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ITU : L'Infection du Tractus Urinaire

LBA : Liquide Broncho-Alvéolaire

LCR : Liquide Céphalo Rachidien

MADO : Maladies A Déclaration Obligatoire

MAGAC : Membre fondateur du Réseau Maghrébin d'Accréditation.
MGG: May-Griinwald-Giemsa

MRSA: Staphylococcus Aureus Résistant a la Méticilline
NCCLS : National Committee for Clinical Laboratory Standards
OMA : Otite Moyenne Aigue

OMS : Organisation Mondiale de Santé
ORL.:Oto-Rhino-Laryngologie

PCR: Polymerase Chain Reaction

PCT : procalcitonine plasmatique

PEG : Poly-Ethyléne Glycol

PH : Potentiel d’Hydrogene

PL: Ponction Lombaire

PSM: Poste de Sécurité Microbiologique

PSP : Ponction vésicale Sus-Pubienne

PTT : Purpura Thrombotique Thrombocytopénique

R : bactérie Résistante

RAA : Rhumatisme Articulaire Aigu

S : bactérie Sensible a un antibiotique

SGA : Le Steptocoque du Groupe A

SHU : Syndrome Hémolytique et Urémique

SIL : Systéme d’Information du Laboratoire

SPS : Polyanéthol Sulfonate de Sodium

SRIS : Syndrome de Réponse Inflammatoire Systémique
SS : Salmonella Shigella

TIAC : Toxi-Infection Alimentaire Collective

USA:United States of America

VIH :Virus de I’'Immunodéficience Humaine

VIM : Le Vocabulaire International des termes fondamentaux et généraux de Métrologie.
VZV: Virus de la Varicelle et du Zona

Les abréviations des antibiotiques :
B lactamines :

PEN : Penicilline
OXA : Oxacilline
AMP : Ampicilline
AMX : Amoxicilline
PIP : Pépiracilline
CZO : Céfazoline
FOX : Cefoxitine
ATM : Aztrionam
IPM : Imipéneme
Les aminosides :
GEN : Gentamycine
KAN : Kanamycine
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Listes des abréviations

AMK : Amikacine
TOB : Tobramycine
NET : Nétilmycine
Les macrolides :

CLI : Clindamycine
ERY : Erythromycine
PRI : Pristinamycine

Les phénicolés

CHL : Chloramphénicol
Polypeptides

CS : colestine

Les glycopeptides

VAN : Vancomycine
TEC : Teicoplanine
Les sulfamides

SXT : triméthoprime + sulfamethoxasole
Les quinolones

CIP : Ciprofloxacine

LVX : levofloxacine

Autres

FUS : Acide fusidique
FOS : Fosfomycine
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Chapitre | :Introduction

Notre sujet se limite a exposer 1’assurance qualité dans un laboratoire de microbiologie
médicale; les autres spécialités biologiques telles la biochimie, I’hémobiologie,
I’immunologie et la parasitologie ne font pas partie du cadre de notre étude.

Tout laboratoire réalisant des analyses de biologie médicale,doit disposer d’un systeme
d’assurance qualité basé sur des procedures operatoires écrites concernant les differentes
étapes de I’analyse,et les conditions de son éxécution .La microbiologie médicale est
concernée au plus haut point par la mise en ceuvre d’'une démarche qualité au sein de notre
unité de microbiologie médicale du laboratoire central du CHU de Blida.

Ce systeme d’assurance qualité doit étre permanent et prévoir une trace des controles
éffectués,sans laquelle il est difficile et parfois impossible de touver une erreur et/ou d’en
analyser les causes,pour en eviter les répétitions.

La mise en place d’un systéme d’assurance qualité au laboratoire est indispensable afin
d’acquérir la confiance des patients et des médecins prescripteurs.[8]

Les concepts de gestion de la qualité utilis€s aujourd’hui sont apparus au 20éme siecle et
proviennent principalement de la croissance des processus de production et de vente.

La gestion de la qualité a passé par plusieurs concepts, le contréle de qualité est 'un des
premiers concepts qui est developpé depuis 1920 par shewhart mais ces concepts n’ont pas
été appliqués au laboratoire jusque dans les années 1940.

Jusqu’en 2003,quatre normes,ISO 9000,9001,9004 et 9011 décrivaient les exigences qualité
des différentes étapes du processus d’analyse biologique, Ces normes étaient imparfaitement
adaptées aux laboratoires d’analyses médicales.

Depuis 2005, des normes plus spécifiques a la biologie médicale ont été développées.La
norme la mieux adaptée aux laboratoires d’analyses médicales en biologie humaine est
actuellement la norme ISO 15189 recommandee par la Société francaise de biologie ,Au
niveau européen,la Commission européenne de normalisation(CEN) édite des normes
internationales,qui peuvent étre des normes ISO validées CEN. la gestion de la qualité n’est
donc pas un nouveau concept.

En France, I’année 2010 a ¢été celle de la mise en place d’un nouveau dispositif visant a
obtenir la qualité dans chaque laboratoire de biologie médicale a 1’horison 2016 (option bio,
I’actualité du praticien biologiste, supplément au n°444-novembre 2010)

En Algerie, ALGERAC organisme algérien d’accréditation est crée le 6 décembre 2005 pour
faciliter le processus d’accréditation pour le secteur de la santé.[13]
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Chapitre Il : Définitions
1.1 La qualité

c’est ’ensemble des propriétés et caracteristiques d’un produit ou d’un service,qui lui confére
I’aptitude a satisfaire des besoins exprimes ou implicites .[44]

11.2 L’assurance qualité en microbiologie médicale

c’est I’ensemble des actions préétablis et systematiques nécéssaires,pour donner la confiance
appropriée,en ce qu’un produit ou service satisfera aux exigences données relatives a la
qualité.

- intervient dans toutes les étapes de 1’examen bactériologique : pré analytique,analytique et
post analytique.

-Désigne un ensemble de mesures qui permettent de vérifier 1’exactitude et la précision des
analyses de laboratoire et ce pour une technique reconnue et avec les limites bien définies.

-le but du contrdle de qualité est de vérifier et d’assurer la qualité des résultats des examens de
laboratoire, de détecter les erreurs et surtout d’apporter les mesures correctives qui
s’imposent.

- permet de vérifier le bon fonctionnement de 1’équipement ainsi que la précision et
I’exactitude d’une technique.[39]

11.3 Le systeme de gestion de la qualité

Peut étre défini comme les actions coordonnées dirigeant et contrélant les activités d’une
organisation vis-a-vis de la qualité. Cette définition est celle utilisé par 1’organisation
internationale de normalisation(ISO) et par le Clinical and Laboratory Standards
insitute(CLSI).

Ces deux groupes sont internationalement reconnus comme des organisations de
normalisation pour les laboratoires. Le controle de qualité de ’antibiogramme en Algérie est
basé sur les normes CLSI adopté par le comité des experts médicaux algériens depuis le 1%
janvier 1999.

Dans un systéme de gestion de la qualité, tous les aspects de 1’activité du laboratoire, incluant
la structure organisationnelle, les processus, et les procédures doivent étre etudiés, afin d’en
assurer la qualité.[41]

L’assurance qualité dans un laboratoire de microbiologie médicale



Chapitre 11 : Définitions

”rr‘[;mr.\tmn patient P h ase
I L3

Pralévements

Compte-rendu

a Competence du
- |

| personnel
| Test d'évaluation

\ Réception et

wy . ouverture des
o prélévements
Q-
)
2 e T
2z -
-
=

//Tv ansport de

Enregistrement o I'echantillon

des resultats -

Contréle qualicé o

%
2¢ ¢

9se analytiqu®

Figure 1 : Etapes du diagnostic bactériologique dans une démarche qualité [37]

-Modalités des processus de laboratoire :

Des mecanismes et procédures sont mises en ceuvre dans un laboratoire et chacun d’entre eux
doit étre exécuté correctement afin d’assurer la justesse et la fiabilité des analyses.

Une erreur survenant dans une partie du cycle peut entrainer un résultat de laboratoire
médiocre. Une méthode de détection des erreurs a chaque phase de 1’analyse est nécessaire
pour s'assurer de la qualité.

Les normes I1SO regroupent les processus dans les catégories « préanalytique »,

« analytique» et « post-analytique»[38]

11.4 La certification
reconnaissance par un organisme certificateur de la conformité d’un laboratoire a une norme

donnée( Norme ISO / CEN 15189 par exemple).[23]

11.5 L’accréditation

consiste a reconnaitre par un organisme tiers une compétence d’un laboratoire a effectuer
des analyses déterminées selon une norme de référence telle que la norme ISO / CEN 15189.
[17]

11.6 Principales organisations de normalisation

ISO : I’organisation internationale de normalisation(ISO ou International Standardisation for
organisation) a édicté des normes pour la fabrication industrielle en utilisant une série de
normes . Nous connaissons ces normes sous le nom de « normes ISO ».[47]

CEN : ¢’est la comission européenne de normalisation

1.7 Les normes

/////

fédére de nombreux pays.Les normes ISO définissent des normes internationales,appliquées
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dans I’industrie.Dans cette optique plusieurs normes sont applicables aux laboratoires.Les
textes de ces normes peuvent obtenus moyennant finances,sur le site de comité francais
d’accréditation(COFRAC) cofrac.fr.[43]
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Chapitre 111 : Les référentiels qualité applicables dans un
laboratoire de microbiologie médicale (normes de références)

I11.1 Le GBEA

Le Guide de Bonne Execution des Analyses est un réferentiel francais expose les exigences
de base en terme de qualité, l1également apposables a tout laboratoire. Il prend en compte
toutes les étapes de I’analyse(phases pré_per_post_analytique) il oblige les biologistes a
définir une organisation du systeme qualité, en définissant les roles et les responsabilités de
chacun,et en instaurant 1’utilisation de document uniques décrivant les différents processus
qui interviennent dans une analyse.ll exige des laboratoires le contr6le des instruments de
mesure (metrologie). 1l précise et ettend les exigences de tracabilit¢é a 1’ensemble du
processus d’analyse biologique. Il introduit notamment la notification systématique des non
conformités (du prélévement ou des réactifs) et precise la durée de conservation des archives
(résultats en milieu hospitalier :20ans ;contr6le de qualité national :5ans ;documents qualité et
controles de qualité internes :3ans). Enfin, il introduit la notion d’évaluation, en soulignant la
nécessité,en cas de dysfonctionnement du systéme,d’y remidier par une action corrective et
d’en vérifier 1’éfficacité. Les exigences du GBEA, nouvelles pour les laboratoires en 1994,
sont maintenent devenues un mode de fonctionnement habituel, qui constitue un prérequis a
toute demarche de certification ou d’accréditation complémentaire. La mise en place du
GBEA est vérifiée au cours d’inspections prévus par les medecins et pharmaciens inspecteurs
de la direction départimentale des affaires sanitaires et sociales(DDASS) et des directions
régionales des affaires sanitaires et sociales(DRASS). (Certains dysfonctionnement tels que
des erreurs répétées dans les résultats ou 1’absence de réponse au contrdle de qualité national
peuvent déclencher une inspection.[45]

I11.2 La norme ISO 17025

Définit les « Exigences générales concernant la compétence des laboratoires d'étalonnages et
d'essais ». Geneve, Organisation internationale de normalisation,

2005.[2]

111.3 La norme 1SO 15189

Norme internationnal adoptée par la majorité des laboratoires de biologie médicale en vue
d’obtenir 1’accréditation des activités et des examens des laboratoires de biologie médicale.

Le référentiel 1SO 15189 « Laboratoires d'analyses de biologie medicale » définit les
exigences particuliéres concernant la qualité et la compétence. Depuis 2007 , Cette norme a
été mise a jour en 2012 .(Geneve, Organisation internationale de normalisation 2007).[25]

I11.4 La référence CLSI
organisation internationale de normalisation pour les laboratoires(USA) anciennement connu
sous le nom de National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Le CLSI
utilise un processus de consensus visant a développer des normes,servant de référence dans la
recherche de la qualité en matiére de résultats de 1’antibiogramme : appliqué en Algérie
depuis le 1* Janvier 1999.
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Autres normes: Il existe de nombreuses autres organisations de normalisation, et de
nombreux exemples de normes pour les laboratoires. Certains pays ont établi des normes
qualité nationales pour les laboratoires et celle-ci s’appliquent spécifiquement

aux laboratoires a I’intérieur du pays. Certaines normes s’appliquent seulement

a certains domaines du laboratoire ou a certaines analyses. Des normes ont

été établies par I’Organisation mondiale de la Santé pour certains programmes

specifiques et certains domaines. [4]

I11.5 A propos de La certification

est la reconnaissance par un organisme certificateur(AFAQ/AFNOR ou BVQI) de la
conformité d’un laboratoire & une norme donnée, Le laboratoire qui souhaite une certification
doit demander cette certification au COFRAC, en précisent a quelle norme il se refére.C’est
en effet le COFRAC qui délivre les autorisations aux organismes certificateurs. A I’heure
actuelle,c’est la certification ISO/CEN 15189 qui parait la plus intéressante pour les
laboratoires.[10]

111.6. A propos de I’ accréditation

L’accreditation pour un laboratoire consiste & <<attester la compétence d’un laboratoire a

effectuer des analyses déterminées selon une norme de référence qui lui permet d’assurer et
de prouver une production et un maintien de la qualité>>.L’accreditation peut ainsi porter sur
un ou plusieurs secteurs d’activité, par exemple la bactériologie, I’'immuno_serologie, etc.[10]

Depuis la mise en place de la norme 1SO 15189, qui recouvre ’ensemble de ’activité de
biologie médicale,il est possible d’obtenir une accréditation plus large. L’organisme
responsable de 1’accreditation en France est le COFRAC(comité francais d’accréditation).Le
COFRAC accompagne le laboratoire dans sa démarche d’accréditation. En particulier, des
guides rédigés par les auditeurs du COFRAC sont accessibles gratuitement sur son site
internet. L’accréditation est délivrée a I’issue d’un audit pour une durée de Sans,
renouvlables,avec une visite de contr6le a 15mois, en Algerie cette durée est de 3 ans
renouvelables aussi avec une visite de controle de 15 mois. Le processus est long et
fastidieux, mais le laboratoire obtient une reconnaissance de niveau international.[10]

L’accreditation/certification au niveau de |’etablissement de santé est une reconnaissance
nationale par la Haute Autorité de Santé,HAS.

Le manuel d’accreditation édité¢ par 1’Agence Nationale d’Accréditation des Etablissements
de santé(ANAES),aujourd’hui remplacée par la Haute Autorité de Santé (HAS) concerne les
laboratoires impliqués dans un établissement de santé.ll a pour objectif d’apprécier de facon
globale la qualité et la sécurité des soins dispensés dans un établissement de santé,mais aussi
I’implication des professionnels de 1’établissement dans 1’amélioration de la qualité,dans
I’objectif d’une accréditation de I’établissement. Il s’agit plutot d’un guide méthodologique,
destiné a faciliter I’autoévaluation qui précéde obligatoirement la visite d’accréditation de
I’établissement.Au cours de la visite d’accréditation, 1’accent est mis sur la dynamique
d’évaluation, et les procedures transversales,c'est-a-dire impliquant plusieurs services de
specificité différente, clinique, clinicobiologique ou administratifs, au bénéfice du patient. A
ce titre, le laboratoire de microbiologie est concerné,et notamment les missions du Comité de
lutte contre les infections nosocomiales. Le remplacement par la loi du 13 aout 2004 de
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I’ANAES par la haute Autorit¢ de santé(HAS), organisme d’expertise scientifique,
consultatif, public et indépendant a conduit au remplacement de 1’<<accreditation>>par une
<<certification>>. Le guide proposé par la HAS met ’accent sur I’évaluation des pratiques
professionnelles dans chaque catégorie de personnel, exercice obligatoire depuis 2004 .

La politique qualité d’un laboratoire d’analyse médicale doit donc évoluer au fil du temps
et passer progréssivement des obligations du GBEA a une démarche volontaire d’évaluation
et d’amélioration de la qualité,dans la perspective d’une certification ou d’une accréditation
du laboratoire pour tout ou partie de son activité . cette « démarche qualité » correspond a une
amélioration continue de la qualit¢ qui implique la direction de 1’établissement et le
responsable du laboratoire sur des objectifs clairement définis .

D’execellents articles didactiques sont disponibles pour aider les biologistes & mettre en
place le GBEA au sein de leurs laboratoires .Nous ne développerons donc ci-dessous que
quelques points , dont la mise en ceuvre est parfois complexe.[10]

111.6.1 A propos de L’accréditation en Algérie
L’ALGERAC est I’Organisme Algérien d’ Accréditation.

Créeé par le Décret exécutif n° 05-466 du 4 Dhou El Kaada 1426 correspondant au 6 décembre
2005, I’organisme Algérien d’Accréditation (ALGERAC) est un établissement public a
caractére industriel et commercial, dot¢ de la personnalit¢ morale et de 1’autonomie
financiére. ALGERAC est placé sous la tutelle du Ministére de I'Industrie et des Mines.

ALGERAC fait partie d’ARAC (Arabe Accreditation Coopération) 2010. MAGAC (Membre
fondateur du Réseau Maghrébin d'Accréditation) Juin 2011.

ILAC (International Laboratory Accreditation Coopération) Septembre 2011.EA (Européen
coopération for Accréditation) Novembre 2011.

-A Tl’année 2012, aucun laboratoire médical n’a réellement entamé un processus
d’accréditation (pharma/linka 4°™ Trimestre 2012). [32]

111.6.2 A propos de L’accréditation en France
Réforme de la biologie médicale en 2007 .a abouti & une ordonnance en 2010 impose :
Une accréditation des labos avant Novembre 2016 selon la norme internationale SO 15189 ;

cette accréditation exige la mise en place d’un systéme de management de la qualité dont la
vérification est réalisée par la COFRAC (comité frangais d’accréditation). [24]
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ChapitrelV :Organisation du laboratoire de
microbiologie medicale

Le laboratoire de biologie médicale engagé dans procédure de démarche qualité doit étre
organisé en :

V.1 Domaines d’activités spécifiques
Unités de bactériologie, virologie, sérologie infectieuse, biologie moléculaire, tuberculose...
IVV.2 Organigramme du laboratoire

S’il s’agit d’'une grande structure (p.ex. un hdpital), le laboratoire collabore avec d’autres
départements, tels que les départements des ressources humaines, de formation, des finances,
des achats, ainsi qu’avec les services d’appui technique. [1]

Au CHU de Blida le laboratoire collabore principalement avec le service pharmacie
(approvisionnement en réactifs et consommables), la direction des equipements et de la
maintennance.

V.3 Personnel
-Personnel d’encadrement: un chef de service, médecins et pharmaciens

-Personnel technique : biologistes para médicaux, diplomés instituts de biologie (ingénieurs
,DES) . [29]

IVV.3.1 Le directeur du laboratoire de microbiologie
Doit étre médecin ou pharmacien titulaire du Diplome d’Etude Médicales de
Spécialité(DEMS),détient I’autorité, la compétence et la responsabilité des services fournis.

e congoit, approuve, met en ceuvre et entretient le systeme de gestion de la qualité ;

o fait en sorte que les ressources humaines et matérielles nécessaires, ainsi que
I’information utile, soient disponibles afin de permettre un fonctionnement et un
contrdle efficaces des processus entourant le systéme de gestion de la qualité ;

délégue certaines taches au personnel qualifié(surveillant médical) ;

choisit les fournisseurs ;

gere les contrats ;

assure une formation adéquate ;

assure la communication interne et externe.

La direction du laboratoire garantit les points suivants :

e aucune activité n’est susceptible de compromettre la performance du laboratoire ;
e des procédures appropriées sont mises en place pour garantir le respect éthique des
échantillons des patients et la confidentialité des données concernant les clients ;
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e les devoirs et responsabilités du personnel du laboratoire sont définis ;
e un systeme adéquat de communication est mis en place au sein du laboratoire :
téléphone, fax, internet.
un responsable qualité et un responsable de la biosécurité sont désignés.[14]

IV.3.2Le responsable qualité

e évalue les installations, procédures, pratiques ainsi que la formation du personnel
participant aux activités du laboratoire, en fonction du systeme de gestion de la
qualité ;

e examine chaque année le plan relatif a la qualité et recommande toute révision
nécessaire au directeur du laboratoire ;

e demande conseil a différents départements et spécialistes et peut avoir besoin de I’aide
d’experts indépendants ;

e organise un programme d’audit interne et informe le directeur du laboratoire des
résultats ;

o fait en sorte que le systéeme de gestion de la qualité soit géré et entretenu ;

e definit et contréle tous les processus et procédures liés au systeme de gestion de la
qualité ;

e résout les points de non-conformité ;

o fait en sorte que des mesures soient prises pour obtenir une amélioration constante de
ces processus/activités ;

e fait en sorte que tout le personnel bénéficie d’une formation actualisée concernant le
systeme de gestion de la qualité. [22]

IV.3.3 Le superviseur/personnel autorisé
planifie et coordonne le programme de travail quotidien ;

e assure la gestion des stocks et du matériel ;

e fait en sorte que les activités/processus compris dans le champ d’application du
systeme de gestion de la qualité soient identifiés et exécutés conformément au présent
manuel ;

e applique les techniques et critéres nécessaires pour Vveérifier que les processus/activités
ainsi que les controles mis en ceuvre sont efficaces ;

e évalue et identifie les nouveaux produits.[19]

I1V.3.4 Le technicien principal/supérieur

e Qére, protege et préserve les stocks ;

e gere et entretien le matériel ;

e fournit au personnel des conseils concernant les procédures liées a la qualité au
laboratoire ;

e signale au superviseur les problemes importants observés dans la pratique
quotidienne.[31]
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IVV.3.5 Le technicien

o effectue les examens ;

e contrble et entretient le matériel ;

e signale au technicien principal les problemes importants observés dans la pratique
quotidienne ;

e Vérifie les résultats des contrdles internes de la qualité afin de valider les examens.[46]

V.4 L’accueil au niveau de la réception

Selon ses activités, le laboratoire recoit des personnes venant :
-se faire prélever par le personnel du laboratoire.

-déposer des échantillons primaires.

-Retirer des résultats d’analyses.

