes. Flore iniquente apets la meénopauss

A confeonier au contaxie dinique of & surveller S| nécessane

Dépistage des acides nucléiques de micro-organismes responsables d'IST
(PCR an iomps réal) (5Y) o)

Mature de I'échantillon : Prélévement vaginal

Détection de C trachomatis Mégative
Limile gz détaction © 6.73 IFLUmL
Détection de N gonorrhoeae Mégative
Limite de détection © .38 CFLAmL
Détection de T vaginalis Negative

Limnite diz déeciion - 45,1 callsimlL

Absence oe détection des micro-aganismes cblés dans Méchantilon
analysé. & contronter 2 comexte clinkgue of 3 conteliler s un

mouvel échantilon sl chniquament jusiie.

La recherche dos mycoplasmes urm=génitacn (M. genitalium, M. hominis
o Lineaplasma sp} a éhd néalisée maks re paut &ine rendue que s
presoripion epliciie. Menci contacier e laboraisine rapidement si

I contexte chnigue le jusafia.

" C1CT MU
"CING B
T CIMG Y
"CITV Y
" CiMH MU
*Ciug MU
"CIUP B

"CHIC 2001 ]

Mme B. 63 ans.

Résultats des cultures sur milieu(x) gélosé(s)

Aprés incubation, culture(s) positive(s).

flore polymicrobienne.

Izolement de Escherichia coli
[Speciromatie de masse, milisus chromogdnes. et/ou canes Vileka) (5Y)
4 gquadrants (++++)
Flon: polymicrobienneespdcn rendun sans antibio/antiongigamma.
Coniacier rapidement s laboraicire 5 nécessaing,
Streptococcus agalactiae
[Speciromatie de masse, milisus chromogdnes. et/ou canes Vileka) (5Y)
4 gquadrants (++++)

Conclusion

Aprés recherche des acides nucléigues des micro-organismes urogénitaux
OU examen microscopigue aprés coloration de Gram :

Flore modifiée avec disparition plus ou meins compléte des

lactobacilles.

Frottis vaginal non inflammataire.

Les entérabactéries ne sont habituellement pas responsables d'infec-
tions génitales basses. Leur présence est probablement en rapport
avec une colonisation par la flore digestive.

Résultat 4 confronter au contexte clinigue.

Streptococcus agalactiae n'est pas habituellement un micro-organisme
responsable diinfection génitale basse (portage asymptomatique
fréquent).

Il est en revanche a prendre en compte au cours de la grossesse.
Résultat & confronter au contexte clinigue.



Recherche des acides nucleiques de micro-organismes uro-génitaux

(PCR en temps réel) (SY) (c)

Nature de I'échantillon :

Détection de C trachomatis
Limite de détection : 6.73 IFU/mL
Détection de N gonorrhoeae
Limite de détection : 6.36 CFU/mL
Détection de T vaginalis

Limite de détection : 49.1 cells/mL

Prélévement vaginal
Négative
Négative

Négative

Dépistage des acides nucléiques des mycoplasmes urogénitaux

Détection de Lactobacillus spp * Positive

Détection de Gardnerella vaginalis * Positive

Détection de Candida albicans Négative

Détection d'autres Candida Négative

C krusei, glabrata, dublinensis, parapsilosis, tropicalis et lusitaniae (SY)

Détection de Trichomonas vaginalis Négative

Limite de détection : 100 copies/réaction (SY)

Interprétation de la flore vaginale tenant compte des quantités respec

tives de Lactobacillus spp, G. vaginalis, Atopobium vaginae et Mobilun

cus spp (équivalent score de Mugent-Krohn-Hillier): flore normale.

* Ot Lactobacillus : 51 =0

* Ot Gardnerella : 5,32 =0

* Ot Atopobium 0,00 =0

* Ct Mobiluncus - 30,28 ==40

* Ct Candida alb : WA

* Ct autres Candi : MIA

* Ct T vaginalis : MN/A

*Ctic 16,27 <=40
Conclusion

Aprés recherche des acides nucléiques des micro-organismes urogénitaux
ou examen microscopigue apres coloration de Gram :

Flore normale.

Frottis vaginal non inflammatoire.

Détection de Mycoplasma genitalium

Streptococcus agalactiae n'est pas habituellement un micro-organisme
responsable d'infection génitale basse (portage asymptomatique
fréquent).

Il est en revanche a prendre en compte au cours de la grossesse.
Résultat a confronter au contexte clinique.

(PCR en temps réel : nouvelle technique & compter du 27/01/2020) (SY) (c)

Origine du prélévement

Détection de M genitalium *
Limite de détection : 270 CFU/mL

Détection de M hominis

Limite de détection : 2690 CCU/mL

Détection d' U urealyticum

Limite de détection : 30 CCU/mL
Détection d' U parvum

Madame F, 32 ans

Prélévement vaginal

* Positive

Négative

* Positive
>100000 UCG/mL

(d'aprés Ann Bio Clin, vol 76, n°4, juillet-aolt 2018)

Négative

Résultats des cultures sur milieu(x) gélosé(s)

Apres incubation,
flore polymicrobienne.
Isolement de

culture(s) positive(s).

Streptococcus agalactiae
(Spectrométrie de masse, milieux chromogénes

1 quadrant (+)



PCR syndromique sur prélévement de selles

* la réalisation d'une coproculture est surtout justifiee en cas de
diarrhée aigué (au moins 3 selles molles ou liquides/] depuis moins de
14j) survenant dans un contexte cliniqgue évocateur d'une origine bacté
rienne (selles glairo-sanglantes, douleurs abdominales et/ou fiévre),
d'une toxi-infection alimentaire collective ou d'immunodepression.

