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Le diagnostic bactériologique

Examen direct Lecture gélose Fin identification Lecture antibiogramme
Ensemencement Identification Antibiogramme Tests complémentaires
(+24h)
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Les progrés de l'automatisation

« Hémocultures gﬁii g’i

¢ Antibiogrammes en milieu liquide




Les progrés de l'automatisation

¢ Ensemenceur




Identification par MALDI-TOF
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Examen direct Lecture gélose Fin identification Lecture antibiogramme
Ensemencement Identification Antibiogramme Tests complémentaires
(+24h)

4 Identification biochimique

Identification protéique




MALDI-TOF
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MALDI-TOF

¢ Révolution dans les laboratoires de bactériologie
— Simple
— Peu couteux
— ldentification d’espéce fiable
— Gain de temps +++
— Espéces fastidieuses ou d’identification
difficile +++

e 3h aprés une hémoculture positive

Microflex Brucker




Le diagnostic bactériologique

Examen direct
Ensemencement
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Diagnostic rapide en J0

Jo

Examen direct
Ensemencement

» Techniques immunochromatographiques

» Biologie moléculaire




Techniques immunochromatographiques en JO

¢ Détection d’antigénes bactériens
— Migration échantillon sur membrane
— Réaction avec un anticorps spécifique > ligne colorée

e Ex: Ag urinaires de Legionella pneumophila sérotype 1 ou
Streptococcus pneumoniae
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20-30 minutes!
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Techniques immunochromatographiques en JO

e Escherichia coli producteurs de shigatoxines (STEC)
— Toxines STX1, STX2

o Clostridium difficile

— Enzyme Glutamate deshydrogenase Vg‘mma y

— Toxine A et toxine B e d
v Manque de sensibilité > PCR G G
3

1
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Diagnostic rapide en J0

Jo

Examen direct
Ensemencement

~ Techniques immunochromatographiques

» Biologie moléculaire
= Toxine de C. difficile
= BHRe
= PCR syndromiques
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Biologie moléculaire : C. difficile

e PCR et dérivées (LAMP)
— Détection des génes tcdA et/ou tcdB codant les toxines A et B
— Sensible, spécifique et assez rapide (1-2 h)
— Codt : 20-50 €/test
— Risque de surestimation : le géne s’exprime t-il vraiment?
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Biologie moléculaire : BHRe

Directement a partir d’écouvillonnages rectaux &
Détection: /

— Entérobactéries porteuses de carbapénémases ¢

v KPC, NDM, OXA-48

— Entérocoques résistants aux glycopeptides (ERG)
Rapide

— 1h pour extraction ADN, amplification, résultat > mesures hygiéne
Coult +++

— 50 euros/test
Alternative en culture

— Milieux chromogénes, 24-48h

GeneXpert, Cepheid
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PCR syndromiques

o Deétection simultanée de plusieurs cibles nucléiques

— Panel respiratoires b Bockiiis
,/ Vil‘us, bactéries, 1h o Adénovirus e Bordetella pertussis
o Coronavirus HKU1 e Chlamydophila pneumoniae
o Coronavirus NL63 o Mycoplasma pneumoniae

e Coronavirus 229E

e Coronavirus OC43

o Métapneumovirus humain

e Rhinovirus humain/Entérovirus
o Virus de la grippe A

o Virus de la grippe A/H1

o Virus de la grippe A/H1-2009
o Virus de la grippe A/H3

e Virus de la grippe B

o Virus parainfluenza 1

e Virus parainfluenza 2

e Virus parainfluenza 3

e Virus parainfluenza 4

e Virus respiratoire syncytial




Exemple : FilmArray, bioMérieux

Insert Pouch into
Loading Station

Inject Hydration
Solution

Add Pouch to
FilmArray and Start Run

Reagent
Storage

Chemical
Circuit
Board

Sample
Extraction & 1% Stage

Preparation  Multiplex
PCR 2™ Stage PCR
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PCR syndromiques

o Deétection simultanée de plusieurs cibles nucléiques

— Panel respiratoires s Pockiiie
. L. Bactéries & Gram positif Bactéries & Gram négatif
v Virus, bactéries, 1h )
o Enterococcus e Acinetobacter baumannii
— Panel hémoculture positive o Listeria mor . H
. : e Staphylococcus o Neisseria meningitidis
‘/ Bacte”es, Ievuresl genes de R » Staphylococcus aureus e Pssudomonas aeruginosa
— Panel méningite, encéphalite - sretococcus ——
B = » Streptococcus agalactiae : :n;m?a:,mc:oaws ool
v Bactéries, virus, levure » Streptococcus pyogenes achericlia col

+ Kigbsiella oxytoca
» Streplococcus pneumoniae

v+ Proteus
» Serratia marcescens

= Et .

o Cytomégalovirus (CMV

s/ gattif
v Panel infections sex ¢ enérovins Lovures Génes do résistance aux sntiblotiques
; . - ® Virus herpés simplex 1
‘/ Pal’le| InfeCtIOﬂS dlge # Candida albicans ® mecA - résistance a la méticilline
® Virus herpés simplex 2 e Candida glabrata e vanA/B - résistance & la vancomycine
o Herpésvirus humain 6 | o Candida krusei e KPC - résistance aux carbapénémes
@ Paréchovirus humain @ Candida parapsilosis
® Virus varicelie-zona (V; * Cariiida foplals
|
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PCR syndromiques

¢ Avantages

N
i "
(¢ E o

= 1-2 heures

¢ Inconvénients

Plusieurs pathogénes

|

| Sensibilité moindre?

Pathogénes sans intérét
pour le cas clinique

Pas d’antibiogramme
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Mécanismes de résistance a JO, J1 ou J2

o
Examen direct Lecture gélose Lecture antibiogramme
Ensemencement Identification Tests complémentaires
Antibiogramme (+24h)

—

. MALDI-TOF
S s *,*‘j :_a

Echantillons Souches
- Culture milieux chromogeénes (24-48h) - Immunochromatographie ou biologie moléculaire
- Biologie moléculaire v" SARM
v SARM v Carbapénémase
v Carbapénémase v ERG
v ERG
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Conclusion

Révolution de l'identification : MALDI-TOF
— Gain de 24h

Simplicité de réalisation, rapidité des nouvelles techniques
— Immunochromatographiques
— Biologie moléculaire
> Gain pour la prise en charge du patient en réanimation
MAIS
— Difficultés biologiques : interprétation des PCR syndromiques?
— Contraintes organisationnelles ++
— Contraintes financiéres +++
> Méthodes conventionnelles restent indispensables !
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