Le personnel accueille les patients et enregistre les informations nécessaires a constitution de
leur dossier, en tenant compte de la confidentialité vis a vis des autres malades qui patientent
et des autres membres du personnel, les échantillons primaires réceptionnés par le personnel
de I’accueil sont déposés dans une zone dédiée bien délimitée et distincte des autres zones de
la banque d’accueil. les spicimens sont alors identifiés par des codes(N° d’identification) qui
les suivront tout au long de leur parcours dans le laboratoire. Le personnel extérieur apportant
des prélévements est orienté directement vers la salle de tri des échantillons. Le personnel
d’accueil doit également gérer les flux de clients entrant et sortant ainsi que les personnes en
attente de résultats. Le personnel a ce poste est en contact avec le public, mais également avec
des échantillons potentiellement pathogénes.En fonction de 1’état de I’emballage de
I’échantillon et de 1’organisation du travail, il peut y avoir un risque biologique a ce poste.
[11]

IVV.5 Le secrétariat

Le personnel du secrétariat effectue des taches administratives (retranscription des comptes
rendus, expédition des résultats d’analyses, facturation) et s’occupe €galement du classement
des archives. Un important travail de bureautique est effectué par ce personnel. Dans certains
cas, ces fonctions sont assurées par le personnel de 1’accueil. Toutefois, pour limiter le
nombre de personnes potentiellement exposés aux risques biologiques, il est préférable de
séparer les fonctions administratives pures et les activités nécessitant des contacts avec
échantillons. [12]

L’assurance qualité dans un laboratoire de microbiologie médicale
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Figure 2 :Secrétariat d’un laboratoire de bactériologie médicale.

1V.6 Les prélévements d’échantillons

En laboratoire d’analyses de biologie médicale, le patient passe de la zone d’accueil ou
d’attente, aux salles de prélévement permettant de 1’isoler des autres personnes.

Differents types de préléevement peuvent étre effectués (sang, secrétions vaginales ou
urétrales, abces ...), nécessitant différents positions de la part du patient (debout, assis,
couche, position gynécologique), qui peut étre amené a se dévétir.

Dans tous les cas, le préleveur doit pouvoir prendre différents positions pour s’orienter de
facon optimale en fonction du type d’analyses du patient et des préférences du préleveur
(gaucher, droitier).

L’utilisation de ce matériel mis en contact avec des patients infectés présente donc un risque
biologique. Les prélevements sont ensuite déposés dans la zone de tri des échantillons. [15]
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Figure 3 :salle de prélevement

IV.7 Le tri des échantillons

Les coursiers ou les infirmiers (eres)extérieurs apportent des prélevements (qui peuvent
parfois représenter un grand volume) directement dans la zone de tri des echantillons, qui
recoit également les prélevements effectués par le personnel du laboratoire.

L’emballage des échantillons repend aux prescriptions réglementaires (n°ONU 3373 D’arrété
ADR) et doit arriver au laboratoire en bon état. L’usage de pochettes transparentes permet au
personnel de voir immédiatement 1’état des échantillons, et de limiter 1I’exposition aux dangers
biologiques. Les échantillons sont enregistrés (numéro d’identification, analyses requises...)
grace aux enregistrements portés sur la fiche de suivi qui les accompagne. Cette opération de
tri et d’enregistrement est une étape essentielle qui nécessite un environnement calme pour
éviter toute erreur d’étiquetage. D’un autre coté, le personnel doit également gérer les
urgences et les pics d’activité. Dans ce cas, plusieurs personnes peuvent étre affectées a ce
poste. [18]

I1VV.8 La salle de stockage de consommable et de réactifs
1V.8. 1 fonctionnalité

Les activités du laboratoire amenent a stocker des produits chimiques, des kits servant aux
analyses, des échantillons biologiques, du matériel a usage unique, etc.

Selon les conditions de conservations de certains produits, il est nécessaire de créer des zones
de stockage a différentes temperatures. le terme de « zone » ne préjuge pas la dimension de
celle-ci.il peut s’agir d’un simple compartiment distinct dans une enceinte ou dans une
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piéce.Ainsi,selon le volume des activités du laboratoire, les produits pourront étre stockés
dans des enceintes (placards,réfrigérateurs) ou dans des salles de stockage spécifique(salle a
température ambiante, chambre climatisée).

Différents zones de stockage séparées seront crées selon la nature des produits :

- les échantillons biologiques conservés apres analyses, les échantillons de calibrage et les
échantillons de contréle ;

-les produits chimiques (kits, substance et préparation chimiques) ;
-les fournitures de bureau et le matérielle a usage unique.

Selon le volume de stockage, ces zones pourront correspondre a des piéces différentes ou de
situer dans une méme piéece.Toutefois, pour limiter la propagation des incendies, on se
stockera pas les fournitures de bureau dans la méme piéce que les produits chimiques.

Seul le personnel autorisé du laboratoire peut pénétrer dans les pieces pour effectuer plusieurs
opérations :

- ranger et enregistrer les produits dans la salle de stockage

- aller chercher les produits dans la salle de stockage pour reconstituer le stock journalier des
piéces techniques.

Une personne est géneralement désignée pour gérer les stockes de chaque produit (évacuation
des périmés et approvisionnement).

IV.8.2 Emplacement et aménagement

Les salles de stockage des produits sont idéalement localisées en fonction des paramétres
suivants :

- sur une issue accessible aux véhicules de livraison, pouvant apporter parfois plusieurs
palettes de produits par livraison.

- en relation de proximité avec les salles technique, pour limiter les déplacements de produits
dangereux et la création de « stocks sauvages » dans des salles techniques qui se trouveraient
trop éloignées, il est fortement recommandé de pouvoir accéder au stockage sans avoir
emprunter de marches, afin de permettre d’accés au chariot de transport et de limiter les
risques de chute.

Ces locaux doivent étre suffisamment spacieux pour :
* recevez la quantité nécessaire de tous les produits utilisés par le laboratoire :
-contenaires allant de quelques millilitres a plusieurs dizaines de litres.

-contenaires de formes varié¢es (ampoules, berlingot, flacon, bidon...)
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*créer des zones de stockages séparant :

-les différents produits chimiques incompatibles (encadré « principes de séparation des
produits chimiques »)

-éventuellement, selon 1’organisation du laboratoire, les produits et le matériel en fonction des
picces ou ils sont utilisés, des manipulations concernées... ;

*comprendre des ameublements spécifiques :
-des étageres avec un dispositif de rétention en cas de déversement accidentel de liquide,

-des réfrigérateurs et congélateurs (éventuellement utilisables en zone 2 (emplacement ou
atmosphere explosive consistant en un mélange avec I’air de substances inflammables sous
forme de gaz, de vapeur ou de brouillard).

Selon leur emplacement pour les échantillons biologiques et les réactifs. Des sondes placées
dans ces enceintes permettent d’en controler la température.

-des réfrigérateurs et congélateurs de secours utilisés en cas de panne et lors des opérations de
nettoyage des appareils ;

-une enceinte ventilée pour les produits chimiques étiquetés F (facilement inflammable) ou F+
(extrémement inflammable)

-jusqu'a quatre armoires en fonction de 1’étiquetage des produits (encadré « principe de
séparation des produits chimiques »).

-des espaces suffisants entre les étageres et les meubles pour le passage du personnel et des
chariots de transport.

Les substances ou préparations dangereuses classés comme trés toxiques, toxiques,
cancérogenes, tératogenes ou mutagenes doivent étre placées dans des armoires fermeées a clé
ou dans des locaux ou n’ont pas librement acces les personnes étrangeres a 1’établissement.

1V.8.3 Exigences spécifiques de conception

-les échantillons biologiques conservés apres analyse pour d’éventuels contrdles ultérieurs
sont stockes au froid sur une durée courte.

IIs peuvent étre conservés dans des zones réfrigérées des salles techniques.

Certains échantillons doivent étre conservés pendant une durée réglementaire variant selon le
type d’examen effectué. Cette conservation de longue durée, ou sérothéque sera effectuee
dans des enceintes réfrigérées situées dans une salle de stockage spécifique ou non.

Le stockage des produits biologiques nécessite une piéce répondant aux critéres suivants :

*tous les revétements des aménagements, les sols et murs devront étre aisément accessibles au
nettoyage et constitués de matériaux lisses résistant aux agents nettoyants et désinfectants ;
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*1’éclairage recommandé est d’au moins 300 lux, pour assurer une bonne visibilité ;
*la température doit étre adapté au bon fonctionnement des congélateurs et réfrigérateurs ;

*|es zones de stockage doivent étre signalées par le pictogramme « risque biologique ». [21]

Tableau 1: Normes de stockage en matiere de biosécurité des produits de laboratoire

Houveaux
pictogrammes

Descriptif

Solution de stockage

*
Inflammalble

Produits pouvant s'enflammer trés facilement en
présence d'une source dinflammation.

armoire de sureté pour produits inflammables
ou
armoire de sécurité (30 ou 90 minutes)

Comburant™

Corps chimigues qui ont pour propriété de
permettre la combustion d'un combustible.

armoire de sureté pour produits inflammables
ou
armoire de sécurité (30 ou 90 minutes)

Explosif

Produits capables d'exploser sous ['action d'un
choc ou d'une source dinflammation.

armoire de sécuritd (90 minutes)

Gaz

(Gaz sous pression contenus dans un récipient
risques d'explosion ou de brilures.

armoire pour bouteilles de gaz

Mocifilrritant

Par contact répétitif, provoguent des réactions
inflammatoires avec la peau ou les mugueuses.
Peuvent empoisonner & forte dose.

armoire de slreté pour produits toxigues

Corrosif

Substances qui endommagent les tissus vivants
(peaux, yeux, mugueuses)

armoire de slreté pour produits toxiques avec
protections anticorrosion en PEHD

Toxigue

Substances présentant, méme en petite guantité,
un danger pour la sante.

armoire de slreté pour produits toxigues

SOOI ®

Dangereux pour 'homme

Produits pouvant étre cancérogénes, mutagénes
ou tératogénes. lis peuvent &galement modifier le
fonctionnement de certains organes.

armoire de slretd pour produits toxigues

Dangereux pour 'environnement

Substances toxiques pour la faune, les

amoire phytosanitaire

organismes aquatigues, la couche d'ozone

1V.9 La laverie

1VV.9.1 Fonctionnalité

Cette piéce permet le nettoyage et la désinfection du matériel réutilisable ne pouvant pas
encore étre substitué par du matériel a usage unique.

Selon ’organisation du laboratoire le personnel occupant cette piéce peut effectuer plusieurs
opérations :

*aller chercher le matériel a nettoyer dans les salles techniques, les salles de prélevements, ou
recevoir le personnel amenant du matériel sale ;

*déposer le matériel sale dans une zone distincte clairement indiquée dans la laverie ;
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*procéder au nettoyage et a la désinfestation de fagon manuelle ou automatique ;
*apporter le matériel propre dans les salles techniques ou les salles de prélévements.

Seul le personnel autorisé du laboratoire peut pénétrer dans la laverie qui peut étre occupée
par une, voire deux personnes travaillant simultanément.

IV.9.2 Emplacement et aménagement

La laverie est localisée en fonction des paramétres suivants :

-en relation de proximité avec les salles techniques et les salles de prélevements :
-a I’écart des zones d’activité.

Ce local doit étre suffisamment spécial pour contenir :

-des paillasses permettant de déposer et séparer le matériel sale du matériel propre.
-un bac de récupération de produits contaminés ;

-un évier avec égouttoir de taille suffisante pour laver du matériel volumineux.
-des meubles de rangement pour :

*|le matériel et les produits de lavage.

*|les procédures, modes opératoires et documents de maintenance des appareils ;
-éventuellement les appareils suivants :

*une machine a laver le linge pour les vétements de laboratoire

*une machine a laver la vaisselle de laboratoire,

*une étuve de séchage

*une autoclave

-un espace suffisant permettant de laver du gros matériel déposé a méme le sol.
1VV.9.3 Exigences spécifiques de conception

La conception de la laverie répond aux criteres suivants :

-le sol, les murs et les aménagements doivent étre aisément accessibles et constitués de
matériaux lisses imperméables et résistants aux agents nettoyants et désinfectants.

-les revétements plastifiés a joints thermo soudés seront préféré au carrelage avec joints.

-le sol doit étre antidérapant et disposer d’un siphon.
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-au moins une ventilation naturelle du local empéche que le degré d’humidité relative soit trop
important.[21]

e i .

Figure 4 :La laverie

1VV.10 Le contrdle des équipmements du laboratoire de microbiologie :la Métrologie

La métrologie est la science de la mesure ,embrasse tous les aspects aussi bien théoriques
que pratiques se rapportant aux mesurages » (mesurage : action de mesurer et donc
d’effectuer une analyse quantitative ).A travers cette définition ,tirée du vocabulaire
International des termes fondamentaux et généraux de Métrologie (VIM),on comprend le
caractére fondamental de la maitrise car la qualité des mesures retentit non seulement sur la
qualité des analyses ;mais aussi sur la conservation des prélevements,avant analyse,et aprés
analyse au sein des biothéques.

le GBEA recommande que le responsable de 1’assurance qualité du laboratoire doit s’assurer
de la maintenance et du bon fonctionnement des instruments.Il s’agit la d’une fonction a part
entiere qui nécessite une organisation mais aussi une formation préalable .Le responsable
métrologie du laboratoire ainsi qu’un nombre suffisant de techniciens doit bénéficier d’une
formation en métrologie , concerne également les techniciens affectés dans le domaine de la
métrologie particulierement dans :

- la maitrise des instruments d’analyse automatiques (automates de dénombrement),
d’analyse quantitatves (compteur de cellules),de coloration (Hematek), d’identification de
lecture d’antibiogramme (Viteck),des materiels de mesure (pipettes et diluteurs, balances,
chronométres ,thermometres), et des materiels dont la qualité intervient dans le résultats de
I’analyse (étuves,bains marie ,blocs chauffants,réfrégirateurs,congélateurs,chambres froides
ou chaudes,mais aussi spectrophotométres,etc.) Outre le GBEA, la norme d’accréditation
européene NF/EN/ISO 10 012 et plusieurs documents pratiques édités dans les Annales de
biologie clinique par la Société francaise de biologie clinique permettent de disposer des
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documents nécéssaires a la formation spécifiques. La premiére étape est 1’aquisition de
quelques définitions.L’<<exactitude>> d’un resultat est sa capacité a se rapprocher autant que
possible de la <<valeur vraie>>.Cette valeur vraie est donnée par un étalon ou un calibrateur,et
de ce fait est appelée<<valeur de référence>>L’exactitude du résultat nécessite
la<<justesse>>de 1’instrument ou de 1’analyseur (capacité a fournir une mesure exempte
d’erreur systématique) la répétitivité des résultats a I’intericur d’'une méme série sur le méme
échantillon et la <<reproductibilité>>des résultats dans le temps sur des échantillons issus du
méme lot, mais traités dans des conditions de mesure qui varient.[50]

Chacun des materiels du laboratoire étant identifié, il est souhaitable d’établir un calendrier de
surveillance des différent appareils concernés. Ainsi, on vérifie régulierement la température
des étuves,bains marie,réfrigérateurs,congélateurs, a 1’aide des thermométres integrés aux
appareils ou de therométres a sonde, trempée dans le glycerol.On pourra surveiller la teneur
en CO, des étuves sur le méme rythme.Un moyen simple permettant de détecter les ruptures
de chaine de froid dans des réfrigérateurs ou congélateurs frequemment ouverts et I’utilisation
de puces dont la couleur se modifie lors d’un changement de temperature.A ces puces,ou ces
thermométres ,peut étre associé un contrdle hebdomadaire,a 1’aide d’un thermométre de
référence.Un relevé des temperatures,des anomalies et des actions correctives,sous forme de
tableaux affichés permetra d’assurer la tracabilité.L’idéal est de disposer d’appareils dont les
alarmes sont reliées a une surveillance centralisée ce qui est souvent le cas pour les
congélateurs a -80°ou les chambres chaudes ou froides.Lorsque les moyens de 1’établissement
le permettent, une centrale de surveillance éléctronique des temperatures est la solution ideale.
Dans le cas des materiels de mesure, un contrdle régulier des mesurages, & partir d’un
matériels de référence, ou par le biais de chaines d’étalonnage doit étre prévu. Ainsi, il est
possible, moyennant finances, de contrdler les thermométres a 1’aide de thermométres étalons,
raccordés aux thermométres étalon nationaux,par le biais de laboratoires de métrologie
accrédités COFRAC, et qui délivrent un certificat d’étalonnage. De méme, un contrdle
semestriel des pipettes (idéalement selon la fréquence recommandée par le fabricant, peut étre
éffectué au laboratoire : un volume d’eau est prélevé puis posé sur une balance de précision et
integré dans un logiciel qui calcule le volume éxact tenant compte de la température et de la
pression atmosphérique. L’operation répétée est la moyenne des résultats et comparée a la
valeur de référence (volume indiqué sur le pipette), le coefficient de variation calculé par le
logiciel est comparé au coefficient de variation maximum consideré comme accéptable par le
fabricant pour ce type de pipette.La métrologie s’étend a 1’éxactitude des mesures données en
tant que résultat d’analyse.La fréquence et les modalités d’étalonnage et de calibrage des
automates d’analyse, les contrbles journaliers, les procédures d’entretien et les décision a
prendre en cas d’anomalie doivent étre connues, spécifiées dans les procédures, et appliquées.
Enfin, un contréle des flux des postes de sécurité microbiologiques sera nécessaire,semestriel
par exemple.[26]

1VV.10.1 Exigences pour certains instruments

Il est recommandé que certains instruments (entre autres, thermomeétres, réfrigérateurs,
balances, centrifugeuses) soient étalonnés par un organisme accrédité par le Conseil canadien
des normes en partenariat avec le Service d’évaluation de laboratoire d’étalonnage(CLAS).
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Les autres instruments qui ne sont pas mentionnés dans cette section doivent également étre
vérifiés s’ils ont une influence sur la qualité des résultats. Le cordon électrique de chaque
appareil devrait étre vérifié annuellement.

Refrigérateur, congeélateur, bain-marie et étuve

Le technologiste médical devrait vérifier la température a chaque utilisation. La fréquence
d’enregistrement de la température doit étre notée, conformément aux exigences et aux
normes propres au secteur d’activité. Si I’instrument est muni d’un dispositif d’enregistrement
continu de la température, le laboratoire doit avoir une procedure définissant le mode de
surveillance incluant la fréquence du changement du graphique selon la spécification de
I’instrument. Le technologiste médical doit consigner, dater et parapher, au moins a chaque
jour, mais idéalement a chaque quart de travail, la température de chacun de ces instruments.
L’exactitude des thermometres utilisés doit étre étalonnée annuellement a 1’aide d’un
thermometre de référence. Les limites de tolérances doivent étre déterminées pour chaque
instrument en fonction de la méthodologie. Pour certains instruments, les limites de tolérances
sont fournies par le fabricant.

Réfrigérateur, congélateur et étuve pour I’entreposage du sang total et des produits sanguins
labiles

Ces appareils doivent étre munis d’un systéme de surveillance continue de la température et
munis d’un systéeme d’alarme sonore. Ce systéme d’alarme doit retentir dans un endroit ou il
y a toujours du personnel. La température doit &tre mesurée et consignée au moins une fois
toutes les huit heures. Si ces appareils ne sont pas munis d’un dispositif d’enregistrement
continu de la température, la température doit étre vérifiée a toutes les 4 heures. L’équipement
utilisé pour I’entreposage des produits sanguins labiles et stables, y compris I’équipement
situé a I’extérieur du service transfusionnel, doit étre branché & une source de courant
auxiliaire. Le systeme de courant auxiliaire doit étre Vvérifié a des intervalles définis afin
d’assurer un transfert immédiat a la source auxiliaire d’énergie.

Autoclaves

L’efficacité de la décontamination par autoclave dépend de plusieurs facteurs qui influencent
la température a laquelle le matériel est soumis et la durée de contact.

L’enregistrement du cycle ainsi que 1’utilisation d’un papier indicateur de stérilisation doivent
faire partie de chaque utilisation. L’efficacité doit €tre vérifiée toutes les semaines avec un
indicateur biologique (ou a chaque utilisation s’il est utilis¢ moins qu’une fois par semaine).
Balances

Les balances sont des instruments sensibles et devraient étre installées dans un endroit ou les
facteurs d’influence spécifiés par le fabricant sont contrdlés. La balance de précision devrait
étre installée dans un endroit exempt de vibrations et de courants d’air. La balance doit étre
propre et parfaitement a niveau. S’il s’avére nécessaire de déplacer la balance, celle-ci devrait
étre remise a niveau. L’étalonnage de la balance doit étre contr6lé a 1’aide de poids étalons.
Ces poids étalons doivent étre accessibles, bien entretenus (dépourvus de corrosion) et
¢talonnés réguliérement. Les résultats de 1’étalonnage doivent étre consignés, datés et
paraphes.

Centrifugeuses et cytocentrifugeuses

Le laboratoire établit, en incluant au minimum les spécifications du fabricant, une procédure
de maintenance préventive des centrifugeuses et des cytocentrifugeuses qui comprend un
calendrier des opérations de maintenance.
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La maintenance doit inclure, entre autres, la vérification annuelle (ou plus si nécessaire) de la
vitesse de centrifugation, généralement a 1’aide d’un tachymetre ainsi que la vérification
annuelle de la température pour les centrifugeuses munies d’un réfrigérateur interne.

Les opérations de maintenance peuvent étre effectuées en collaboration avec le Service de
génie biomédical ou avec une autre personne habilitée a le faire, pourvu que les spécifications
d’utilisation soient fournies par le laboratoire. Toutes les interventions doivent étre
consignées, datées et paraphées.

Enceinte de sécurité biologique

La sélection de la classe de I’enceinte de sécurité biologique doit étre conforme au niveau de
confinement selon le groupe de risque de microorganismes manipulés. Les enceintes de
sécurité biologique devraient étre installées conformément aux exigences énonceées dans la
norme CSA/CAN Z316.3-95, Installation et essai sur place des hottes biologiques (classe | et
I1) et dans les Lignes directrices en matiere de biosécurité en laboratoire de Santé Canada.
Ces exigences comprennent, entre autres :

-L’enceinte de sécurité biologique devrait étre située loin des zones de grande circulation et
loin des portes et des bouches d’admission et d’évacuation d’air qui risquent de perturber la
direction des flux d’air.

-1l convient de prévoir une distance libre d’au moins 40 centimétres entre tout obstacle fixé
au-dessus de ’enceinte et de la bouche d’évacuation. Le cas échéant, il faudrait prévoir une
zone de 30 cm de chaque c6té de 1’enceinte afin d’en libérer I’accés pour 1’entretien.