\\]TERET ssi DIARRHEE

\ 4
Diarrhée: la selle doit épouser le pot v'




Recherche d’Ac nucleique

des bactéries entéropathogénes

Détection de Shigella spp/EIEC
Détection de Salmonella spp
Détection de Campylobacter spp *
Détection de Yersinia enterocolitica
Détection de Vibrio spp

Détection d'Aeromonas spp

Détection de C difficile (toxine B)

Limite de détection : 100 copies/réaction

des parasites

Détection d'Enterocytozoon/Encephalitozoon spp
Détection de Strongyloides spp

Détection d'Hymenolepis spp

Détection d'Ascaris spp

Détection de Taenia spp

Détection de Trichuris trichuria

Détection d'Ancylostoma spp

Détection d'Enterobius vermicularis

Détection de Necator americanus

Détection de Giardia intestinalis
Détection d'Entamoeba histolytica
Détection de Cryptosporidium spp
Détection de Blastocystis hominis
Détection de Dientamoeba fragilis
Détection de Cyclospora cayetanensis

Limite de détection : 100 copies/réaction (SY)

CULTURES: en fonction de 'aspect de la selle et du contexte (si renseigné)

- liquide: recherche de Klebsiella oxytoca, Pleisiomonas shigelloides... pour dysbiose
- molle ou bizarre ou contexte de TIAC: recherche de C. perfringens



Mme X, née en 1950, diarrhée depuis 2 mois. Apport de selles molles

(PCR an iomps real) (5Y) )

Detection de Shigella spp/EIEC MNegative
Détection de Salmonella spp Negative
Detection de Campylobacter spp Megative
Détection de Yersinia enterocolitica MNegative
Detection de Vibrio spp Megative
Deétection d'Aeromonas spp Megative
Détection de C difficile (toxine B) * * Positive

Lirmile o dafection - |00 cophesrd oo

Detection de I'antigéne GDH et des toxines A/B de C.difficile* dans les selles

st rapida (SY) o)

Dans I'échantillon testé,
Détection de |'antigéene GDH * Positive

Seuil de détection: 0.83 ng/mlL
Détection des toxines A etiou B Négative

Sguil die didtection: 0,63 ng'mL. (iooine A) e 016 ng'mL [loxine B)

=>» Portage de C difficile, on retrouve de I'acide nucléique en PCR a la limite de détection

=» La 2eme technique met en évidence la présence de C difficile mais la toxine n’est pas
détectée.

=>» Les selles sont molles et non liquides.

=>» Pas de ttt




Mr L. né en 1952, selle pateuse

Recherche des acides nucléiques de bactéries entéropathogénes

(PCR en temps réel) (SY) (c)

Détection de Shigella spp/EIEC Négative
Détection de Salmonella spp Négative
Détection de Campylobacter spp * * Positive Détection de Giardia intestinalis Négative
Détection de Yersinia enterocolitica Négative Détection d'Entamoeba histolytica Négative
Détection de Vibrio spp Négative Détection de Cryptosporidium spp Négative
Détection d'A Néagati Détection de Blastocystis hominis * Positive
etection eromonas spp egalive Détection de Dientamoeba fragilis * Positive
) . , o Détection de Cyclospora cayetanensis Négative
Détection de C difficile (toxine B) Négative
Résultats des cultures sur milieu(x) gélosé(s)
Aprés incubation, culture(s) positive(s).
flore polymicrobienne.
Isolement de Campylobacter jejuni

[Spaciromitie de masse, miliew chromogenes eb'ou canas Vilek2) (5Y)
3 quadrants (+++)

Conclusion

L'évolution d'une diarrhée aigué febrile a C.jejuni est spontanement
favorable, dans la majorité des cas. S'ils sont justifiés, les anti-
biotiques & utiliser sont I'Azithromycine en 1ére intention (source :
Antibioclic). Merci de contacter rapidement le laboratoire si un

antibiogramme est cependant souhaité.




Mr D. Ne en 2002 diarrhée sanglante, selles pateuses

Recherche des acides nucléiques de bactéries entéropathogénes

(FCR en terngs réel) (8Y) ()

Détection de Shigella spp/EIEC Mégative
Détection de Salmonella spp Mégative
Détection de Campylobacter spp Mégative
Détection de Yersinia enterocolitica Mégative
Détection de Vibrio spp . * Positive
Détection d'Aeromonas spp Mégative
Détection de C difficile (toxine B) Mégative
Limite de déiection : 100 copies/réaction
* Ct Shig/EIEC : N/A Détection de Giardia intestinalis Négative
Détection d'Entamoeba histolytica Négative
* Ct Salmonelle: N/A Détection de Cryptosporidium spp Négative
. . Détection de Blastocystis hominis Négative
Ct Campylo N/A Détection de Dientamoeba fragilis * Positive
* Ct Yersinia : N/A Détection de Cyclospora cayetanensis Négative
Limite de détection : 100 copies/réaction (SY)
* Gt Vibrio 41,52 ==45
* Ct Aeromonas : N/A “CteL N/A
*CtEH : N/A
* Ct toxB Cdiff: N/A “CICR : N/A
*Ctic 30,18 <=43 SO A
*CtDF : 39,52 <=43
*CtCC : N/A
*CtIC : 31,03 <=43
Détection de I'acide nucléique d'une ou plusieurs bactéries entéropa-
thogénes, au seuil d'incertitude de la technique. A confronter au con- Détection de I'acide nucléique d'un ou plusieurs parasites au seil
d'incertitude de la technique. A confronter au contexte clinique et a
texte clinique et contrbler éventuellement sur un nouvel échantillon : contraler éventusllement sur un nouvel échantilion :

Dientamoeba fragilis




ESCHERICHIA coll
BLSE - EPC
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