-Sous I’enceinte de sécurité biologique, I’approvisionnement au gaz naturel n’est par
recommandé pour stériliser les instruments d’ensemencement. Des micro-incinérateurs
doivent étre utilisés.

-Le fonctionnement des enceintes de sécurité biologique doit étre vérifié par un organisme
accrédité avant la mise en service de celles-ci, apres chaque réparation ou déplacement, ainsi
que chaque année. Un rapport de certification doit étre remis a 1’utilisateur, qui doit le
conserver. Une étiquette doit étre apposée a I’extérieur de 1’enceinte, précisant la date de la
certification effectuée et celle de la prochaine certification prévue.

-La procédure opératoire normalisée pour 1’utilisation des enceintes de sécurité biologique
doit étre conforme aux procédures décrites dans Lignes directrices en matiere de biosécurité
en laboratoire, de Santé Canada.

L’utilisation de bandelettes de papier (p. ex. : papier essuietout) fixées a la base de I’écran
protecteur de 1’enceinte, permet de vérifier 1’efficacité la circulation du flux d’air.

Cette vérification doit étre effectuée quotidiennement avant I’utilisation et consignée.

Il est recommandé d’éviter de se déplacer derriere une personne effectuant des manipulations
dans I’enceinte.

- Pour désinfecter les surfaces intérieures de 1’enceinte, utiliser un désinfectant non corrosif.

Microscope

Un microscope ajusté et entretenu de fagon optimale est un ¢lément essentiel a I’exactitude et
a la précision de tout examen microscopique.

Le technologiste médical doit posséder des connaissances de base au sujet des composantes et
des principes du microscope.

La procédure d’utilisation du microscope devrait :

-décrire 1I’ajustement et la maintenance quotidienne;

-établir un calendrier de maintenance préventive;

-prévoir une vérification annuelle effectuée par un spécialiste;
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-prévoir 1’obligation de consigner, de dater et de parapher les opérations de maintenance
préventive.

La procédure d’ajustement de 1’éclairage, selon la méthode de Kohler, doit étre décrite et étre
effectuée par le technologiste médical avant 1’utilisation du microscope.

L’ajustement de I’éclairage de Kohler permet d’obtenir un éclairage total et uniforme du
champ microscopique et une image claire et précise de I’objet observé.

Pipettes automatiques et diluteurs

Le technologiste médical doit vérifier I’exactitude et la précision de toute nouvelle pipette
automatique ou de tout nouveau diluteur, avant la premiére utilisation, aprés chaque activité
de maintenance préventive ou corrective selon les intervalles d’usage et au minimum une fois
par année. Le laboratoire doit établir une procédure de vérification de 1’étalonnage incluant un
calendrier des procédures de maintenance selon les recommandations du fabricant ou toute
autre norme reconnue. Le technologiste médical doit consigner, dater et parapher toutes ses
interventions. [26].

V.11 Entretien des locaux: chariot de ménage (eau de javel, sac poubelle, gants...)

V.12 Communication interne
La direction fait en sorte qu’une communication adéquate soit mise en place pour informer le
personnel.

Au CHU de Blida I’information passe par un tableau d’affichage : gardes, calendrier des
prélevements.

Des réunions hebdomadaires ont lieu pour I’ensemble du personnel du laboratoire. Au cours
de ces réunions :

e les activités de la semaine sont passées en revue et les activités a entreprendre sont
définies ;
e toutes les informations sur 1’organisation générale, les activités et projets sont
communigquées.
V.13 Elimination des déchets.

Conformément a leur définition, les déchets se différencient en résidus ordinaires, directement
pris en charge par les services de voirie, et en résidus a risque potentiel. Pour cette catégorie,
une procédure d'élimination visant a supprimer le risque débutera a l'intérieur du laboratoire
producteur du déchet. Elle concerne a la fois le produit d'analyse, les substances chimiques et
le matériel servant a cette analyse.[9]
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ChapitreV : Mise en place de la démarche
qualité

V.1 Les étapes de I’examen bactériologique
V.1.1 La phase préanalytique des analyses de microbiologie médicale

Les principaux objectifs des analyses microbiologiques sont d'isoler et d'identifier les micro-
organismes pathogénes et de mesurer leur sensibilité aux antibiotiques. Les analyses sont
définies par le Guide de Bonne Exécution des Analyses comme un ensemble d'étapes
successives, allant du prelevement de I'échantillon biologique jusqua la remise des résultats.
La qualité des résultats microbiologiques dépend aussi de celle des phases pré-analytique et
analytique, ainsi que de la validation des résultats.

La phase pré-analytiqgue comprend plusieurs étapes, dont la séquence et la coordination
doivent étre sans faille. Il s'agit en effet d'une phase “critique® pour laquelle le choix de
I’échantillon et de ses modalités de prélévement, de transport et de conservation doivent étre
de qualité optimale. Dans le cas contraire, les résultats des analyses risquent de n‘avoir aucune
utilite clinique.

La tracabilité, dans le respect de la confidentialité est une des garanties des démarches
effectuées par plusieurs professionnels médicaux et para-médicaux.

Le prélevement est effectué par le prescripteur, ou par un biologiste, ou par une personne
déléguée (infirmier, technicien, interne), selon la réglementation en vigueur. Le prescripteur
est celui qui juge de l'indication des analyses et en attend des résultats contribuant au
diagnostic et a la thérapeutique. Qu'il soit ou non le préleveur, ses objectifs et ses
constatations médicales doivent garantir la qualité et la sécurité des prélevements.

La sécurité concerne le malade, lorsque les prélevement sont invasifs, ainsi que les personnes
qui effectuent le prélevement, le transport ou les analyses microbiologiques. Les biologistes
sont tenus de s'assurer de I'organisation des différentes étapes de la phase pré-analytique.

Ils doivent instruire toutes les personnes concernées pour effectuer les prélévements et assurer
le minimum de risques au malade et a I'entourage.

Lorsque le prélevement est effectué au laboratoire, ces étapes sont sous la responsabilité
immédiate du biologiste. Dans certains cas, un échantillon nécessite un pré-traitement,
notamment lorsqu'une partie doit étre transférée dans un autre laboratoire d'analyses. Cette
manipulation doit étre effectuée avec les mémes précautions de sécurité et de sauvegarde de
I'échantillon que celles prises lors du prélevement.

En résumé, le prescripteur porte la responsabilité de I'indication de I'analyse microbiologique.
Le biologiste assume réglementairement la responsabilité du prélevement et du transport bien
que cette disposition soit peu realiste en pratique. Son role ensuite est de choisir les méethodes
analytiques qu'il conduira et dont il interprétera les résultats. Lorsque ces méthodes
impliquent des procédures particulieres durant la phase pré-analytique, elles doivent étre
connues a la fois du prescripteur et du préleveur.

Un certain nombre de regles genérales peuvent étre données pour les différentes etapes de la
phase préanalytique afin d'assurer la qualité et d'éviter certaines erreurs préjudiciables a la
validation du résultat.

Des régles complémentaires s'appliquent a certaines indications, notamment en cas d'urgence,
et de particularités des micro-organismes ou des techniques d'analyses.
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V.1.1.1 Prescription médicale : la fiche de renseignement

L'analyse est habituellement demandée dans le but d'établir le diagnostic et de concourir au
traitement d'une maladie infectieuse. Le biologiste cherchera a mettre en évidence et a cultiver
les agents pathogénes capables de provoquer des manifestations infectieuses particulieres.
Dans certains cas, l'analyse a pour but de détecter la persistance ou le portage de micro-
organismes particuliers en vue de prévenir ou de mesurer leur dissémination a d'autres sujets
réceptifs. Telles sont, par exemple, la recherche d'un portage maternel de Streptococcus
agalactiae dans la prévention d'une infection néonatale, et la détection de bactéries multi-
résistantes aux antibiotiques a risque épidémique. Une modification de la flore microbienne
commensale peut étre parfois étudiée a l'occasion de protocoles épidémiologiques bien
déterminés. L'analyse microbiologique doit étre prescrite explicitement sur l'ordonnance,
selon la nomenclature des actes de biologie médicale. Le prescripteur, son nom, sa qualité, et
la maniére de le contacter doivent étre clairement identifiés. 1l doit mentionner l'identité du
malade (nom, prénom, sexe, date de naissance).

Eventuellement son numéro d'identification, une date dhospitalisation ou de transfert d'un
établissement de soins & un autre doivent étre précisés, ainsi que tous les renseignements
utiles a la qualité de 1’analyse et a la validation des résultats.

Ces renseignements concernent notamment le but de l'analyse : diagnostic étiologique d'une
infection, choix ou poursuite d'une thérapeutique, suivi sous traitement, contrdle apres
traitement, ou recherche d'une modification de la flore commensale impliquée dans la prise en
charge du malade ou comportant un risque pour son entourage. Le prescripteur doit préciser la
recherche de micro-organismes particuliers. Il doit mentionner également la nature des
manifestations pathologiques, le site des lésions infectieuses, et leur date d'apparition. Il doit
préciser éventuellement I'état physiologique du malade et I'existence d'affections associées,
telles que l'intolérance aux produits utilisés pour le préléevement, une allergie aux
antibiotiques, une immunodepression.

Sont utiles a préciser : I'éventualité d'un séjour en pays d'endémie et le risque d'infection ou de
colonisation par un agent potentiellement épidémique ou résistant aux agents thérapeutiques :
tuberculose, méningococcémie, brucellose, shigellose, hépatite virale...Ces renseignements
contribuent au choix des techniques de prélevement et d'analyse, a la prévention des incidents
liés a la nature du prélévement, ainsi qu'a la limitation des risques de dissémination.

Les traitements qui peuvent interférer avec le choix des techniques de prélévement (traitement
anticoagulant) ou d'analyse (traitement antibiotique) doivent étre mentionnés. L'interprétation
des résultats tiendra compte des antibiotiques pris avant ou au moment du prélévement.

Le degré d'urgence de I'exécution du prélévement avant de débuter un traitement antibiotique

est précisé lorsque les résultats vont modifier la conduite du diagnostic ou de la thérapeutique.
V.1.1.2 La prescription détaillée (ou une fiche de liaison)

Elle est utile pour coordonner les démarches du prescripteur, du préleveur et du biologiste.
Elle peut comporter les rubriques mentionnées plus haut et de la place pour indiquer des
situations non envisagées. En effet le choix des techniques microbiologiques les mieux
adaptées nécessite que le prescripteur informe le biologiste de la situation du malade et des
particularités de chaque prélevement. Ces éléments sont pris en compte par le biologiste lors
de linterprétation des résultats. La fiche de liaison doit étre simple et adaptée aux
circonstances rencontrées en pratique quotidienne. Elle doit étre confidentielle.

Son esprit est celui d'une collaboration étroite et efficace entre les différents acteurs de
I'analyse microbiologique. Cependant, pour éviter la multiplication des "écrits" et la
redondance des informations, et pour s'aider des outils informatiques, un (ou plusieurs)
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modele(s) de prescription d'analyse microbiologique pourrai(ent) étre proposé(s). En
I'absence de précisions utiles, le biologiste appliquera les techniques correspondant a la
recherche systématique des bactéries les plus souvent pathogénes dans un contexte clinique
par "défaut"”.

V.1.1.3 L'exécution du préléevement

Le prélévement d'un produit pathologique est un acte clé de la phase pré-analytique. Il existe
un trés grand nombre de méthodes de prélevements. Lorsque les Iésions infectieuses sont
profondes et que leur pronostic est sévere, le prélevement invasif le plus proche du foyer
infectieux et comportant peu de risque de contamination sera le plus approprié. 1l pourra étre
associé a des prélevements au niveau des portes d'entrée probables et des voies d'excrétion,
ainsi qu'a des hémocultures et des recherches de métastases septiques permettant d'apprécier
la dissémination de l'infection. Lorsque I'étiologie infectieuse peut étre facilement déterminée
sur un échantillon prélevé par une méthode non invasive, celle-ci sera privilégiée. Ainsi
I'examen cyto-bactériologique des urines est habituellement effectué sur un échantillon du
milieu du jet, plutdt que sur le produit d'un prélévement invasif. Dans tous les cas la méthode
de prélévement doit étre signalée, si elle ne correspond pas a la technique usuelle.

V.1.1.3.1 Le préleveur

Le préleveur habilité doit étre clairement identifié. Il respecte les régles de soins et d’hygiéne,
notamment en ce qui concerne le port de gants, blouses, et dans certains cas de masques ou
lunettes de protection. Il est informé des circonstances particuliéres par lI'ordonnance ou la
fiche de liaison. Lui-méme doit transmettre les indications techniques du prélévement sur une
fiche de renseignements jointe aux échantillons destinés au laboratoire. En cas d'incident
survenu lors du prélevement ou de difficulté préjudiciable a la validité des résultats, le
biologiste doit en étre informé.

V.1.1.3.2 Le moment du prélévement

Un prélévement a visee etiologique doit étre effectué des le début du processus infectieux.
Dans le cas fréquent des infections aigués communautaires, les échantillons doivent étre
prélevés avant l'administration d'agents antimicrobiens. En cas d'échec d'un traitement
préventif ou curatif institué sans analyse microbiologique préalable, celui-ci doit étre
interrompu. Si la sévérité de I'évolution ne permet pas l'arrét des antibiotiques pendant plus
de quelques heures ou s’il existe un risque d'infections opportunistes plurimicrobiennes ou
successives chez un malade neutropénique ou immunodéprimé, l'antibiothérapie en cours
reste justifiée et des modalités techniques particulieres peuvent étre proposees.
L'ensemencement pourra par exemple étre pratiqué dans des milieux liquides permettant de
diluer les antibiotiques de I'échantillon, ou dans des milieux contenant des inhibiteurs
d'antibiotiques.

V.1.1.3.3 Le site du prélévement

Les sites anatomiques appropriés sont généralement les plus proches du foyer infectieux
initial et des localisations secondaires, ou ceux qui constituent la porte d'entrée, les voies
d'excrétion ou d'évacuation de l'infection (fistule, drainage). Il ne convient pas cependant de

L’assurance qualité dans un laboratoire de microbiologie médicale



30
ChapitreV : Mise en place de la démarche qualité

prélever les liquides de drainage recueillis dans les collecteurs. En effet les souches isolées
seraient alors représentatives des espéces les plus aptes a se multiplier secondairement in vivo
et non celles des micro-organismes présents dans les lésions profondes.

V.1.1.3.4 Une quantité suffisante de matériel est nécessaire pour une analyse compléte

Une trop petite quantité de matériel ne permet pas au laboratoire de réaliser les frottis et les
cultures appropriés. Le microbiologiste privilégie alors les techniques permettant la
reconnaissance des bactéries les plus souvent en cause. Ceci est particulierement
problématique pour les lésions chroniques contenant un petit nombre de micro-organismes
qui risquent de ne pas étre détectés a I'examen microscopique d'un frottis, ni méme récupérés
en culture.Des volumes insuffisants peuvent donc donner lieu a des résultats faussement
négatifs. Comme les échantillons de sang, les produits de ponction ou de biopsie contenant
une faible quantité de bactéries peuvent étre ensemences directement dans un milieu de
culture liquide. Il faut alors réduire au maximum les risques de contamination par des
bactéries se multipliant plus rapidement que I'agent pathogéne.

V.1.1.3.5 Les méthodes de prélévement

Elles dépendent des micro-organismes capables d'infecter différents organes ou tissus. Elles
dépendent également du type de Iésion et de I'enjeu du diagnostic étiologique, en limitant les
indications des préléevements invasifs selon le bénéfice escompté et les risques iatrogenes.
Dans tous les cas, les prélevements seront réalisés avec du matériel stérile a usage unique,
selon les régles d’hygiéne et d’asepsie appropriées.

Le procédé d'analyse de I'échantillon dépend du type de prélévement et la valeur des résultats
est tributaire de la qualité de I'échantillon. Ainsi I'écouvillonnage est a proscrire a cause du
faible volume d'échantillon recueilli et des risques de dessiccation et de contamination. Son
usage est limité aux prélévements des téguments ou des muqueuses. Il est alors recommandé
de prélever deux échantillons, afin que l'un soit utilisé pour I'examen microscopique direct et
l'autre pour les cultures. Ces échantillons ne peuvent cependant pas remplacer les
prélevements obtenus par ponction, aspiration, biopsie ou chirurgie. Les bactéries
intracellulaires doivent étre récoltées par "grattage” des muqueuses a l'intérieur desquelles
elles se sont développées. Une erreur fréquente est de transmettre au laboratoire de
microbiologie uniguement un écouvillon, a partir duquel il sera difficile de pratiquer un
nombre suffisant de frottis et de cultures, alors que la totalité du matériel de biopsie ou
d'excision chirurgicale a été recueillie dans un fixateur, comme le formol, réservé a l'examen
histo-pathologique.

La ponction, le cathétérisme, ou I'abord chirurgical sont indiqués pour les suppurations d'une
séreuse, d'un organe creux, d'un tissu ou d'une cavité abcédée. Il est utile de préciser si
d'autres échantillons ont été réservés pour des examens cytologiques,histo-pathologiques,
immunologiques et biochimiques, ou si la répartition doit étre faite au laboratoire. Des
constatations morphologiques et histopathologiques, qui contribuent au diagnostic d'une
infection, peuvent permettre au microbiologiste de compléter son analyse par des techniques
particulieres.

Lorsqu'il existe un risque de dissemination et un enjeu vital a isoler la bactérie en cause et a
ajuster le traitement, ces prélévements sont complétés par des hémocultures.
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V.1.1.3.6 Contamination des prélévements

Des précautions particulieres doivent étre prises pour éviter la contamination des
prélevements par les bactéries de l'environnement et par une grande variété de micro-
organismes commensaux. Ces bactéries ou levures peuvent inhiber la multiplication in vitro
des bactéries pathogeénes et étre prises a tort pour des pathogenes opportunistes. Ceci concerne
en particulier les infections dont le site est respiratoire, ORL, oculaire, intestinal, génito-
urinaire, cutané ou sous cutané, ainsi que les prélévements de sang pour hémoculture. Il
existe, notamment pour les prélevements respiratoires profonds, ainsi que pour les
prélevements intra-utérins, des brosses ou cathéters télescopiques qui permettent d'atteindre
les sites profonds en évitant le contact avec les muqueuses colonisées par la flore endogéne.
Le risque de contamination existe pour tous les échantillons prélevés a la surface des
téguments ou des muqueuses. Ainsi le matériel recueilli par écouvillonnage de l'orifice d'une
fistule a plus de chance de contenir des bactéries commensales non pathogenes que le matériel
prélevé en profondeur, par aspiration, curetage ou biopsie. L'aspiration peut étre faite au
moyen d'un dispositif stérile (cathéter, pipette) introduit dans la fistule ou le long du dispositif
de drainage, apres décontamination de l'orifice ou de la plaie de surface. Les procédés de
décontamination de surface comportent soit le simple rincage avec du sérum physiologique
stérile (recueil d'une expectoration, prélevement de plaie, d'escarre ou de brllure), soit
I'utilisation sur la peau ou méme sur une muqueuse d'une solution antiseptique. L'antiseptique
doit étre éliminé avec du sérum physiologique stérile, afin de ne pas inhiber la culture des
bactéries pathogenes.

Les ponctions et I'abord chirurgical sont les meilleurs procédés de préléevement pour éviter les
contaminations.

V.1.1.3.7 Récipients contenant les échantillons

Des récipients stériles a usage unique et étanches sont utilisés pour contenir les échantillons.
Chaque récipient doit étre identifié par une étiquette comportant le nom, le prénom et la date
de naissance du malade, ainsi que la date, I'heure, la nature et le site du prélevement. Le
préleveur doit étre identifié par son nom ou ses initiales. Le récipient est transporté dans un
sac en plastique étanche et fermé hermétiquement, comportant un compartiment pour les
papiers et la prescription.

V.1.1.4 Délai de transport et conservation des échantillons

En regle générale, les bactéries ne résistent pas a la dessiccation et au froid, en particulier
lorsque de petits volumes d'échantillons sont prélevés. Les petits échantillons et les biopsies
doivent étre acheminés en 15 & 30 mn au laboratoire, les autres en moins de 2 heures, afin de
préserver la survie des micro-organismes les plus fragiles et d'éviter qu'ils soient inhibés par
des bactéries plus résistantes a I'environnement extérieur. Les bactéries qui ne supportent pas
de délai peuvent étre préservées dans des milieux de transport. Ceux-ci sont couramment
utilisés pour des délais de transport de plus de 2 heures.

V.1.1.4.1 Conservation des échantillons

Pour éviter la dessiccation des échantillons de faible volume, notamment sur écouvillon,
ceux-ci peuvent étre placés dans des tubes contenant des milieux de transport.
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La conservation & + 4°C inhibant la multiplication bactérienne est recommandée pour
préserver les proportions relatives des différentes espéces quand des cultures semi-
quantitatives sont nécessaires a l'interprétation des résultats. Cette mesure est bien adaptée
aux urines et aux selles, cependant les shigelles sont trés sensibles au froid et nécessitent un
ensemencement immédiat.

En revanche elle est controversée pour les échantillons d'origine pulmonaire qui peuvent
contenir des bactéries pathogenes fragiles comme Haemophilus influenzae. D'autres espéces
bactériennes comme Neisseria meningitidis et N. gonorrhoeae sont particulierement sensibles
au froid. Les échantillons génitaux, oculaires, respiratoires, ou céphalo-rachidiens destinés a
la culture des bactéries ne doivent pas étre conservés a 4°C.

V.1.1.4.2 Milieux de transport

Ces milieux sont destinés a la conservation de certains types de micro-organismes et a
I'inhibition d'autres organismes de croissance plus rapide. Les milieux de type Stuart
conviennent pour la plupart des bactéries, y compris les anaérobies strictes.

D'autres milieux sont nécessaires pour la recherche de certaines bactéries, comme les
Chlamydia. L'inclusion d'un échantillon dans un milieu de transport empéche l'examen
microscopique et l'appréciation de la morphologie des cellules et des bactéries. Si la quantité
d'échantillon est suffisante, une partie peut étre placée en milieu de transport et une partie
conservée dans un tube stérile, contenant ou non un faible volume (0,5 a 2 ml) de sérum
physiologique stérile ou de bouillon de culture. Les conditions d'inoculation et de transport de
ces milieux doivent étre respectées. Méme dans les conditions recommandées, la prolongation
du délai entre prélévement et analyse, ainsi que les variations de température, peuvent étre
préjudiciables a la survie des microorganismes.

La plupart des échantillons sont transportés a la température ambiante, d'autres nécessitent
d'étre réfrigérés.

V.1.1.4.3 Transferts d'échantillons

Certaines techniques sont difficiles a maitriser ou trop colteuses lorsqu'elles ne sont pas
pratiquées quotidiennement. Elles méritent la mise en place d'une organisation permettant
I'acheminement rapide des échantillons ou des cultures vers des laboratoires de référence.
L'empaquetage, la signalisation et le transport des échantillons de matériel infectieux doivent
étre effectués selon des procédures Iégales nationales et internationales permettant d'assurer la
sécurité des personnes et le maintien de la viabilité des micro-organismes a cultiver.

V.1.1.5 Sécurité

Les précautions dites "universelles” doivent étre prises pour tous les prélevements.

Tout produit pathologique doit étre considéré a I'heure actuelle comme potentiellement
infectieux.

Toute précaution doit étre prise lors des prélevements et de la manipulation des échantillons
pour la protection du personnel, en particulier lorsque le risque infectieux est accru, comme
dans le cas d'un micro-organisme trés virulent a risque épidémique, ou bien particulierement
résistant aux chimiothérapies anti-infectieuses.
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Les principales regles de sécurité peuvent étre ainsi rappelées La fermeture des récipients
doit étre hermétique, pour ne pas contaminer l'extérieur des flacons ou des tubes. Les
procédures de désinfection adaptées a chaque type de contamination doivent étre connues.

Le récipient dont la surface externe a été contaminée peut étre placé dans un deuxiéme
récipient ou dans un sac en plastique fermé hermétiquement. La prescription accompagnant le
prélevement doit étre alors placée a lI'extérieur de cet emballage supplémentaire.

Lorsqu’un récipient fuit, il est préférable de ne pas le manipuler. Lorsqu’il ne peut étre placé
dans un autre récipient étanche, il faut éviter de le transporter. Il doit étre autoclavé et un autre
échantillon clinique doit étre transmis au laboratoire.

Il ne faut pas transporter une seringue avec son aiguille; celle-ci doit étre retirée avec un
dispositif de sécurité et la seringue purgée dair recapuchonnée, puis placée dans un sac en
plastique fermé hermétiquement.

V.1.1.6 Risques d’erreurs

Différents types de défauts ou d'erreurs liés aux circonstances mémes du prélevement ou aux
modalités utilisées peuvent interférer avec la reconnaissance ou l'isolement du micro-
organisme responsable de l'infection.

Les exemples comprennent: le traitement antibiotique au moment du prélévement,
I'application locale de produits anesthésiques sur les lésions avant le préléevement, I'utilisation
d'un soluté contenant un antiseptique pour recueillir I'échantillon, le transport ou le stockage
impropre des échantillons, ainsi que le choix d'un milieu de transport inapproprié. D'autres
facteurs peuvent géner la recherche de I'agent étiologique ou empécher d'établir la cause d'une
infection. Ce sont notamment :

- les difficultés de prélevement qui peuvent rendre impossible I'obtention d'un échantillon
représentatif du processus infectieux;

- la contamination habituelle par la flore endogéne de certains sites de prélevement;

- la difficulté de distinguer une simple colonisation d'une véritable infection due a des
bactéries opportunistes.

C'est pourquoi plus les prélevements auront éte effectués avec précaution, plus grand sera le
niveau de confiance attribué aux résultats de la culture.

V.1.1.7 Liste des circonstances justifiant un refus d'analyse par le laboratoire

Elles concernent des conditions de prélevement, de transport et de conservation préjudiciables
a la sécurité de l'analyse et a la validité des résultats.

L'analyse d'échantillons qui risquent de ne pas étre représentatifs du processus infectieux peut
donner des résultats donnant lieu a des erreurs de diagnostic et a des traitements inappropriés.
Il est particulierement important d'éviter, par un étiquetage correct des échantillons, les
erreurs d'identification du malade et d'analyse a effectuer. Le refus doit étre immédiatement
signalé au prescripteur et au préeleveur, afin qu'un autre échantillon soit adressé au laboratoire.
L’analyse dans la méme journée d'un méme type de prélévement est inutile, en dehors du sang
pour hémoculture ou par exemple d'un liquide céphalorachidien reprélevé du fait de
I'évolution d'un syndrome méningé. Si l'analyse d'un échantillon ne donne pas le bénéficie
escompté, mieux vaut revoir les possibilités d'obtenir un diagnostic et envisager quels moyens
peuvent augmenter les chances d'aboutir : modalités différentes de prélévement, ou autre site,
ou technique danalyse différente. Le laboratoire recevant un duplicata d'un premier
échantillon peut le conserver dans les meilleures conditions et appeler le prescripteur pour
envisager avec lui qu'elle peut étre une meilleure stratégie pour étayer un diagnostic difficile.
Echantillons qui ne peuvent étre acceptées pour analyse microbiologique :
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-échantillons non étiquetés ou improprement étiquetés

- échantillons regus dans des récipients endommageés et non étanches

- échantillons visiblement contaminés

- échantillons recus plus de 2 heures aprés leur prélevement, sans avoir été conservés dans les
conditions recommandées

- échantillons inappropriés aux analyses prescrites

- méme type d'échantillon qu'un échantillon recu le méme jour (excepté hémoculture, LCR) .
* S'il s'agit d'un prélevement invasif, lI'analyse de I'échantillon peut éventuellement étre faite
apres entretien avec le médecin qui peut identifier I'échantillon qu'il a lui méme prélevé.[33]

V.1.2 La phase analytique : modalités de ’examen bactériologique
V.1.2.1 Diagnostic bactériologique des principales infections
V.1.2.1.1 Des méningites bactériennes

La méningite infectieuse est une atteinte du systéme nerveux central limitée aux méninges par
opposition a la méningo-encéphalite touchant le parenchyme cérébral. Les méningites
infectieuses se répartissent en trois groupes : les méningites virales, généralement bénignes et
d'évolution spontanée favorable ; les méningites fongiques, rares et le plus souvent liées a une
immunodépression ; et enfin les méningites bactériennes.

Parmi les méningites bactériennes, on distingue :

-les méningites communautaires causées par N.meningitidis ,Haemophilus influenzae sérotype
b et Streptococcus pneumoniae

-les meningites d’innoculation acquises principalement en cours d’intervention
neurochirurgicale causées par des enterobacteries, des bacilles Gram (-) non fermentaires
telles que Pseudomonas aerogenosa, acinetobacter baumanni et des cocci a Gram (+) telles
que staphylococcus aureus, staphylocoques a coagulase négative et streptocoques.

L'élément décisif pour affirmer une méningite repose sur I'examen du liquide

céphalorachidien (LCR). Il s‘agit toujours d'un examen d'urgence a traiter le plus rapidement
possible.

V.1.2.1.1.1 Prélévements de LCR et d’Hémoculture

Le prélevement de LCR se fait habituellement par ponction lombaire (PL) dans I'espace L4—
L5 ou L5-S1.

Exceptionnellement, chez le nouveau-né, le prélevement peut se faire par ponction
transfontanellaire ou par ponction ventriculaire directe.

2ml de LCR sont recueillis dans deux tubes stériles en vue d'analyses biochimiques,
cytologiques et bactériologiques. Du fait de I'importance du diagnostic (qui demeure une
urgence medicale) et de la fragilité des bactéries a tout écart de température le LCR devra
étre acheminé rapidement au laboratoire.
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Figure 5 : Ponction lombaire (PL)

V.1.2.1.1.2 Examen microscopique direct

Auparavant, nous devons noter I'aspect du LCR : le LCR normal est limpide « eau de roche
». Différents aspects pathologiques peuvent étre observés : eau de riz (ou trouble, a partir
denviron 200 éléments/mm®), xanthochromique (présence de protéines), hématique ou
hémorragique.

L’Examen microscopique du LCR consiste a pratiquer une numération cellulaire et des
colorations (Gram, Bleu de méthyléne, MGG)

La numération se fait en cellule de Malassez qui permet d'évaluer le nombre d'éléments
nucléés (polynucléaires et lymphocytes) par mm?. En dehors de la période néonatale, le LCR
a une cellularité comprise entre 3 et 5 éléments/mm?>. En fonction de I'age et au-dela de 10
éléments/mm?, la formule leucocytaire est établie aprés cytocentrifugation et coloration au
May-Grinwald-Giemsa.

V.1.2.1.1.3 Mise en évidence d'antigenes solubles

La recherche d'antigenes solubles par agglutination de particules de latex sensibilisées permet
la mise en évidence des polysaccharides capsulaires de différentes bactéries, libérés dans les
liquides biologiques au cours des infections.On peut détecter des antigenes solubles de
streptocoque du groupe B, de Neisseria meningitidis , d' Escherichia coli sérotype K1,

d' H. influenzae sérotype b, et de S. pneumoniae . A noter que les antigénes capsulaires d’E.
coli K1 et de N. meningitidis B sont identiques.

Une techniqgue immunochromatographique, reposant sur la mise en évidence de
polysaccharide C de S. pneumoniae, a été récemment développée et apparait plus sensible
(Binax NOW®).

V.1.2.1.1.4 Biologie moléculaire

La recherche de genes spécifiques de certaines bactéries ( N. meningitidis , S. pneumoniae, H.
influenzae , etc.), voire du sérogroupe bactérien ou de virus, peut étre effectuée a l'aide de
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techniques d'amplification génique (PCR) directement réalisées sur le LCR. Ces techniques
specifiques et rapides sont utiles lorsque I'examen direct et les antigénes solubles sont
négatifs.

V.1.2.1.1.5 Etude biochimique du LCR :glycorachie et protéinorachie

La glycorachie est déterminée simultanément a la glycémie, une glycorachie normale étant
égale aux deux tiers de la glycémie. Une hypoglycorachie est généralement associée a une
méningite bactérienne. Cependant, une hypoglycorachie peut étre  observée lors de
méningites ourliennes, a entérovirus, de chorioméningites lymphocytaires, de
méningoencéphalites herpétiques ou a cytomégalovirus (CMV).

-les valeurs de la proteinorachie sont toujours augmentées (superieur a 1 g/l) alors que

les valeurs normales de la protéinorachie sont comprises entre 0,10 et 0,45 g/l, ces valeurs
étant cependant plus élevées en période néonatale jusqu'a 2 mois.

Par ailleurs, en cas de suspicion de méningite tuberculeuse (BK), le dosage des chlorures
montre une hypochlorurachie (normale : 110-120 meqg/l).

V.1.2.1.1.6 Interpreétation des résultats de ’examen cyto-chimique du LCR

* LCR avec prédominance de polynucléaires :

Eléments>10/mm?3 avec polynucléaires >50 % Hypoglycorachie et
Hyperprotéinorachie :méningite bactérienne probable.

* LCR avec prédominance lymphocytaire

Eléments >10/mm 2, avec lymphocytes >50

Si hypoglycorachie : en faveur d'une méningite bactérienne; principalement Listeria
monocytogenes ou BK Si hypochlorurachie
Si normoglycorachie : en faveur d'une méningite virale, confirmée par dosage de l'interféron a
et/ou éventuellement par amplification génique virale.

* LCR panaché

Eléments >10/mm * ; environ 50 % de polynucléaires et de lymphocytes

Protéinorachie et glycorachie normale

En cas de suspicion de méningite virale (en particulier a virus Echo, Coxsackie, oreillons,
CMV, VZV |virus de la varicelle et du zona]), de méme qu'en cas d'encéphalite herpétique, il
y a augmentation de l'interféron a du LCR au début des signes cliniques (normale<2 Ul). Ce
dosage est principalement réalise par méthode biologique (culture cellulaire). Le dosage de
I'interféron o doit étre interprété en fonction du titre sérique, une atteinte virale méningée
montrant une concentration plus élevée dans le LCR que dans le sérum.

V.1.2.1.1.7 Mise en culture de prélevement

Quel que soit le nombre d'éléments, le LCR est ensemencé sur milieux de cultures adaptés
aux bactéries recherchées : gélose au sang frais, gélose au sang cuit, milieux sélectifs pour
isolement des bacilles Gram négatif (milieu hektoen)

Le LCR est également ensemencé sur gélose chocolat Isovitalex® et sur gélose Columbia au
sang incubées deux jours a 37 °C sous 5 % de CO,, complétée par I'ensemencement d'un
bouillon ceeur-cervelle. Ces deux milieux sont incubés 5 jours a 37 °C.

En cas de présence de germes a lI'examen direct (Gram), la morphologie, permet d'orienter le
diagnostic.

Cas particuliers

* Patients immunodéprimés : en cas de suspicion de cryptococcose méningée, on recherche le
cryptocoque par examen direct a I'encre de Chine. De plus, les ensemencements de la gélose
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chocolat Isovitalex® et du bouillon cceur-cervelle sont complétés par la mise en culture du
LCR sur gélose Sabouraud. Le plus souvent, dans les cryptococcoses méningées, le LCR est
lymphocytaire et normoglycorachique.

* Suspicion clinique de tuberculose avec localisation méningée : I'ensemencement sur milieux
traditionnels est complété par la mise en culture sur geloses Lowenstein et Coletsos.

* Selon les données cliniques, une recherche de leptospire peut étre entreprise. Dans ce
contexte, le LCR est normoglycorachique et montre une hypercellularité lymphocytaire.

V.1.2.1.1.8 Identification bactérienne

Les bactéries isolées font I'objet d'une identification allant jusqu'au sérogroupe ou sérotype
pour H. influenzae , N . meningitidis ,L. monocytogenes et S. pneumoniae . En cas de
méningite méningococcique(risque d’épidémie ), la prophylaxie des sujets contacts consiste a
prescrire un antibiotique (spiramycine ou rifampicine) et un vaccin approprié).C’est une
maladie a déclaration obligatoire(MDO).

V.1.2.1.1.9 Etude de la sensibilité aux antibiotiques

Repose sur I'antibiogramme standard, sur la détermination des CMI pour S. pneumoniae et

N. meningitidis et Haemophilus influenzae b.

Pour les méningites a S. pneumoniae et a N. meningitidis, les CMI de la pénicilline G, de
I'amoxicilline et du céfotaxime ou de la ceftriaxone sont donc primordiales a déterminer pour
adapter le traitement antibiotique. [7]

V.1.2.1.2 Examen cytobactériologique des urines (ECBU)

L'infection du tractus urinaire (ITU) se caractérise par la multiplication de micro-organismes
au sein de l'arbre urinaire (bactériurie) s'accompagnant d'une réaction inflammatoire avec
afflux de leucocytes dans l'urine ou leucocyturie. L'ITU se fait quasi exclusivement par voie
ascendante et les bactéries responsables d'ITU sont presque toujours d'origine digestive.
L'appareil urinaire est normalement stérile, bien que s'ouvrant vers l'extérieur, et la présence
de bactéries dans l'urine suffirait donc a définir I''TU. Mais l'urine est contaminée
physiologiquement lors de son émission par les germes du méat et du tiers inférieur de l'urétre
ou du périnée. Aussi, I'ECBU se caractérise par une analyse quantitative de la culture de
I'urine associée a une analyse quantitative de la leucocyturie. En outre, I'urine constitue un
bon milieu de culture.

Aussi, la réalisation et le transport du prélevement doivent répondre a des regles strictes qui
conditionnent l'interprétation de cet examen.

V.1.2.1.2.1 Prélévement

Le mode de préléevement idéal des urines est la ponction vésicale sus-pubienne (PSP) qui
permet d'éviter toute contamination par la flore de l'urétre. Toutefois, cette technique est trop
invasive pour étre utilisée en premiére intention. En pratique, le recueil d'urine se fait le plus
souvent chez lI'adulte coopératif par voie naturelle selon la technique dite du « milieu de jet »
et selon des régles strictes qui conditionnent la qualité de ’ECBU.

*Sujet adulte coopératif et enfant avec miction volontaire :

Les urines sont recueillies de préférence le matin apres lavage soigneux des organes génitaux
externes avec une solution antiseptique ou un savon doux, et ringage soigneux a l'eau. Chez
une femme qui présente des pertes, méme minimes, la mise en place d'une protection vaginale
est indispensable.

La premiére partie de la miction sera rejetée, permettant d'éliminer tout ou partie de la flore
commensale de l'urétre inférieur, et seul le milieu du jet sera recueilli dans un flacon sterile.
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*Chez le petit enfant sans miction volontaire :

Aprés un nettoyage soigneux de la région périnéale, un sac plastique collecteur sera fixé au
moyen d'un adhésif.

Ce sac ne doit pas étre laissé plus de 30 minutes. Au-dela de ce temps, on place un nouveau
sac apres avoir recommencé le nettoyage.

*Chez les porteurs de sonde a demeure :

Le tuyau d'évacuation sera clampé pendant 10 minutes afin de laisser I'urine s'accumuler en
amont, puis l'urine sera ponctionnée via l'opercule spécifique de la sonde apres désinfection a
I'alcool iodé.

V.1.2.1.2.2 Acheminement

Afin d'éviter toute prolifération bactérienne, le transport au laboratoire se fera en moins de 2
heures. Au-dela de ce délai, le flacon d'urine sera placé dans un récipient contenant de la glace
(les urines pourront étre gardées 24 heures a 4 °C, en sachant toutefois que la réfrigération ne
préserve pas les leucocytes). En l'absence de systeme de prévention de prolifération
bactérienne, on pourra utiliser la technique de la lame immergée ensemencée, au lit du malade
par l'infirmiere. Lame et flacon seront tous deux adressés au laboratoire.

V.1.2.1.2.3 Renseignements accompagnant le prélevement

Ces renseignements sont indispensables car ils permettront au microbiologiste d'optimiser
I'ECBU et son interprétation. Ils concernent I'age et le sexe du patient, le mode et I'neure du
prélevement, les motifs de la demande, les antéceédents d'ITU, la notion de maladie
concomitante, le traitement éventuellement déja institué.

V.1.2.1.2.4 Techniques d'analyse au laboratoire

Les urines sont normalement jaune claires et doivent étre limpides. L'émission d'urines
troubles suggere une infection urinaire, mais n'est cependant pas spécifique ; elle peut étre liée
a la présence de cristaux, de médicaments, etc.

V.1.2.1.2.5 Examen microscopique direct

Détermination de la leucocyturie

Par le compte d’Addis technique de choix pour détecter une leucocyturie anormale est la
mesure du taux d'excrétion des leucocytes ou compte d'Addis. Le sujet, au repos, vide sa
vessie puis absorbe un grand verre d'eau. On recueille les urines des 3 heures suivantes. Le
compte d'Addis représente le nombre d'éléments par millilitre multiplié par le volume de la
diurese en millilitre, pendant 3 heures divisé par 180 minutes. Normalement, il y a moins de
5 000 leucocytes/minutes, et moins de 5 000 hématies/minutes. Toutefois, en raison de la
lourdeur de sa réalisation, le compte d'Addis (ou hématies leucocytes minute) reste réservé a
la surveillance des néphropathies interstitielles.

En pratique, la numération des leucocytes se fait dans un hématimetre (cellule de Nageotte ou
Malassez) dans un volume de 1 mm?®. Une urine normale contient moins de 10 leucocytes par
mm?®. Les cellules ne sont pas toutes d'origine vésicale. L'identification des cellules est
possible : polynucleaires, hématies, cellule épithéliales, cristaux, cylindres (normale,
hématique, leucocytaire), cellule rénale et candida sp.
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V.1.2.1.2.6 Autres analyses

L'examen microscopique de I'état frais permet de mettre en évidence la présence:

* de cylindres : les cylindres ont pour origine la lumiéere tubulaire rénale. lls peuvent étre
hyalins et sont alors principalement composés de la protéine de Tamm-Horsfall qui est une
défensive de l'arbre urinaire. Ces cylindres sont physiologiques. Les cylindres pathologiques
contiennent des hématies et/ou des leucocytes (cylindres hématiques et/ou leucocytaires).
Leur presence permet d'identifier le rein comme la source de I'hématurie et/ou de la
leucocyturie ;

 de cristaux médicamenteux, d'oxalate de calcium, d'acide urique, phospho-ammoniaco-
magnésien. Ces derniers signent la présence d'une lithiase secondaire a une infection liée a
une bactérie productrice duréase (notamment Proteus mirabilis, Corynebacterium
urealyticum) et qui provoque une alcalinisation des urines ;

« de levures, Trichomonas , spermatozoides, oeufs de parasites ( Schistosoma haematobium )
ou bactéries.

V.1.2.1.2.7 Examen direct apreés coloration

L'examen direct, apres coloration de Gram, d'une urine non centrifugée ne présente une
sensibilité proche de 100 % que pour des concentrations bactériennes > 10° UFC/ml . Malgré
une sensibilité médiocre, cet examen reste indispensable en apportant des informations
immédiates au clinicien sur le type de bactéries impliquées ou la présence de levures
permettant d'adapter le traitement. En cas de présence d'une flore polymorphe, l'examen direct
permettra d'évoquer une contamination du prélévement et de faire aussitot pratiquer une autre
analyse. De plus, dans certains cas, notamment lors de culture stérile avec examen direct
positif, il permettra d'adapter les milieux de culture, I'atmosphére et le temps d'incubation.

V.1.2.1.2.8 Bandelettes réactives chimiques

Ces bandelettes permettent de détecter simultanément et rapidement la présence de leucocytes
et de bactéries sur des urines fraichement émises.

Les leucocytes sont mis en évidence grace a la détection d'une leucocyte estérase provenant a
la fois des leucocytes intacts et des leucocytes lysés. Le seuil de détection est d'environ 10
leucocytes par mm®. Des faux positifs sont possibles en cas de contamination par la flore
vaginale ou de présence de Trichomonas . La sensibilité du test est diminuée en cas de forte
glycosurie ou protéinurie, ou en présence d'acide borique, d'acide ascorbique ou d'acide
oxalique. Enfin, les céphalosporines de 1re génération et les tétracyclines peuvent provoquer
des faux négatifs.
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Les bactéries produisant une nitrate réductase sont détectées par la recherche de nitrites. La
principale limite de ce test est quiil ne peut détecter que les entérobactéries (toutes
productrices de nitrate réductase) et non les bactéries a Gram positif telles que les
entérocoques et les staphylocoques. Le seuil de détection est de 10° UFC/ml.

Toutefois, ce seuil n'est atteint que si les urines ont séjourné suffisamment longtemps dans la
vessie (> 4 heures) pour permettre aux bactéries de convertir suffisamment de nitrates en
nitrites pour étre détectées. En pratique, il est recommandé de tester les urines du matin.
L'association des deux tests pour la détection des infections urinaires permet de palier les
défauts de sensibilité de chacun. Ainsi, I'absence simultanée de nitrites et de leucocyte
estérase présente une tres bonne valeur prédictive négative chez l'adulte ou le grand enfant
sans facteur de risque associé. Une « bandelette négative » chez un patient sans facteur de
risque associé permet d'éliminer raisonnablement le diagnostic d'infection urinaire et de ne
pas réaliser un ECBU.

Notons enfin que la performance du test de la bandelette dépend du respect strict des temps de
lecture. Dans le but de standardiser cette lecture, elle peut étre réalisée par des petits
automates. Ces derniers présentent l'avantage, en plus, d'éditer un résultat sur papier qui
permet d'avoir une trace écrite du résultat dans le dossier du patient.

V.1.2.1.2.9 Mise en culture :(Uroculture quantitative et qualitative)

Choix des milieux

La tres grande majorité des bactéries responsables d'infections urinaires ne sont pas
exigeantes et sont cultivées sur géloses ordinaires.

-Milieux non chromogenes :

Initialement, les milieux les plus usuels étaient adaptés a la croissance des entérobactéries
avec le plus souvent un indicateur de l'attaque du lactose permettant une différenciation

des colonies. Les milieux les plus utilisés étaient soit non sélectifs — le milieu de CLED, et
milieu lactosé au bromocrésol pourpre —, soit sélectifs — le milieu de MacConkey. L'utilisation
d'un milieu sélectif pour les bactéries a Gram négatif rendait impératif I'ensemencement

d'une gélose adaptée aux bactéries a Gram positif telle gu'une gélose au sang avec ou sans
inhibiteurs type acide nalidixique plus colimycine.

-Milieux chromogenes :

Le principe du milieu chromogéne est d'utiliser des substrats synthétiques qui sont des
analogues structuraux d'une molécule naturellement clivée par une enzyme caractéristique
d'une espece bactérienne ou d'un groupe d'espéces bactériennes. Le substrat clivé acquiert des
propriétés chromogéniques et précipite en colorant la colonie sans diffuser dans la gélose. La
plupart permettent une tres bonne différenciation des colonies et une identification
présomptive de la, ou des espéces bactériennes présentes dans l'urine. Aujourd'hui, les milieux
chromogeénes, bien que plus onéreux, ont largement supplanté les milieux non chromogenes
en raison de plusieurs avantages. Ces milieux permettent une discrimination plus fine des
colonies et donc une meilleure sensibilité de détection des urines polymicrobiennes. Ils
permettent une identification directe d' E. coli , Enterrococcus spp. et de Proteus mirabilis , a
I'aide de tests complémentaires simples (indole, état frais) permettant un rendu d'identification
plus rapide au clinicien et une éventuelle adaptation de l'antibiothérapie probabiliste. Ils
permettent une économie substantielle en réactifs et en temps-technicien.

Il est a noter toutefois que, dans de rares cas, ce systeme d'identification peut étre pris en
défaut. Ainsi, par exemple, de rares souches de Citrobacter freundii indologenes dépourvues
de B-D-glucosidases peuvent étre identifiées a tort comme E. coli. Par ailleurs, quelques
souches d' Enterobacter spp. et de Citrobacter spp. Ont été décrites avec un phénotype de f-
D-glucuronidase. Le microbiologiste, notamment en milieu hospitalier, du fait de la plus
grande diversité des entérobacteries rencontrées, devra donc rester vigilant et bien contrdler
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I'adéquation entre l'identification et I'antibiogramme. Un autre risque est représenté par la
possibilité de confondre un entérocoque et un streptocoque du groupe B qui peut étre
responsable d'infection urinaire chez la femme enceinte ou le nouveau-né. Chez ces patients,
I'utilisation en parallele d'une gélose au sang apparait souhaitable.

-Autres milieux :

Dautres milieux seront utilisés en fonction du contexte clinique ou en fonction du Gram :

* en cas de suspicion de tuberculose, la recherche de M. tuberculosis sera réalisée sur les
milieux adéquats

e en cas de cystite hémorragique chez des patients immunodéprimés, on recherchera
Corynebacterium urealyticum en ensemengant une gélose au sang et en prolongeant
I'incubation au-dela de 24 heures ;

» en présence de bactéries a Gram positif a l'examen direct, une gélose au sang sera
systématiquement ensemencée ;

« en présence de germes a l'examen direct et en l'absence de culture en 24 heures, une
recherche d' anaérobies et de germes exigeants sera réalisée en ensemencant une gélose au
sang incubée en anaérobiose durant 48 heures et une gélose « chocolat » sous CO, durant48
heures ;

* en présence de levures, un milieu Sabouraud ou un milieu chromogene pour levures
(permettant I'identification présomptive de C. albicans notamment) sera ensemencé et incubé
a 30 °C.

~ .

Figure : Exemples d'uroculture quantitative sur milieu chromogeéne.
A) 10° UFC/ml de Klebsiella pneumoniae et de Proteus mirabilis .
B)10° UFC/mI d' Escherichia coli .

C) 10 * UFC/mI d' Escherichia coli et de streptocoque du groupe D.

V.1.2.1.2.10 Modes d'ensemencement

L'ensemencement doit répondre au double but de dénombrer les bactéries et d'isoler la ou les
bactéries en cause en obtenant des colonies bien distinctes les unes des autres.

 Methode originale de Kass : on fait des dilutions en série de 10 en 10. Un volume connu de
chaque dilution est étalé sur une boite de Pétri.

» Méthode simplifiée de Véron : I'urine est diluée au 1/100 en eau distillée stérile. On étale 0,1
ml de cette dilution. Une colonie correspond a 1 000 bactéries par millilitre.

« Méthode de l'anse calibrée : cette méthode est actuellement la plus utilisée. L'urine est
prélevée a l'aide d'une anse de 10 pl et ensemencée selon une méthode standardisée qui
permet, grdce a un abaque, de convertir l'aspect de la culture en UFC/ml, et ce sans
dénombrement. Cette méthode simple, sans dilution préalable, permet une numération de 10°
a 10° UFC/ml tout en permettant I'obtention de colonies isolées.
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« Méthode de la lame immergée : on plonge dans l'urine fraichement émise une lame portant
des milieux nutritifs, généralement MacConkey et CLED. Cette méthode permet
I'ensemencement des urines au lit du malade. Toutefois, elle présente le désavantage de ne

pas obtenir des colonies isolées pour des concentrations de 10° bactéries par ml et donc
nécessite souvent le réensemencement en isolement de I'urine en cas d'infection.

Ensemencement d’une urine

A= Décharger 1" ottse de 101,

Tirer une verticale
Jjusqu’aumilieu de la boite

w,. Remonter lIégérement pour
—Q 3 décharger enti¢rement le

prélévement

IFaire des stries horizontales

4 — en partant du point de
e deépdt

Mettre a 1'étuve 37°C pendant 18-241H

Figure 8 :Ensemencement d’une urine
V.1.2.1.2.11 Appareils et méthodes automatiques
Différents automates ont été mis au point pour détecter les bactériuries significatives. Ces
automates permettent de cribler rapidement (< 1/2 heure) les urines et de déterminer les
échantillons qui seront alors ensemencés.
Differentes technologies ont été développées. La microscopie a flux couplée soit a un systeme
danalyse d'image (IRIS iQ200®), soit un systeme de marquage fluorescent (Sysmex UF-
100®, bioMérieux UF-500i, UF-1000i) permet non seulement le compte des bactéries, mais
aussi celui des leucocytes, des hématies et la détection de cristaux, de levures. La technologie
de l'automate Cellenium-160US® repose sur l'utilisation d'une sonde fluorescente marquant
I'ensemble des bactéries qui sont détectées et dénombrées par un microscope a fluorescence.
Le Coral UTI Screen system® repose sur la quantification de I'ATP bactérien par fixation sur
la luciférine et émission de lumiére aprés action de la luciférase. Tous ces automates ont
I'inconvénient d'étre chers et ne peuvent étre utilisés que par les laboratoires traitant plusieurs
centaines d'échantillons d'urines par jour. Les échantillons détectés positifs doivent étre
secondairement ensemenceés.

V.1.2.1.2.12 Incubation des urocultures

La majorité des bactéries des infections urinaires poussent en 18 a 24 heures et, en dehors de
contextes particuliers, il n'y a pas lieu de prolonger l'incubation. Dans certains cas, bactéries
exigeantes, déficientes, ou culture négative, malgré la présence de bactéries a I'examen direct,
il faut savoir modifier le milieu de culture (gélose au sang ou « chocolat »), et I'atmosphere
(anaérobiose et CO ,), et prolonger l'incubation.
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V.1.2.1.2.13 Interprétation des urocultures

Interprétation de la bactériurie quantitative sur échantillons obtenus par la technigue du

« milieu de jet » :

Les criteres de Kass qui servent historiquement de référence pour l'interprétation de la
bactériurie sont les suivants :

« bactériurie < 10 * /ml : bactériurie non significative (contaminants) ;

« bactériurie > 10 ° /ml : bactériurie significative.

Il reste une zone d'incertitude entre 10 * —10 > UFC/m.

Ces criteres ont été établis dans le cadre d'études réalisées chez des patientes présentant une
pyélonéphrite ou une bactériurie asymptomatique. Toutefois, Stamm et al ont montré, en
réalisant une étude chez des femmes présentant une cystite, qu'une observance stricte des
criteres de Kass pouvait entrainer le rejet a tort de diagnostic d'I'TU pour prés de 50 % des cas.
Dans cette étude, le taux de bactériurie seuil permettant d'inclure 95 % des cystites était de
10° UFC/ml. En outre, de nombreux facteurs affectent le comptage des bactéries (infection
débutante, mictions nombreuses et répétées, pH acide urinaire, urée augmentee, localisation
prostatique, etc.).

En conséquence, il est admis que, sous respect strict des conditions de préléevement, de
transport et danalyse des urines, toute bactériurie > 10° UFC/ml est & prendre en
considération . Le bactériologiste devra tenir compte, pour l'interprétation et la poursuite de
I'analyse, de l'aspect monomicrobien ou polymicrobien de la culture, de la leucocyturie, du
contexte clinique et des ECBU faits antérieurement ainsi que du type de micro-organisme
retrouvé. Un groupe de microbiologistes européens a proposé un classement en catégories des
germes retrouvés en culture dans les ECBU en fonction de leur niveau d'implication dans
I'étiologie des infections urinaires :

* un premier groupe pouvant étre considéré comme pathogéne lorsque les germes sont isolés,
méme en petites quantités, (10° UFC/mI) : Escherichia coli et Staphylococcus saprophyticus

* un deuxieme groupe, plus habituellement impliqué dans le cadre des infections urinaires
nosocomiales, lorsqu'il existe des facteurs anatomiques ou iatrogénes favorisants et pour
lequel un taux de 10* UFC/mI peut étre proposé : Proteae Klebsiella spp. , Enterobacter spp,
Serratia spp.,Citrobacter spp. , Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp et
Staphylococcus aureus ;

* un troisieme groupe, dont l'implication comme pathogéne exige un niveau de bactériurie
> 10° UFC/mI. Ce groupe comprend des espéces & Gram positif ( Streptococcus agalactiae |,
les staphylocoques a coagulase négative autres que Staphylococcus saprophyticus ), a Gram
négatif ( Acinetobacterspp., Stenotrophomonas maltophilia , autres Pseudomonaceae ) ou les
Candida spp.;

* un quatriéme groupe comprenant les espéces considérées comme contaminantes qui
appartiennent habituellement a la flore urétrale ou génitale de proximité : lactobacilles,
streptocoques a-hémolytiques, Gardnerella vaginalis, Bifidobacterium spp., bacilles
diphtérimorphes (sauf Corynebacterium urealyticum) . Seul leur isolement a partir d'une
ponction sus-pubienne peut permettre d'évoquer leur réle pathogeéne.

Interprétation de la bactériurie quantitative sur échantillons obtenus par une technique
différente de celle du « milieu de jet » :

Les taux de bactériurie significatifs varient selon le mode de prélévement. Il est a noter que,
pour la ponction sus-pubienne, le taux est de 10 UFC/ml et nécessite donc I'ensemencement
d'un volume minimal de 100 pl.

-Cas particulier de la bactériurie asymptomatique :

La bactériurie asymptomatique se définit comme la présence de bactéries dans l'urine & un
taux significatif en dehors de tout signe d'infection urinaire.
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La bactériurie asymptomatique peut survenir avec ou sans leucocyturie. La fréquence de la
bactériurie chez la femme jeune est inférieure a 1 %, mais des fréquences de plus de 10 %
peuvent étre observées chez les patients de plus de 80 ans, les diabétiques, les patients

ayant une vessie neurologique, les hémodialysés, et les patients sondés de facon intermittente
ou a demeure. Toutefois, la recherche de bactériurie asymptomatique systématique n'est
reconnue comme apportant un bénéfice réel que dans deux contextes cliniques particuliers.

Au cours de la grossesse, la bactériurie asymptomatique représente un risque accru de
survenue de pyélonéphrite et d'accouchement prématuré et doit étre systématiquement
recherchée par la réalisation d'une uroculture au cours du premier trimestre. En prévision
d'une intervention sur les voies urinaires et notamment d'une résection transurétrale de la
prostate ou de [lablation dune sonde JJ, une bactériurie asymptomatique sera
systématiquement recherchée et traitée afin de prévenir un risque accru de sepsis .
Interprétations des discordances entre leucocyturie et bactériurie :

Dans un certain nombre de cas, le microbiologiste et le clinicien peuvent étre confrontés a une
discordance entre la leucocyturie et la bactériurie.

V.1.2.1.2.14 Identification et antibiogramme

Une identification sera réalisée pour les bactéries non identifiées par le milieu chromogene.
L'antibiogramme est effectué en paralléle en testant les antibiotiques qui ont une bonne
élimination urinaire, en particulier :B-lactamines, quinolones et fluoroquinolones,
cotrimoxazole, aminosides, fosfomycine.

Aprés obtention de l'identification, les résultats définitifs devront étre accompagnés de
commentaires. Clairement rédigés, ils devront dans certains cas susciter le dialogue avec le
clinicien. Certaines remarques sont fréquentes :

« concernant le mode de prélevement, en cas de souillure, il faut rappeler les régles strictes du
prélevement ;

* 'ECBU est un des rares examens bactériologiques répétitifs; en cas d'interprétations
litigieuses, il convient de demander un nouvel ECBU ;

« des bactéries telles que Pseudomonas ,Acinetobacter , Serratia , signent une ITU iatrogene ;
» parfois, I'antibiogramme n'est fourni qu'a titre indicatif; il faut alors souligner que ce n'est
pas une incitation a l'antibiothérapie. [6]

V.1.2.1.3 Analyse bactériologique des selles

De nombreuses bactéries sont incriminées dans I'étiologie des diarrhées infectieuses aigués.
Certaines d'entre elles ont un pouvoir entéropathogene bien établi (Salmonella sp., Shigella
sp., Campylobacter sp., Yersinia sp., etc.). D'autres bactéries sont devenues pathogénes apres
acquisition de facteurs de virulence. C'est le cas en particulier d' Escherichia coli , espece
représentant 80 % de la flore intestinale aérobie de I'nomme. E. coli est a la fois une bactérie
commensale et une bactérie entéropathogene par lI'expression de facteurs de virulence acquis
et/ou constitutifs. Ainsi, un pouvoir entéropathogéne est actuellement reconnu pour six
pathovars d' E. coli :

— Les E. coli entérotoxinogénes (ETEC) sont responsables de diarrhées infantiles dans les
pays en voie de développement et de la diarrhée du voyageur.

— Les E. coli entéro-invasifs (EIEC) sont responsables de dysenteries proches de la shigellose.
— Les E. coli entéro-hémorragiques (EHEC) sont retrouvés au cours des colites hémorragiques
et du syndrome hémolytique et urémique (SHU) typique.

— Les E. coli entéropathogénes (EPEC) sont la cause de diarrhées infantiles persistantes
souvent epidemiques dans les pays en voies de développement.
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— Les E. coli & adhésion diffuse ( diffusely-adhering E. coli [DAEC ]) et les E. coli
entéroagrégatifs (EAggEC ) sont a l'origine de diarrhées aqueuses persistantes chez I'enfant.
Le but essentiel de la coproculture est de rechercher, parmi une flore commensale trés
abondante, des bactéries habituellement absentes et réputées pour leur pouvoir pathogéne. On
peut également, en plus de la recherche de ces bactéries, mettre en évidence des toxines ou
des genes codant pour les toxines dans les selles ( Clostridium difficile , EHEC ).

Les recherches sont fonction des différents contextes cliniques :

+ adulte ou enfant de plus de 2 ans et contexte par défaut :

— réalisation d'une coproculture standard comprenant la recherche de Salmonella spp., de
Shigella spp. Et de Campylobacter spp. (voire Yersinia enterocolitica si le sujet est
diarrhéique).

* enfant de moins de 2 ans :

— reéalisation d'une coproculture standard en sachant que I'étiologie virale prédomine dans
cette tranche d'age.

* contextes cliniques particuliers :

— notion de voyage récent en « pays tropical » ;

— malade sous traitement antibiotique ;

— toxi-infection alimentaire collective (TIAC) ;

— patients infectés par le VIH ;

— syndrome hémolytique et urémique (SHU) ;

— intoxication alimentaire ;

— syndrome cholériforme ;

— détection de colonisation par des bactéries multirésistantes (BMR) ;

— détection de portage chez le personnel de restauration ( Staphylococcus aureus ,
Salmonella).

V.1.2.1.3.1 Préléevements

La coproculture se pratique sur selles liquides, molles, glaireuses ou hémorragiques, ou sur
indications trés précises sur des selles solides.

A partir de matiéres fécales émises dans un récipient propre, la valeur de quelques grammes
de selles est prélevée a l'aide d'une spatule ou du flacon cuilléere et introduite dans un flacon
stérile. Un fragment purulent muqueux ou sanglant est choisi lorsqu'il en existe.

Un écouvillonnage rectal est parfois indiqué, notamment chez le nourrisson et I'enfant.

La conservation se fera a +4 °C et ne devra pas dépasser 12 heures. Certaines bactéries
doivent étre recherchées systématiquement (le plus couramment : Salmonella,
Shigella,Yersinia et Campylobacter ) et d'autres ne le sont que sur demandes spécifiques dans
un contexte particulier (EHEC, C. difficile, V. cholerae , etc.).

Chez un malade atteint d'un épisode aigu de diarrhée, deux ou trois prélévements peuvent étre
nécessaires.

L'aspect des selles sera toujours noté et guidera le choix des milieux de cultures.

V.1.2.1.3.2 Examen microscopique

L' examen direct a I'état frais permet de déceler la présence de leucocytes et d'hématies dans
les selles (éventuellement de parasites). Il est possible si les selles sont diarrhéiques ou
afécales.

L' examen du frottis apres coloration de Gram permet d'apprécier I'importance et I'équilibre de
la flore entre les bactéries a Gram positif et Gram négatif. Une flore équilibrée est composée
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majoritairement de bacilles a Gram négatif, mais toujours avec présence de bacilles a Gram
positif. Toute perturbation notable de cet équilibre doit étre signalée. Le mode opératoire est
le suivant :

« selle solide : dilution de la selle au 1/10 e dans de 1’eau distillée, bien agiter au vortex, faire
un étalement de la suspension sur lame et colorer ;

» selle liquide : déposer directement une goutte de selle sur lame et colorer.

V.1.2.1.3.3 Ensemencement

Des milieux sélectifs d'isolement et des milieux d'enrichissement sont utilisés en fonction du
contexte clinique.

La recherche de salmonelle et shigelle doit étre systématique. Différents milieux sélectifs sont
commercialisés: gélose Salmonella Shigella (SS), gélose Hektoen, etc.

Les milieux sont incubés 24 heures a 37 °C. Pour la recherche de Salmonella , on ensemence
un milieu d'enrichissement au sélénite — milieu de Leifson— ou au tétrathionate (milieu de
Mueller-Kauffmann) avec 0,5 ml de selle. Il est important de les repiquer de préférence apres
3 a 6 heures au maximum d'incubation a 37 °C afin d'éviter la multiplication des bactéries
commensales mal inhibées au-dela de ce délai.

Le mode opératoire est le suivant :

* dilution de la selle au 1/10 e dans de l'eau distillée ;

* ensemencer systématiquement :

— une goutte de la dilution en quadrant sur un milieu pour recherche de salmonelle, shigelle
(Hektoen, SS, milieux chromogénes) ;

— une goutte de la dilution en bouillon Mueller-Kauffman (pour I'enrichissement en
salmonelle).

* ensemencer en plus :

— un milieu de Karmali pour la recherche de Campylobacter ;

— selles sanglantes :

— un milieu MacConkey Sorbitol pour la recherche d' E. coli O157 et conserver la selle pour
recherche de Shiga like toxines ;

— un milieu sélectif pour Yersinia ;

— un milieu sélectif pour rechercher Clostridium difficile et recherche de la toxine de C.
difficile en immunochromatographie ;

—un milieu de Sabouraud : si présence de levures a I'examen direct ;

—en cas de suspicion de choléra : ensemencer un milieu spécial alcalin TCBS ou GNABapres
enrichissement en eau peptonée alcaline a 1 % du NaCl pendant 6 h a 37 °C pour la recherche
du vibrion.

*Recherche de salmonelles et shigelles

L'orientation s'effectue selon I aspect des colonies :

« sur milieu Hektoen aprées 24 heures a 37 °C, les colonies suspectes sont H 2 S + et lactose —;
* sur la gélose SS, la présence de colonies incolores ou faiblement colorées avec ou sans
centre noir est une forte présomption de Salmonella ou de Shigella ;

* sur les milieux chromogenes, la détection spécifique de l'estérase des Salmonella donne une
coloration des colonies variant du rose au mauve.

On repére au moins cing colonies suspectes isolées.

La recherche de l'uréase (milieu urée-indole) est faite sur chaque colonie suspecte :

« éliminer les colonies de Proteus : uréase + (milieu urée-indole rouge en 2 heures) ;

* ensemencer avec les autres colonies a partir du milieu urée-indole une galerie
d'identification (APl 20 E® ou galerie automatisée) et un antibiogramme d'entérobactéries ;

« ensemencer les colonies suspectes sur milieu deKligler-Hajna.
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Devant les caractéres biochimiques présomptifs, auxquels on ajoute pour les Salmonella le
caractere ONPG , on tente une premiere agglutination sur la culture en milieu de Kligler-
Hajna avec un sérum polyvalent anti-Salmonella (OMA, OMB, etc.) ou anti- Shigella . Si
cette agglutination est positive, elle permet de donner au clinicien un diagnostic présomptif
qui ne peut étre definitif qu'aprés I'identification biochimique détaillée. Il existe en effet des
communautés antigéniques, notamment entre Salmonella, Enterobacter hafniae et
Citrobacter.

L'identification définitive se fait par les caracteres biochimiques et I'étude de la formule
antigénique. Un test présomptif des salmonelles consiste en la lyse par les bactériophages
specifiques (phage Salmonella 01 de Felix et Callow ; Biorad) est pratiqué sur une gélose
Mueller-Hinton en déposant une microgoutte d'une suspension phagique. A partir de la 5 e
heure d'incubation a 37 °C, on peut déja voir une plage de lyse au niveau du dépot de la
goutte. Le diagnostic différentiel se pose essentiellement entre Shigella et Alkalescens dispar
que l'on différencie par l'alcalinisation en 2 a 3 jours du citrate de Christensen et la présence
d'une lysine décarboxylase. Génétiqguement, les Shigella sont des E. coli, immobiles,
auxotrophes, adaptés a I'homme et porteurs d'un plasmide d'invasivité. L'isolement et
I'identification des Shigella sp. sont donc délicats.

V.1.2.1.3.4 Diagnostic différentiel du genre Shigella

Shigella est a la fois immobile, non gazogene (sauf variété de S. flexneri G), H,S, uréase,
LDC, ONPG, citrate Simmons, citrate de Christensen et acétate de Trabulsi négatifs.
Identification antigénique des Shigella

» Utiliser une culture en milieu solide non inhibiteur. Faire les agglutinations de préférence a
partir des colonies réensemencées sur milieu de Kligler-Hajna.

* Effectuer les agglutinations a l'aide des réactifs Bio-Rad.

*Recherche de Campylobacter spp :

Leur recherche doit étre systématiquement réalisée chez les enfants et pour les adultes sur
demande spéciale ou en présence de selles liquides. La culture se fait sur un milieu spécifique
(milieu Karmali, de Skirrow ou de Buztler) en 24 a 48 heures a 37°C en atmosphere
microaérophile.

V.1.2.1.3.5 Examen direct

L'observation microscopique directe de selles diarrhéiques au microscope a contraste de phase
peut permettre un diagnostic avec présence de bactéries présentant une mobilité
caractéristique en « vol de mouette ».

L'examen aprés coloration de Gram met en évidence des petits bacilles a Gram négatif
incurveés.

Aspect des colonies

On repére apres 48 heures d'incubation les colonies suspectes.

Selon I'numidité du milieu, on retrouve de petites colonies grisatres convexes a bords
réguliers ou des colonies plates muqueuses de forme irréguliére.

» C. fetus , colonies petites, rondes, transparentes.

* C. jejuni , colonies grises, humides, plates et qui ont tendance a s'étaler aprés 48 heures
d'incubation a 37 °C.

Les caractéres suivants sont recherchés :

* oxydase + ;

* trés mobiles en « vol de mouette » ;

« test a I'hippurate : a partir d'une culture riche sur gélose chocolat Isovitalex® :

— suspension laiteuse dans 0,25 ml de Nacl + un disque d'hippurate :
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—incuber 4 heures a 37 °C ;

— lecture : ajouter 5 gouttes de ninhydrine ;

—réincuber 10 a 15 minutes (au maximum) a 37 °C ;

—test + : bleu foncé ;

— test —: incolore, jaune léger, bleu trés clair.

*Recherche de Clostridium difficile :

Clostridium difficile , bacille a Gram positif anaérobie strict, est a l'origine de colites
pseudomembraneuses ou de diarrhées postantibiotiques. Cet agent est majoritairement
impliqué dans les diarrhées nosocomiales, en particulier chez l'adulte. Le portage digestif
asymptomatique de C. difficile est estimé a 3 % dans la population adulte, mais il peut
atteindre 15 a 25 % des sujets apres un traitement antibiotique ou un séjour dans une unité a
forte endémicité. En revanche, un taux de portage €levé est habituellement observé chez les
jeunes enfants : 50 a 70 % des enfants de moins de 2 ans sont colonisés.

Les deux facteurs principaux de virulence sont la toxine A et la toxine B. Ce sont des
exoprotéines de grande taille.

La toxine A est nommée entérotoxine, car fortement entérotoxique; elle posséde également
une activité cytotoxique. La toxine B ou cytotoxine est mille fois plus puissante que la A.

Ces toxines inactivent des protéines régulatrices du cytosquelette d'actine (monoglycosylation
des protéines Rho).

Les souches non toxinogénes sont considérées comme non virulentes.

Le diagnostic bactériologique repose sur la recherche des toxines. En parallele, la culture de
C. difficile est recommandée.

On retiendra qu'il s'agit d'un examen demandé spécifiquement dans un contexte clinique
particulier (diarrhée nosocomiale, prise d’antibiotiques, immuno-déprimé).

V.1.2.1.3.6 Mise en évidence des toxines

La grande majorité des souches produisent simultanément les toxines A et B. Leur mise en
évidence directement a partir des selles est un excellent marqueur de la présence

d'une souche toxinogéne de C. difficile .

La méthode de référence consiste a rechercher un effet cytopathogéne (ECP) de la toxine B
par culture cellulaire . Cette méthode présente une excellente sensibilité, n'est pas standardisée
et nécessite une infrastructure lourde, avec un délai de réponse de plusieurs jours.

Des tests immuno-enzymatiques ou immunochromatographiques ont été développés. Ils
détectent soit la toxine A seule, soit les toxines A et B au moyen d'anticorps monoclonaux

ou polyclonaux.. Les tests unitaires rapides permettent de rendre un résultat en moins de 30
minutes. En ce qui concerne les techniques de biologie moléculaire, des trousses de PCR en
temps réel sont actuellement commercialisées et permettent le dépistage des deux genes
codant les toxines ( tcdA, tcdB ).

V.1.2.1.3.7 Culture et mise en évidence de la bactérie dans les selles

Le diagnostic rapide par recherche d'antigéne dans les selles est effectué par la mise en
évidence de la glutamate déshydrogénase par agglutination ou par méthode immuno-
enzymatique, couplés au dépistage de la toxine A, ces tests présentent une valeur prédictive
négative de plus de 99 %Concernant l'isolement de C. difficile par culture, cette derniére est
effectuée dans des conditions d'anaérobiose stricte (sachet individuel ou jarre) sur milieux
sélectifs contenant de la cyclosérine et de la céfoxitine comme le milieu TCCA (gélose coeur-
cervelle + 5 % de sang de cheval, 0,1 % de taurocholate, 250 mg/l de cyclosérine et 10 mg/I
de céfoxitine).Les subcultures peuvent étre effectuées sur gélose au sang ou milieu de
Wilkins-Chalgren.
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Aprés 48 heures d'incubation en anaérobiose a 37 °C, les colonies présentent les
caractéristiques suivantes :

* colonies a bords irréguliers (3 @ 5 mm), non hémolytiques, présentant un aspect de verre
fritté a la loupe binoculaire ;

» odeur caractéristique de crottin de cheval (libération de crésol) ;

* colonies fluorescentes sous ultraviolet (mais dépend du milieu utilisé).

L'identification se fait a l'aide de galeries biochimiques. L'identification peut également se
faire par un test d'agglutination avec un latex sensibilisé par des anticorps antiglutamate
déshydrogenase (GDH).

La culture seule ne permet pas de dire si la souche est toxinogene ou non. Il est donc
recommandé de déterminer le pouvoir toxinogéne de la souche isolée ; cette méthode

s'appelle la culture toxigénique. La détermination du pouvoir toxinogéne de la souche peut se
faire par PCR a partir des colonies, par le test de cytotoxicité ou par les méthodes immuno-
enzymatiques a partir du surnageant d'un bouillon de culture de la souche (apres 3 jours
environ pour atteindre une production maximale de toxine).

*Mise en évidence des Escherichia coli entéropathogénes (EPEC) :

Il était classique de rechercher, en plus des bactéries responsables de diarrhées, les EPEC,
dans les selles liquides de nourrissons présentant un tableau de fiévre avec déshydratation. Le
role de ces bactéries est actuellement discuté. Dans cette tranche d'age, les causes principales
restent d'origine virale : Rotavirus, Adenovirus .

La procédure d'identification consiste en une agglutination sur lame des colonies en présence
de sérums qui doit apparaitre en moins de 5 secondes et présenter un caractére massif.

*Mise en évidence des Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) :

Les EHEC sont responsables de cas sporadiques ou d'épidémies de diarrhées souvent
sanglantes pouvant évoluer vers des pathologies plus graves, le syndrome hémolytique

et urémique (SHU) ou le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT).

Le diagnostic des infections a EHEC est difficile, ces bactéries étant rapidement éliminées du
tube digestif. De plus, la quantité présente dans les selles reste trés faible, surtout au moment
de l'apparition du SHU . Le recueil des selles doit s'effectuer au maximum 4 a 6 jours apres le
début des prodromes digestifs.

Le diagnostic repose d'une part sur la mise en évidence des EHEC dans les selles par des
méthodes phénotypiques et biochimiques, et d'autre part sur la détection des génes de
virulence par des méthodes moléculaires. Il est indispensable de réaliser un enrichissement
des selles en eau peptonée pendant 4 a 6 heures a 37 °C. Il existe également un diagnostic
sérologique reposant sur l'augmentation du titre sérique des anticorps spécifiques
antilipopolysaccharides( LP S).

*Mise en évidence des autres pathovars d' Escherichia coli :

La détection des autres pathovars responsables de diarrhées reste du domaine des laboratoires
specialisés. Initialement fondée sur le pouvoir pathogene chez l'animal ou I'effet
cytopathogéne en culture cellulaire, l'identification de ces souches est actuellement réalisée
par des techniques de biologie moléculaire .

*Recherche de germes multirésistants aux antibiotiques :

Chez les malades hospitalisés dans des services a risque (réanimation, oncohématologie, etc.),
la détection de colonisation par des bactéries multirésistantes aux antibiotiques est effectuée
dans les selles des patients a l'aide de milieux chromogenes contenant des antibiotiques pour
les entérocoques résistants a la vancomycine et les entérobactéries productrices de b-
lactamase a spectre étendu (BLSE).
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V.1.2.1.3.8 Analyse semi-quantitative des selles

En milieu spécialisé (réanimation, grands prématurés et patients immunodéprimés), peut étre
réalisée une analyse semi-quantitative de la flore fécale afin de prévenir le risque éventuel de
septicémie par translocation endogene. [27]

V.1.2.1.4 Hémoculture

L'hémoculture consiste a mettre en culture du sang circulant qui est normalement stérile, afin
de pouvoir rapidement détecter et identifier I'agent infectieux responsable d'une bactériémie.
Actuellement, trois types de bactériémies peuvent étre distingués :

* transitoires : qui correspondent a des décharges breéves de bactéries dans le sang, sans
manifestations cliniques et spontanément résolutives ;

* continues : qui correspondent a des décharges continuelles qui se rencontrent notamment
lors d'endocardites ou en cas de brucellose ou de fiévre typhoide ;

* intermittentes : qui correspondent a des décharges bactériennes répétées a la suite
d'infections diverses.

Qu'elles soient continues ou intermittentes, les bactériémies constituent toujours un état grave
et redouté.

Les bactériémies associées a de nombreux états infectieux résultent de décharges de bactéries
a partir d'un foyer initial qui peut étre d'acces difficile ou de localisation inconnue. Une fois
entrée dans la circulation sanguine, la bactérie est susceptible de se propager et de s'installer
dans d'autres sites.

L'hémoculture constitue un moyen simple de diagnostiquer une bactériémie. Ainsi, des
hémocultures sont systématiquement effectuées devant tout signe faisant supposer un
syndrome infectieux (agression microbienne caractérisée par une réponse inflammatoire due

a la présence de micro-organismes ou a leur passage a l'intérieur de tissus habituellement
stériles) accompagné d'un état septicéemique. La septicémie associe deux entités cliniques
différentes, une bactériémie prolongée et un état infectieux qui peut aller du sepsis simple a
I'état de choc septique. Un syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS) est la
réponse a une agression grave (pas forcément infectieuse) de la part de lI'organisme et est
défini par la présence d'au moins deux des signes suivants :

« température > 38 °C ou < 36 °C

* fréquence cardiaque > 90/min

« fréquence respiratoire > 20/min ou PaCO 2 > 32 mmHg

* leucocytose > 12 000 ou < 4000/mm 3 ou présence de plus de 10 % de polynucléaires
immatures. Le sepsis correspond a un SRIS dd a une infection. En revanche, le sepsis sévere
est un sepsis associé a une ou des hypoperfusion(s) d'organe(s) se traduisant par une acidose
métabolique et/ou une hypoxémie (PaO 2 < 75 mmHg ou PaO 2 < 250 mmHg) et/ou une
oligurie ( < 0,5 ml/kg/h ou < 100 ml/3 h) et/ou une thrombopénie ( < 100 000/mm 3 ou TP <
50 %) et/ou une encéphalopathie.

Enfin, le choc septique est un sepsis sévere associé a une hypotension artérielle malgré une
expansion volémique adéquate et/ou la prise d'agents inotropes et/ou vasopresseurs.

V.1.2.1.4.1 Vitalité des corps bactériens dans les flacons d'hémocultures

Dans les flacons d'hémocultures, les bactéries peuvent se retrouver sous plusieurs formes :

* intactes : soit sous forme libre dans le plasma, en phase de multiplication active et les
bactéries vont alors continuer a se multiplier ; soit sous forme libre mais en phase de repos.

L’assurance qualité dans un laboratoire de microbiologie médicale



51
ChapitreV : Mise en place de la démarche qualité

Elles ne commenceront alors a se développer qu'a la fin de cette phase de latence
correspondant a leur adaptation au milieu nutritif du flacon ;

* 1ésées ou masquées : dans la circulation sanguine, divers systémes permettent I'élimination
des bactéries tels que le systeme anticorps—complément ou les polynucléaires et les
monocytes qui vont phagocyter les bactéries, ou la présence d'antibiotiques qui vont Iéser les
bactéries. Dans ces deux dernieres situations, la culture peut étre obtenue apres une lyse des
cellules ou bien une neutralisation du ou des antibiotiques ;

» cadavres : elles ne sont plus cultivables, mais certains de leurs constituants restent
détectables (ADN, antigenes, toxines, etc.).

V.1.2.1.4.2 Milieux d'hémocultures

Que l'on ait recours a des hémocultures surveillées de maniére manuelle ou automatisée, on
ensemence généralement deux flacons pour chaque prélevement, un flacon aérobie et un
flacon anaérobie. Puisque l'isolement de bactéries anaérobies dans les hémocultures est en
constante diminution, I'opportunité du flacon anaérobie pourrait étre discutée,

sauf lors de suspicion d'infections a point de départ gynécologique, oto-rhino-laryngologique
ou colorectal. Cependant, certaines souches de streptocoques et d'entérocoques ont une
croissance facilitée par une atmosphere anaérobie et de nombreuses bactéries aéro-anaérobies,
voire aérobies strictes ( Pseudomonas aeruginosa en présence de nitrates) peuvent cultiver en
anaérobiose. Enfin, le principal gain tient au fait que I'ensemencement du flacon anaérobie
double le volume de sang mis en culture

V.1.2.1.4.3 Nature du milieu

Actuellement, trois milieux sont utilisés comme base :

« coeur-cervelle pour les flacons SA® (aérobies) et SN® (anaérobies) dépourvus de charbon
de l'automate BacT/ALERT® (bioMérieux) ;

* trypticase soja pour les flacons FA® (aérobies) et FN® (anaérobies) comportant du charbon
de l'automate BacT/ALERT® (bioMérieux), les flacons BD Bactec® des automates Bactec®
(Becton Dickinson) ainsi que pour les flacons manuels Signal® (Oxoid) ;

* bouillon a base de peptones pour les flacons manuels Hémoline® de bioMérieux ainsi que
pour les flacons VersaTREK REDOX® de l'automate VersaTREK® (Trek Diagnostic
System) commercialisé par la société i2A.

Tous ces milieux sont supplémentés avec des nutriments et des facteurs de croissances
(vitamines, hémine, hydrates de carbone, cystéine, etc.) permettant la culture des micro-
organismes retrouves en pathologie humaine.

V.1.2.1.4.4 Conditions physicochimiques et additifs présents dans les milieux

Quels que soient les systemes et les flacons utilises, on joue sur plusieurs facteurs.

Pression

Les flacons utilisés pour les hémocultures sont fabriqués sous pression réduite (sous vide)
permettant un ensemencement direct du flacon au travers d'un opercule.

Atmosphére

La plupart des flacons commercialisés comportent une atmospheére enrichie en CO 2 afin de
favoriser la culture des germes exigeant une atmosphere enrichie en CO 2 tels que Brucella ,
Neisseria , Haemophilus , Streptococcus et Campylobacter , ce CO 2 constituant un facteur de
croissance ou un facteur de départ pour de nombreuses espéces. En général, I'atmosphere des
différents flacons est constituée de gaz tels que CO 2 et O 2 pour les flacons aérobies et CO 2
et H 2 ou N 2 pour les flacons anaérobies.

Anticoagulant
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Le polyanéthol sulfonate de sodium (SPS) est I'anticoagulant le plus couramment utilisé dans
les bouillons d'hémocultures. Selon les fabricants, sa concentration peut varier de 0,0125 a
0,05 %. Le SPS possede des activités inhibitrices vis-a-vis de l'activité bactéricide du sérum,
de la phagocytose cellulaire, du complément, du lysozyme, ainsi que sur certains antibiotiques
tels que les aminosides. Toutefois, une concentration trop importante de SPS peut inhiber la
culture de certaines souches de Neisseria spp., de Peptostreptococcus anaerobius ou de
Streptobacillus moniliformis .

Neutralisation des antibiotiques

Pour certains flacons d'hémocultures, les fabricants ajoutent soit des résines adsorbantes de
cations (Bactec®),soit du charbon activé (BacT/ALERT®), substances qui auraient un effet
neutralisant sur les antibiotiques. Méme si l'activité neutralisante de ces substances est
revendiquée par les fabricants, les rares publications sur le sujet sont contradictoires. Il est a
noter que bioMérieux annonce la sortie de nouveaux flacons avec de la résine fin 2011,

début 2012. De toute maniére, si le patient regoit des antibiotiques, il est toujours conseillé de
pratiquer le prélevement a la « vallée », c'est-a-dire juste avant réadministration des
antibiotiques, moment ou leurs concentrations sanguines sont les plus faibles, ou aprés avoir
pratiqué une « fenétre thérapeutique ».

Les résines interviendraient aussi dans la lyse cellulaire, permettant la libération des bactéries
intracellulaires. 1l faut savoir que lI'examen direct des flacons positifs comportant du charbon
ou des réesines est rendu plus difficile que celui des flacons
classiques.

-

Figure 9: Flacons d’hémocultures présents sur le marche.

A) Gamme de flacons pour les Bactecs® (Becton Dickinson). B) Gamme de flacons pour le
BacT/ALERT® (bioMeérieux).

C) Flacon manuel Signal® (Oxoid) équipé de son indicateur de croissance. D) Gamme de
flacons pour le VersaTREK®
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(Trek Diagnostic System). E) Flacon manuel Hémoline® (bioMérieux). F) Systeme Isolator®
(Oxoid).

V.1.2.1.4.5 Prélevements

En milieu hospitalier, les hémocultures sont les prélévements les plus fréqguemment prescrits.
Ainsi, a titre indicatif, Toute fievre inexpliquée, survenant particulierement chez une femme
enceinte ou chez un sujet immunodéprimé, accompagnée ou non de signes cliniques
évocateurs d'infection, de SRIS ou de sepsis, donne lieu a la prescription d'hémocultures. Il
est a noter que chaque patient peut développer un sepsis, mais que les patients dont les
défenses locales sont altérées — rupture de la barriére cutanée par exemple — deviennent a
risque ; de méme, ceux dont le systeme immunitaire est déficient sont a haut risque.

Mode de prélevement

Le prélevement doit étre réalisé aprés une asepsie rigoureuse. Toute contamination par des
germes cutanés ou ambiants peut compromettre la culture de la bactériere cherchée et/ou
géner l'interprétation du résultat. De plus, tout prélévement sanguin est associé a un risque

non négligeable d'accident d'exposition au sang (AES) , De ce fait, pour tout établissement de
santé, le protocole de prélevement doit étre strict et validé par le Comité de lutte contre les
infections nosocomiales (CLIN) local.

Le port de gants est indispensable mais, au préalable, le préleveur doit impérativement se
laver les mains avec une solution hydroalcoolique. L'asepsie de la peau du patient au point de
ponction doit se faire de maniere centrifuge successivement avec de l'alcool a 70 °C puis

avec un produit iodé comme la polyvidone iodée. Apres la ponction, le produit iodé,
potentiellement irritant, est enlevé avec de l'alcool a 70 °C. Le bouchon du flacon
d’hémoculture est désinfecté soigneusement avec de la polyvidone iodée ou de l'alcool a

70 °C. Le systeme de prélevement est généralement constitué d'une tubulure munie a chaque
extrémité d'une aiguille, I'une servant a pratiquer la ponction veineuse, et l'autre I'inoculation
du flacon grace a un adaptateur. Le matériel de ponction est de plus en plus sécurisé pour
limiter le risque d'accident d'exposition au sang. Le flacon aérobie est préférentiellement
ensemencé en premier, permettant ainsi d'‘évacuer l'air présent dans la tubulure avant
d'inoculer le flacon anaéerobie. La ponction veineuse constitue la méthode de prélévement
habituelle des hémocultures, les autres sites de ponction, cathéters veineux ou artériels par
exemple, augmentant la fréquence des contaminants.

Cependant, il faut bien garder a l'esprit que la peau posseéde une flore bactérienne ou l'on
retrouve principalement des staphylocoques et apparentés ( Staphylococcus epidermidis , S.
saprophyticus , Micrococcus , etc.) et des corynébactéries aérobies et anaérobies. Le nombre
de bactéries cutanées est estimé entre 10 2 et 10 s par cm 2, d'ou l'importance d'une asepsie
rigoureuse avant le prélevement pour éviter tout risque de contamination des flacons par ces
germes.

Afin de minimiser encore plus ce risque de contamination, certaines équipes préconisent
maintenant d'éliminer le premier millilitre préleve.
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Figure 10 : Procédure de prélévement direct des flacons d'hémocultures

Quand prélever ?

Pour éviter tout faux négatif, il est impératif de pratiquer le prélevement le plus t6t possible au
cours de la maladie et surtout avant toute mise en route d'antibiothérapie.

Dans le cas contraire, une fenétre thérapeutique de 48 & 72 heures est recommandée. A
I'exception des infections du systéme vasculaire ou la bactériémie est continue, le moment du
prélévement est important car la bactériémie est discontinue, ce qui peut modifier la qualité du
prélevement. Les signes évocateurs sont tres variés, notamment en fonction du foyer initial ;
toutefois, on peut retrouver :

* des fiévres prolongées et inexpliquées ou évoluant par pics, signant la présence de bactéries
dans le sang ;

* une hypothermie, notamment pour des septicémies a cocci ou bacilles a Gram négatif
témoignant d'un état infectieux sévere ;

* la survenue de frissons, de marbrures ou de sueurs ;

* une splénomégalie ;

« une suspicion d'endocardite ;

stout signe traduisant un trouble de la coagulation sanguine, tel un purpura.

Actuellement, certaines hémocultures sont tout de méme réalisées sur cathéters ou sur sites
implantables chez des patients recevant des chimiothérapies lourdes par ces dispositifs, afin
de permettre de déceler toute septicémie avec comme point de

départ le dispositif. Des hémocultures par ponction veineuse sont effectuées en parallele. Les
délais de positivité des deux hémocultures réalisées en paralléle et au méme moment sont
alors compares.

En effet, une précocité d'au moins 120 minutes en faveur de I'némoculture sur dispositif par
rapport & I'némoculture périphérique signe un dispositif infecté qui pourrait étre a l'origine de
la septicémie.

Le retrait du dispositif est alors fortement recommandé lorsque I'état général du patient le
permet.
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Il est & noter que dans certaines circonstances (sujet agé, immunodépression, traitement par
des corticoides), nous pouvons étre en présence d'une septicémie en l'absence de toute
fievre.

Nombre et volume

Deux a trois hémocultures par 24 heures, espacées de 30 a 60 minutes, sont généralement
suffisantes pour isoler le germe responsable de la bactériémie. Un grand nombre de
prélevements exposant a une augmentation du risque de contamination, il est recommandé de
ne pas dépasser 3 hémocultures par 24 heures.

La densité bactérienne au cours des bactériémies est généralement faible chez I'adulte, de 1 a
10 UFC/ml. Le recueil d'un volume suffisant de sang est donc nécessaire pour augmenter les
chances d'isolement, mais un ratio sang/bouillon doit étre respecté car une dilution au 1/10 e ,
voire au 1/5 e , permet d'inactiver l'effet bactéricide du sérum et de diluer les antibiotiques
éventuels. Chez I'adulte, un volume de 10 ml constitue donc un minimum et un doublement
du volume (20 ml) augmente de 30 % la positivité des préléevements. Chez le nourrisson et
I'enfant, la densité bactérienne étant plus élevée (souvent supérieure a 1000 UFC/ml), un
volume de 1 a 2 ml est suffisant.

V.1.2.1.4.6 Acheminement

Les hémocultures doivent étre acheminées le plus rapidement possible au laboratoire afin
d'étre introduites dans lI'automate le plus t6t possible. Chaque hémoculture doit étre étiquetée
correctement et accompagnée d'une demande sur laquelle figureront : nom, prénom et date de
naissance du patient ; le service d'origine ; la date, I'neure et le mode de prélevement (veineux
direct ou sur cathéter ou autre dispositif) ainsi que la température du patient au moment ou il
est effectué, sans oublier de mentionner une éventuelle antibiothérapie et la nature de celle-ci.

V.1.2.1.4.7 Incubation des flacons

Une incubation a 35 °C pendant 7 jours est recommandée pour les systemes manuels. La
lecture est visuelle et doit étre réalisée deux fois par jour au cours des 48 premiéres

heures puis seulement une fois par jour pour les 5 jours suivants. L'observateur va rechercher
la présence d'un trouble du milieu provoqué par la croissance bactérienne (bacilles @ Gram
négatif aérobies, Staphylococcus spp. Et Bacteroides spp.), d'une hémolyse ( Staphylococcu
sspp., Streptococcus spp. , Listeria monocytogenes , Clostridium spp. et Bacillus spp.), d'un
coagulum ( Staphylococcus aureus ), de colonies au fond du flacon ( Streptococcus spp. et
Nocardia spp.), de production de gaz (bactéries aéro-anérobies facultatives et anaérobies
strictes) ou la présence de colonies sur les géloses. Certains genres bactériens comme
Brucella ,Haemophilus , Neisseria et Campylobacter troublent peu ou pas le bouillon de
culture, l'usage d'un flacon biphasique s'avérant alors utile.

Pour les systemes automatises, une incubation de 5 jours suffit. Au-dela de ce délai, les
bactéries détectées sont généralement des contaminants qui étaient en trés faible quantite.

La prolongation de [lincubation autrefois recommandée pour des micro-organismes
particuliers comme les bactéries du groupe HACEK ( Haemophilus aphrophilus/
paraphrophilus , Actinobacillus actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis
Eikenella corrodens et le genre Kingella ) et Brucella spp. , ou lorsqu'une endocardite est
soupgonnée, n'est plus d'actualité du fait de la sensibilité actuelle des systémes automatisés.

La lecture par réflectométrie, par fluorescence ou par détecteur de variation de pression toutes
les 10 minutes a la recherche du CO2 produit dans les flacons permet d'obtenir une
représentation graphique au cours du temps.

Un flacon sera alors détecté positif si sa production de CO2 augmente au cours du temps de
fagon exponentielle .
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V.1.2.1.4.8 Traitement des flacons ensemenceés

Devant toute suspicion de positivité, un examen microscopique et une mise en culture sont
réalisés sur les flacons. Tout flacon considéré comme positif doit impérativement étre
manipulé sous un poste de sécurité microbiologique, avec enceinte a flux laminaire (au
minimum classe 100) et du matériel a usage unique.

V.1.2.1.4.9 Examen microscopique

Sous un poste de sécurité microbiologique, du bouillon est préleve de fagcon aseptique apres
avoir désinfecté I'opercule du flacon a l'aide d'une seringue et du dispositif fourni par le
fabricant. L'examen du bouillon est effectué en deux étapes :

« état frais afin d'observer la morphologie et la mobilité des bactéries ;

* coloration de Gram pour déterminer plus précisément la morphologie des bactéries, cocci ou
bacille, et leur affinité tinctoriale, caractére a Gram positif ou négatif. Pour certains germes,
on peut avoir recours a d'autres colorations (bleu de méthylene, acridine orange , etc.).

Tout résultat positif de I'examen direct doit étre communiqué rapidement au clinicien,
notamment si plusieurs flacons sont positifs, si I'examen direct est évocateur de Clostridium
ou de Neisseria , ou si les patients sont a risque (immunodéprimés, aplasiques, tableaux de
choc, etc.). L'examen direct, morphologie et Gram, peut étre trompeur et l'orientation initiale
pourra étre corrigée lors de I'examen direct des repiquages.

V.1.2.1.4.10 Ensemencement

Les repiquages des flacons suspects sont effectués en fonction de I'examen direct. Les cultures
étant généralement monomicrobiennes, des milieux gélosés non selectifs seront utilisés :
géloses Colombia avec 5 % de sang incubées en aérobiose pendant 48 heures et en
anaérobiose pendant 5 jours, géloses au sang cuit enrichies(Polyvitex®) placées sous CO2
pendant 48 heures lorsqu'un Haemophilus spp. ou une Neisseria spp. sont évoqués.

Si a I'examen direct un mélange de bactéries est suspecté, des milieux sélectifs pourront alors
étre utilisés, la gélose ANC (acide nalidixique-colistine) pour isoler sélectivement les
bactéries a Gram positif et la gélose CLED (cystine-lactose-électrolyte déficient) pour les
bacilles a Gram négatif. Le choix de I'atmosphére (aérobiose, CO 2 ou anaérobiose) pour
I'incubation de ces milieux a 37 °C dépend du diagnostic présomptif.

Les flacons sont conservés a température ambiante pour un éventuel nouveau repiquage
ultérieur si les cultures sont restées negatives.

De plus, sur des hémocultures monomicrobiennes, il est possible, a partir d'un culot lavé, de
réaliser directement un antibiogramme, soit manuellement, soit a l'aide d'une galerie ou d'un
automate en fonction de I'équipement du laboratoire. Suivant le type bactérien observé a la
coloration de Gram, une identification sera parallélement lancée. Les résultats n'auront alors
de valeur que si l'isolement observé le lendemain est bien monomicrobien.

Dans le cas contraire, a partir des colonies des repiquages, seront pratiqués un examen direct
et quelques tests biochimiques rapides, permettant d'orienter vers une identification

compléte (galerie, biotypages/sérogroupages, etc.) et d'étudier la sensibilité aux antibiotiques
de la ou des souche(s) isolée(s).

Afin de gagner du temps lorsque I'on suspecte S .pneumoniae, une recherche d'antigéne
soluble peut étre réalisée directement sur le surnageant du flacon d'hémoculture a l'aide du kit
Now® Streptococcus pneumoniae de chez Binax.

Dernierement, l'identification par la technique de spectrométrie de masse a connu un essor et
plusieurs études montrent de bonnes sensibilité et spécificité de cette technique pour
I'identification du germe directement a partir d'un flacon positif.
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Enfin, certains fabricants proposent différentes solutions de biologie moléculaire pour
I'identification directement a partir d'un flacon positif :

» extraction et identification de S. aureus avec recherche en parallele de la
méticillinorésistance a lI'aide du kit Xpert® MRSA/SA BC (Cepheid) utilisé sur

I'appareil GeneXpert® (Cepheid) lorsqu‘a la coloration de Gram on retrouve des cocci & Gram
positif en amas ;

* extraction suivie d'une polymerase chain reaction (PCR) et d'une hybridation sur bande de
nitrocellulose avec les kits Genotype BC® Gram négatif ou Gram positif suivant I'examen
direct du flacon positif, ces kits permettant ainsi l'identification de différents germes ainsi que
la recherche de genes de résistance mecA et van .

V.1.2.1.4.11 Interprétation

Hémocultures positives

Alors gue, dans les années 1990, le rapport bactéries a Gram négatif/bactéries a Gram positif
isolées des hémocultures tendait a s'équilibrer, nous avons assisté a une modification de ce
rapport ces derniéres années, voyant les bactéries a Gram positif revenir en téte. Ce
changement est d a une augmentation d'hémocultures positives a staphylocoques a coagulase
négative du fait du nombre important de patients porteurs de cathéters intravasculaires. Parmi
les agents retrouves dans les hémocultures positives, les especes les plus fréquemment isolees
actuellement sont Escherichia coli , Staphylococcus aureus et les staphylocoques a coagulase
négative.Parmi les germes a Gram négatif, on retrouve dautres especes de la famille des
entérobactéries ( Klebsiella pneumoniae , Enterobacter cloacae , Serratia marcescens et
Proteus mirabilis ), Pseudomonas aeruginosa et, parmi les Gram positifs, streptocoques et
entérocoques sont retrouves dans des proportions variables selon les établissements et les
services. En revanche, la fréquence d'isolement des bactéries anaérobies reste faible, en
général inférieure a 3 % depuis plus de 10 ans.

L'interprétation des hémocultures positives est simple si le méme germe est retrouvé a partir
de plusieurs prélévements et si la clinique est évocatrice. De plus, lorsqu'un pathogéne
specifique ( Brucellaspp., Listeria spp., Salmonella spp., Haemophilus spp., Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae , groupe HACEK, Pasteurella spp., Campylobacter
spp., Bacteroides spp. et éléments fongiques) est retrouvé, méme a partir d'une seule
hémoculture positive, I'étiologie de l'infection ne fait aucun doute. En revanche, lorsqu'un
germe commensal est isolé sur les deux flacons d'une seule hémoculture ou a partir d'un seul
flacon, le bactériologiste doit tenter de faire une distinction entre souillure et véritable
infection.

Cette interprétation est impossible sans une étroite collaboration avec le clinicien, ce d'autant
plus que les germes isolés (dans certains cas Staphylococcus aureus et souvent
staphylocoques a coagulase négative, Corynebacterium spp.,Bacillus spp. Et
Propionibacterium spp.) appartiennent généralement a la flore cutanée et/ou
environnementale. Par conséquent, la réalisation d'une hémoculture unique devrait étre bannie
de la pratique clinique puisque son interprétation en cas de positivité est tres délicate. Ce
probléme se rencontre aussi lorsque le patient est porteur de matériel étranger, cathéter et
prothése, puisque des staphylocoques a coagulase négative, particulierement Staphylococcus
epidermidis , sont majoritairement isolés d'hémocultures.

Des hémocultures polymicrobiennes peuvent étre rencontrées dans certaines circonstances et
sur certains terrains ; c'est le cas pour les patients immunodéprimés (cirrhose, cancer colique,
dysimmunité, etc.), au cours d'infections cutanées (brllures, escarres, etc.) ou chez des
patients ayant subi une chirurgie abdominale avec effraction. Dans ces situations, les germes
retrouvés dans les hémocultures sont le reflet de ceux retrouvés localement au niveau du pus.
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Il faut rappeler que, chez les patients au stade d'agonie, il n'est pas rare d'observer le passage
de germes dans la circulation sanguine par rupture des barriéres, sans que ces germes aient
une signification clinique.

Toutes les souches isolées d'hémocultures doivent faire I'objet d'une identification et d'un
antibiogramme. En cas de doute sur Il'identité de plusieurs isolats, une étude moléculaire doit
étre réalisée afin de déterminer s'il s'agit bien du méme clone.

Tout germe qui sera isolé d'une hémoculture devra étre conservé dans une souchothéque a
-80 °C.

Hémocultures négatives

Les hémocultures négatives signent le plus souvent une absence réelle de bactéries dans le
sang. Cependant, devant un contexte clinique évocateur de sepsis, d'endocardite infectieuse ou
de tout autre syndrome infectieux, il faut toujours penser a une fausse négativité. Les causes
d'échec de cultures sont nombreuses : prélevement effectué au moment non optimal, trop
tardivement au cours de la maladie ; prélevement pratiqué sous antibiothérapie ; quantité
insuffisante de sang ensemencé ; infection localisée sans bactériémie ; micro-organisme de
culture impossible; ou enfin origine non bactérienne.

Des repiquages negatifs d’hémocultures peuvent aussi étre dus a un micro-organisme de
culture difficile, le choix des conditions de subcultures n'étant pas adapté et/ou le temps de
culture trop court. En effet, pour certains microorganismes ayant des exigences nutritives
particuliéres, les subcultures pourront se faire sur des milieux différents et en atmosphére
adaptée en fonction de la morphologie et du contexte clinique, notamment pour les bactéries
comme Brucella spp.,Campylobacter spp., Legionella spp., Mycoplasma spp., les bactéries du
groupe HACEK, ou des bactéries anaérobies. Les subcultures seront alors conservées au
minimum 4 jours et traittes comme recommande ultérieurement dans les chapitres
correspondants. Il en est de méme pour les streptocoques deficients, Abiotrophia et
Granulicatella , qui nécessitent du pyridoxal ou de la cystéine pour leur croissance. Elles se
caractérisent par une croissance en flacon d'hémoculture et une absence de croissance en
milieu gélosé normal. En revanche, ces bactéries pousseront sur milieu gélosé additionné de
pyridoxal ou de cystéine, ou en satellitisme autour d'une strie de S. aureus .[48]

V.1.2.1.5 Analyse bactériologique des suppurations (pus)

Les prélevements appelés «pus» englobent toutes les suppurations qu’elles soient
superficielles (escarre, ulcére, furoncle, etc.) ou profondes (ostéomyélite, spondylodiscite,
d’origine digestive, etc.). a coté de ces suppurations primitives, on distingue aussi les
suppurations secondaires post-chirurgicales ou post-traumatiques.

Ces prélevements de pus sont tres fréquents et constituent une grosse part de I’activité d’un
laboratoire de bactériologie.

V.1.2.1.5.1 Rappel anatomo-clinique
Les prélevements de pus sont tres divers dans leur localisation anatomique.

Ces prélévements arrivent au laboratoire sous plusieurs aspects : écouvillonnages (furoncles,
escarres, morsures), biopsies (cutanées, tissulaires), piéces opératoires, liquide prélevés de
préférence a la seringue (liquide péritonéal, etc).

Les localisations purulentes sont variées et la nature des agents infectieux sont aussi trés
diverses.
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On distingue trois classes :

- Classe 1: les prélevements proviennent de localisations normalement stériles
(cerveau, adénopathie, bile, os, etc.) et dans ce cas, si les prélevements ont été
effectués dans des bonnes conditions d’asepsie, les bactériies isolées sont
directement impliquées dans le processus infectieux ;

- Classe 2 et 3: les prélevements peuvent étre effectués soit au niveau de zones
profondes communiquant avec des flores commensales qui peuvent contaminer le
prélevement (c’est le cas des prélévements d’origine digestive), ce sont les
prélevements de classe2 ; soit dans des zones superficielles et seront donc
contaminés directement par la flore commensale, surtout s’ils sont effectués par
écouvillonnage (c’est la cas des prélévements cutanés a type d’escarre, de brulures,
de morsures, de plaies, etc.), ce sont les prélevements de classe 3. Les bactéries
recherchées seront différentes selon la localisation de la suppuration, du mode de
prélevement (seringue, biopsie, écouvillon) et du mode de transport (surtout pour
la recherche d’anaérobies).

V.1.2.1.5.2 Prélévements

De maniére geénérale, il est préférable de limiter ou minimiser les prélevements par
écouvillonnage qui seront plus facilement contaminés, plus sensibles a la dessiccation et non
adaptés a la recherche de bactéries anaérobies. Leur seront préférés : les biopsies, les piéces
opératoires et les prélevements a la seringue. Les biopsies doivent étre placées dans un
récipient stérile. Lors des prélevements superficiels (prélevements de plaies, brulures,
ulcération, escarres, Iésion cutanée, etc.) un nettoyage et une antisepsie de la peau, ou de la
partie superficielle, seront nécessaire avant le prélévement. Chaque fois que c’est possible, on
essayera d’aspirer a 1’aiguille fine le liquide, la sérosité, le pus présent au niveau de la Iésion
ou d’effectuer une biopsie de la 1ésion. Afin d’éviter le desséchement du prélévement dans la
seringue, il est possible ensuite d’aspirer 1 ml de sérum physiologique stérile. Il est aussi
possible d’injecter de sérum physiologique en faible quantité dans la 1ésion et de ré-aspirer
ensuite tout ce qui est possible. En cas de suspicion de cellulite, I’un des prélévements le plus
productifs est I’écouvillonnage du fond de la biopsie, réalisé aussitot apres 1’acte.

Lorsque les prélevements sont réalisés a la seringue, aprés remplissage avec le liquide ou le
pus, il faut chasser 1’air avant d’acheminer la seringue au laboratoire sans 1’aiguille, apres
I’avoir obstruée avec un bouchon stérile.

Certains pus, notamment en chirurgie digestive ou orthopédique, peuvent étre directement
ensemencés dans des flacons pour hémoculture au bloc opératoire.

V.1.2.1.5.3 Transport et stockage

Les prélevements de pus doivent arriver rapidement au laboratoire (< 2 heures a température
ambiante), car tres souvent il sera nécessaire de rechercher les bactéries anaérobies. Les
prélevements doivent arriver au laboratoire en sac hermétique, accompagnés d’une feuille de
renseignement clinique. En cas de suspicion d’infection a mycobactéries ou a actinomyces, il

L’assurance qualité dans un laboratoire de microbiologie médicale



60
ChapitreV : Mise en place de la démarche qualité

est nécessaire de préciser que ces bactéries doivent étre recherchée afin d’effectuer un
ensemencement sur milieu de culture spécifiques. Des milieux de transport peuvent étre
utilisés. Dans certain cas, il sera intéressant de conserver une partie de prélevement a 80 °C
pour rechercher des bactéries spécifiques par biologie moléculaire (notamment pour la
recherche de bactéries intracellulaires difficiles a cultiver).

V.1.2.1.5.4 Traitement de I’échantillon

Les piéces opératoires, les biopsies, les tissus seront découpés et broyeés stérilement sous hotte
a flux laminaire car ces prélevement précieux ne peuvent étre renouvelés. L’examen
macroscopique du prélevement peut étre important (recherche de grains, etc.)

V.1.2.1.5.5 Examen direct

Une coloration de Gram sera effectuée sur un frottis du produit pathologique pour les
localisations profondes. On évaluera la quantité des polynucléaires, de cellules et, dans le cas
des prélevements contaminés par une flore commensale, on évaluera 1’abondance de la flore.

V.1.2.1.5.6 Milieux de culture

De par de la diversité des bactéries potentiellement impliquées dans les prélevements de pus,
des milieux de culture enrichies seront nécessaires ainsi que des milieux sélectifs, notamment
pour les prélevement contaminée par la flore commensale.

Seront ensemencés au moins :

- Une geélose au sang incubé en anaérobiose ;

- Une gélose au sang + supplément poly vitaminique incubée sous CO, pour les
bactéries de culture difficile ;

- Une gélose au sang incubée en anérobiose sauf pour les prélevements realises sur
écouvillon ;

- Un milieu liquide permettant la recherche d’anaérobie.

Peuvent étre ajoutés :

- Une geélose au sang + ANC incubés sous CO; ;
- Une gélose simple incubée en anaérobiose pour la culture des bactéries a Gram
négatif type CLED, BCP, etc.

Des flacons d’hémocultures peuvent étre ensemencés avec les prélévements liquides, soit au
lit du malade, soit au bloc opératoire, soit au laboratoire.Les milieux de cultures seront gardés
au moins 48 heures en anaérobiose et 5 jours pour les localisations profondes ou pour la
recherche de bactéries de culture difficile. Les milieux de culture placés en anaérobiose seront
gardés au moins 5, voire 10 jours. [5]
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V.1.3 La phase post analytique

Le résultat d’analyse transmis doit refléter 1’état clinique du patient dont provient
I’échantillon. De plus, il faut veiller a ce que ce résultat soit communiqué dans un délai et
selon un mode de transmission appropriés qui respectent les lois et reglements sur la
confidentialité.

V.1.3.1 Vérification de la validité du résultat de I’analyse

Avant d’accepter le résultat, le technologiste médical doit :

-s’assurer que la maintenance préventive a été effectuée, si applicable;
-s’assurer que les résultats du contréle de qualité sont conformes;

V.1.3.1.1 Interventions relatives aux signaux d’alarme et aux messages d’erreur

Chaqgue laboratoire doit :
-déterminer les corrections ou les mesures correctives servant a vérifier ou a valider un
résultat signalé par un code d’erreur avant d’émettre le résultat final,

V.1.3.2 Validation biologique du résultat d’analyse

La validation biologique du résultat garantit la fiabilité du résultat de I’analyse du patient dans
un contexte clinique donné. Elle permet de s’assurer de la compatibilité des résultats de
I’ensemble des analyses réalisées pour le méme patient a des temps différents, compte tenu
des variations de son état clinique, des traitements subis et des résultats antérieurs.

Avant d’émettre un résultat, le technologiste médical doit:

-Vérifier I’ordre de priorité des demandes (celles qui relévent de I’urgence tels les résultats du
LCR),

-s’assurer de la validité de tout résultat situé en dehors des intervalles de référence ou de tout
résultat qui atteint les valeurs critiques;

-vérifier, lorsqu’elle est disponible, la corrélation entre le résultat actuel et le résultat
précédent, les renseignements cliniques, le diagnostic et le traitement du patient;

-s’assurer, le cas échéant, de la corrélation entre le résultat et les autres examens de
laboratoire;

-chercher la cause d’un résultat peu plausible (erreurs pré analytiques : hémolyse, lactescence,
contamination par un soluté, présence de caillots, etc.).

V.1.3.3 Gestion des résultats d’alerte et des résultats critiques

Le laboratoire, en accord avec les instances médicales responsables, doit définir une liste des
valeurs d’alerte et des valeurs critiques, ainsi que leur seuil, qui indiquent un état clinique
mettant en danger la vie du patient.

Une procédure doit définir les mesures a prendre pour traiter et acheminer un résultat d’alerte
(présence de N.meningitis dans un LCR, Acinetobacteur baumanii multiresistant dans une
hémoculture).

-le mode de transmission pour acheminer le résultat (par exemple, le téléphone);
-’information a étre transmise en méme temps que le résultat critique (par exemple, le nom
du patient, son numéro de dossier);

-la personne a aviser qui est disponible apres les heures réguliéres d’ouverture, la fin de
semaine et les jours fériés;
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-la procédure explicite a suivre lorsque les efforts pour rejoindre le professionnel chargé des
soins du patient ont été infructueux;

-I’enregistrement des mesures prises pour transmettre le résultat critique ou, le cas échéant,
I’enregistrement de toute difficulté rencontrée lors de la transmission;

-le délai de conservation de ces enregistrements.

Le processus doit permettre de consigner le nom de la personne qui a transmis le résultat ainsi
que le nom de la personne qui I’a regu, de dater (ainsi que de noter I’heure) et de parapher les
démarches effectuées jusqu’a la transmission finale du résultat au médecin ou au
professionnel de la santé assurant le suivi médical du patient ou, le cas échéant, toute
difficulté rencontrée pour répondre aux exigences de transmission.

Le technologiste médical est responsable de la transmission du résultat qu’il émet.

V.1.3.4 Validation automatique

Dans un processus de validation automatique, les résultats qui se situent a I’intérieur des
parameétres établis par le spécialiste du laboratoire sont validés de fagon électronique et sont
transmis électroniguement sans autre intervention.

Un suivi continuel du contrdle de la qualité s’avére essentiel lorsque la validation des résultats
se situant a I’intérieur des paramétres établis par le spécialiste de laboratoire est uniquement
¢lectronique. Des étapes de sécurité doivent faire partie de la procédure d’analyse, par
exemple :

-la validation d’un méme échantillon ne peut étre effectuée automatiquement plus d’une fois
au cours de la méme journée afin de prévenir toute modification accidentelle au résultat déja
validé ou émis;

V.1.3.5 Signature des rapports

La réglementation (30 GBEA) impose que le rapport soit signé par le pharmacien ou le
medecin biologiste.

V.1.3.5.1 Signature électronique des rapports

La premiére source d’information que le patient utilisera, en ce qui concerne des résultats
d’analyses de laboratoire, est son dossier médical.

Il est donc primordial qu’il puisse identifier quel professionnel a émis les résultats.

La tracabilité du technologiste médical dans le systéme d’information du laboratoire (SIL) ne
doit pas étre confondue avec I’obligation du technologiste médical de s’identifier sur tout
rapport versé au dossier d’un patient.

La position officielle de I’Ordre (quelle référence) sur la signature électronique est la

suivante :

« Ainsi, I’Ordre considére que la signature du technologiste médical doit apparaitre sur tous
les résultats et rapports qu’il émet, incluant ceux validés électroniquement. Cette signature
peut étre manuscrite, sous forme de paraphe ou de signature électronique ».

V.1.3.6 Présentation du rapport d’analyse

Le rapport d’analyse est 1’aboutissement final de tout le processus d’analyse. Il doit étre
lisible et ne comporter aucune erreur de transcriptionl. Le laboratoire doit normaliser la
terminologie et la présentation des rapports d’analyse.

Le rapport d’analyse doit comprendre, sans y étre limite, les points suivants:

-le nom, le prénom et un numéro d’identification personnalisé du patient;
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-le nom ou tout autre moyen d’identification unique du prescripteur, ainsi que son adresse;

-la date et I’heure du prélévement de 1’échantillon;

-I’origine ou le type d’échantillon, ainsi que les commentaires sur les caractéristiques de
I’échantillon susceptibles de compromettre le résultat;

-I’identification sans équivoque de 1’analyse;

-les coordonnées du laboratoire ayant émis le rapport ainsi que les coordonnées du laboratoire
sous-traitant, le cas échéant;

-les résultats de 1’analyse, y compris les unités de mesure et les intervalles de référence, s’il y
a lieu;

-’interprétation des résultats, le cas échéant;

-la date et I’heure de la sortie du rapport;

-tout autre commentaire (par exemple, les résultats ou interprétations des laboratoires sous-
traitants, I’utilisation d’une procédure en développement, etc.);

-la signature ou les initiales, qui peuvent étre électroniques, de la personne ou des personnes
validant les résultats ou émettant le rapport.

De plus, la date et I’heure de réception au laboratoire doivent apparaitre sur le rapport.

V.1.3.7 Ajout d’un commentaire sur le rapport

Toute information pouvant avoir une incidence sur le résultat doit apparaitre sur le rapport
d’analyse. Par exemple :

-le rapport d’un test effectué malgré le non-respect d’une condition pré analytique doit inclure
un commentaire détaillé pour émettre le résultat sous réserve (par exemple : hémolyse, aspect
ictérique, hyperlipémie, volume de remplissage du tube, etc.);

-tout état clinique, si disponible, inhérent au patient pouvant interférer avec le résultat doit
figurer sur le rapport.

Tout commentaire ajouté doit étre signé ou paraphe.

V.1.3.8 Emission du rapport d’analyse

Le technologiste médical doit faire appel a sa compétence et a son jugement pour émettre des
résultats de qualite.

Les procédures opératoires normalisées relatives a I’émission du rapport d’analyse doivent
contenir, sans toutefois s’y limiter, les éléments suivants:

-le délai opportun entre la réception du prelévement et la sortie du résultat en fonction de
I’urgence de ’analyse;

-les étapes a suivre pour aviser le prescripteur dans le cas d’un délai d’émission du rapport
susceptible d’avoir un impact sur les soins fournis au patient;

-les directives concernant un amendement aux rapports (format papier ou électronique).

Le systeme informatique doit étre en mesure de reproduire les résultats d’analyse archivés, y
compris I’intervalle de référence attribué au départ pour cette analyse, ainsi que les notes de
bas de page ou commentaires d’interprétation associés a ces résultats.

Pour les résultats transmis de maniére provisoire, le rapport définitif doit toujours étre
transmis au prescripteur.
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V.1.3.9 Transmission du rapport

Le laboratoire doit déterminer, en concertation avec les utilisateurs de ses services, les
personnes autorisees a recevoir un résultat, le format du rapport d’analyse (papier ou
électronique) ainsi que la maniére précise dont le rapport leur sera communiqué.

De plus, il doit s’assurer que le rapport d’analyse soit transmis au client selon un mode
approprié et dans un délai respectant les directives établies.

Plusieurs lois et réglements régissent le mode de transmission des rapports d’analyse,
I’accessibilité a I’information et la confidentialité des renseignements, entre autres, la Loi
concernant le cadre juridique des technologies de I’information et la Loi sur la protection des
renseignements personnels et les documents électroniques.

Une procédure de divulgation des résultats incluant le mode de transmission doit étre établi
par le laboratoire en conformité avec la Loi sur les Services de santé et les services sociaux.
Selon les procédures utilisées lors de la divulgation des résultats, le technologiste médical doit
garantir la protection de la confidentialité de I’information par un moyen approprié au mode
de transmission; Le technologiste médical doit respecter son Code de déontologie ainsi que
les lois et les réglements régissant sa profession.

V.1.3.9.1 Divulgation par téléphone et par FAX

Le laboratoire doit avoir une politique et une procédure pour la transmission téléphonique des
résultats par exemple dans les MDO telles que les méningites a méningoccoque, VIH.... La
transmission téléphonique doit étre suivie de 1I’envoi du rapport d’analyse selon les conditions
établies.

-Le télécopieur doit étre installé dans un endroit surveillé, non accessible au public et étre
utilisé seulement par les personnes autorisées.

-obtenir une confirmation de réception du destinataire autorisé a recevoir la transmission.

Il est recommandé de conserver le rapport de transmission du télécopieur comme registre des
envois.

V.1.3.9.2 Transmission informatique des rapports d’analyse

Certains systémes informatiques permettent 1’envoi des rapports par transmission
informatique ainsi que I’acces a distance des résultats de laboratoire. Des mesures doivent étre
prises pour assurer la protection des renseignements confidentiels. En voici quelques
exemples:

-utiliser un antivirus a jour;

-utiliser un logiciel de chiffrement;

-modifier regulierement le mot de passe;

-le mot de passe devrait étre connu seulement du personnel autorisé & acceder aux
renseignements confidentiels.

V.1.3.10 Correction d’erreurs sur les rapports

Une politique et une procédure de correction d’erreurs sur les rapports doivent étre etablies
par le laboratoire et suivies par le technologiste médical lorsqu’une erreur dans un résultat
transmis est constatée.

Cette procédure doit prévoir toutes les étapes nécessaires a la correction finale au dossier du
patient et doit respecter les éléments qui suivent :
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-Un rapport signé et versé au dossier du patient ne peut plus étre retiré du dossier sous aucune
considération.

-Lorsqu’un nouveau rapport est rédigé, une note mentionnant la correction datée et paraphée
doit étre inscrite sur le premier rapport.

-Les erreurs ne doivent, en aucune facon, étre effacées ou cachées.

Lorsqu’une correction doit étre apportée au rapport déja transmis (format papier), 1’erreur
devrait étre rayée Iégérement de fagon a étre encore lisible et la nouvelle information ajoutée,
puis datée et paraphée. Lorsqu’il s’agit d’une correction sur un rapport électronique déja
transmis, un rapport corrigé portant une mention spéciale a cet effet doit étre de nouveau
transmis.

V.1.3.11 Conservation des rapports
Le laboratoire doit établir un calendrier de conservation pour sa documentation, et doit
conserver les documents.

V.1.3.12 Conservation des échantillons aprés ’analyse

Les échantillons doivent étre conservés de fagon a maintenir leur intégrité advenant I’ajout
d’analyse ultérieurement ou pour consultation future. Des procédures opératoires normalisées
doivent étre établies spécifiant, entre autres, la durée et la température de conservation
requise.

V.1.3.13 Elimination des échantillons

Une fois I’analyse terminée ou le délai de conservation périmé (selon la procédure opératoire
normalisée établie), les échantillons doivent étre éliminés en respectant la réglementation en
vigueur. Le Réglement sur les déchets biomédicaux doit étre respecté.

Les objets piquants, tranchants ou cassables qui ont été en contact avec du sang, un liquide ou
un tissu biologique, un contenant de sang, ou du matériel ayant été imbibé de sang font partie
des déchets biologiques qui doivent étre jetés dans des contenants approuvés, rigides et
étanches, que 1’on peut sceller et identifier comme « déchets biomédicaux ».

V.1.3.14 Destruction des documents renfermant des renseignements personnels

La Loi sur I’accés aux documents des organismes publics et sur la protection des
renseignements personnels et la Loi sur la protection des renseignements personnels dans le
secteur privé obligent toute entreprise publique ou privée qui recueille, détient, utilise ou
communique des renseignements personnels a mettre en place des mesures de sécurité pour
protéger la confidentialité des données.

La Commission d’acces a I’information recommande que :

-Chaque employé doit se sentir responsable de la protection des renseignements personnels
qu’il traite. Il doit s’assurer que le contenu confidentiel des documents, disquettes, cartouches
ou rubans magnétiques qu’il jette ne puisse étre reconstitue.

-Une politique sur la destruction de documents contenant des renseignements personnels doit
étre établie et un responsable devrait étre désigné pour la mise en place et la surveillance de
son application.

-Le déchiquetage est considéré comme la méthode de choix pour la destruction des documents
confidentiels. [28]
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V.2 Sécurité biologique et sureté biologique

Tout échantillon arrivant au laboratoire est considéré comme infectieux

La sécurité biologique

Est D’ensemble des mesures techniques et pratiques mises en ceuvre pour protéger
I’environnement et les personnels des risques liés aux agents biologiques pathogenes
(microorganismes et toxines). Elle intégre :

- des mesures physiques/techniques qui correspondent aux barriéres physiques assurées par
les locaux et les équipements de confinement.

- des mesures opérationnelles qui correspondent aux pratiques de précaution prises dans
le travail.
La sureté biologique :
Est I’ensemble des mesures de protection contre le vol, le détournement et le mauvais usage
de souches de microorganismes hautement pathogénes ou de toxines dangereuses.
V.2.1 La sécurité au laboratoire
Certains modes Opératoires Normalisés (MON) redigés, discutés, approuves et suivis
scrupuleusement par le personnel relatifs a :
- a la manipulation appropriée du matériel biologique et des réactifs et déchets
infectieux
- équipement nécessaire de protection : blouses, gants obligatoires
- la pratique de sécurité : interdit de boire, manger, fumer, ranger des aliments,
- pipetage par la bouche interdit. lavage des mains, nettoyage des paillasses (eau de
javel & 10%).
-accidents surviennent par éclaboussures, piqures, coupures, aérosols
Modes de contamination
-Contamination accidentelle : par le non respect des regles ; hépatites B et C post
transfusionnelle, infection acquise au laboratoire ;Brucellose
-Contamination volontaire: bioterrorisme
-Voies de contamination_: aérienne, digestive, cutanéo-muqueuse. [29]
V.2.2 Microorganismes et niveau de risque
Les microorganismes sont classés en 4 groupes selon le risque infectieux qu’ils présentent:

- Groupe 1 : microorganismes non susceptibles de provoquer une maladie chez I"’homme:
Bacillus subtillus, Lactobacillus

- Groupe 2: susceptibles de provoquer une maladie chez ’homme et constituent un danger
pour les personnes en contact avec ces agents; leur propagation a la collectivité est peu
probable; il existe une prophylaxie et /ou un traitement efficace:  Stapylococcus
aureus,E;coli, Candida albicans

- Groupe 3 : pouvant entrainer une maladie grave pour I’homme et constituer un danger
pour les sujets en contact; propagation a la collectivité possible ;existe une prophylaxie et un
traitement efficace: Bacillus anthracis, Brucella sp, Mycobacterium tuberculosis, Yersinia
pestis ...

- Groupe 4: : pouvant entrainer une maladie grave pour I’homme et constituent un danger
sérieux pour les sujets en contact ; risque de propagation a la collectivite est élevé; aucun
traitement n’existe; aucune bactérie n’appartient a ce groupe : Filoviridae (Ebola,virus de
Marburg,) Fievres hémorragiques . [29]

V.2.3 Les postes de sécurité microbiologiques (PSM)
* Dans les PSM, il y a récupération puis filtration du flux d’air et de toutes les
particules dégagées lors des manipulations.
» sont équipés de filtres HEPA (Haute Efficacité pour les particules aériennes). Outre
leur réle de filtration, les filtres HEPA participent au maintien de la linéarité du
+ flux laminaire indispensable & une efficacité du systeme.
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* Nécessité de maintenance réguliére de I’enceinte : vérification semestrielle ou
annuelle.

* du bon fonctionnement de I’enceinte.
V.2.3.1 Les postes de sécuritée microbiologiques ( PSM) : Hottes
Définition : PSM : enceinte ventilée destinée a assurer une protection du manipulateur et de
I’environnement et le cas échéant du produit manipulé vis-a-vis des substances
biologiquement dangereuses

» aérosols :culture de Brucella, mycobactéries

Figure 11 :Les postes de sécurité microbiologiques ( PSM)
» Dans les PSM de type | :
il y a aspiration de I’air du local ou se trouve ’enceinte et passage sur le plan de travail puis
sortie, le plus souvent, dans la piéce ou a I’extérieur aprés filtration. La protection de
I’échantillon est trés faible et il faut un débit suffisant pour aspirer aussi les aérosols et
microparticule produits lors de manipulations
* Les PSM de type Il : plus performants avec deux filtres HEPA pour I’air de
sortie et aussi pour une partie de I’air qui est recyclé a I’intérieur de ’enceinte, permet
la protection de I’échantillon situé alors dans le flux laminaire dirigé du haut vers le
bas.
* Les PSM de type Il :
sont des enceintes entierement fermées avec air extrait et filtré, gants intégres, et passage
de I’air de sortie sur deux filtres HEPA. Le volume de travail est en dépression. [29]
V.2.4 Niveaux de confinement

* L’objectif : décrire le niveau de confinement minimum approprié a une manipulation
sans danger d’un organisme en laboratoire
» Niveau de confinement 1 :
s’applique a la manipulation des agents du groupe de risque 1:
n’exige aucune caractéristique de conception particuliere , Il n’est pas nécessaire de
prévoir des enceintes de sécurité biologique. Les manipulations peuvent se faire sur des
paillasses a découvert. Les pratiques normales des laboratoires de microbiologie de base
assurent le confinement nécessaire.
* Niveau de confinement 2: convient a la manipulation des agents du groupe de risque
2.
Les principaux risques d’exposition associés a des organismes devant étre manipulés sont
I’ingestion, 1’inoculation et ’exposition des membranes muqueuses. Eviter la production
d’éclaboussures et d’aérosols , sont ingérés aprés contamination des mains. Les principaux
dispositifs de confinement sont les enceintes de sécurité biologique et les centrifugeuses a
rotors scellés ou munis de godets de sécurité.
Port d’équipements de protection personnels (gants, sarraus, lunettes, etc.).Des éviers seront
prévus pour se laver les mains. Des installations de décontamination (autoclaves) limiteront le
risque de contamination environnementale
* Niveau de confinement 3 :
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Convient a la manipulation des agents du groupe de risque 3.Les agents pathogenes sont
transmissibles par voie aérienne et provoqueront une maladie grave, mortelle.

Nécessité d’une protection respiratoire appropriée, des filtres HEPA pour traiter 1’air
évacué du laboratoire et un acces strictement contrélé au laboratoire.

* Niveau de confinement 4 :

Confinement extréme autorise la manipulation d’agents transmissibles par aérosol,
comportant souvent une faible dose infectieuse et entrainant des maladies graves, souvent
mortelles, pour lesquelles en général aucun traitement ou vaccin n'est disponible.

Représente une unité fonctionnellement isolée indépendante des autres unités.

Le périmetre du laboratoire sera scellé afin d’isoler complétement ’agent infectieux, et la
pression a I’intérieur de 1’installation sera négative. Le chercheur portera une combinaison de
surpression pour étre également isolé de l'agent pathogéne L’air et les autres effluents
produits en laboratoire seront décontaminés. [29]

V.2.5 Les modes Opératoires Normalisés
» Toutes les procédures de laboratoire seront rédigées comme des M O N approuvées;
* Les MON originaux gardés dans bureau du chef de service.
« des copies certifiées placées dans les différentes unités du service sont revues
annuellement et mis & jour.
1. Le stockage et conservation des archives concerne:
- rapports d’activités du service et publications
- résultats nominatifs des analyses (bulletin d’analyse) effectués par le laboratoire sont
conservés pendant cing ans.
- dossiers et registres sont conservés pendant 20 ans
- les résultats du QCE et corrections conservés pendant 5 ans.Les QCI pendant 3ans .
2 . L’espace travail : paillasses nettoyées eau de javel 10% chaque matin avant reprise des
activités + fin de journée
3. La gestion des examens des patients
-étiquetage et enregistrement des échantillons
- critéres de rejet : absence d’étiquette d’identification, étiquetage incorrect, volume
d’échantillon incorrect, délai trop lent entre la collecte de I’échantillon et sa réception au
laboratoire; hémolyse ou caillot dans le tube.
-enregistrement des résultats d’examen au laboratoire: imprimés par les machines et
résultats écrits sur feuilles de paillasse: tous ces supports conservés pendant 5ans;
Tous les résultats sont transcrits quotidiennement et vérifiés par un superviseur;
4. Qualification du personnel: les dossiers individuels gardés par le chef du labo: CV, copie
du diplome...[29]

V.2.6 Evaluation de I’assurance qualité au laboratoire

* Indicateurs de ’assurance de la qualité au laboratoire
« L’assurance qualité sera évaluée par des indicateurs qui seront analysés pour
permettre des actions correctives
»  Ces indicateurs sont relatifs :
- aux tests de controle de qualité interne et externe (résultats attendus de 100%)
- aux taux de rejets des échantillons : inférieur & 2% pour les prélevements effectues au
labo/ par le personnel
- a la documentation des actions correctives
- a I’enregistrement de la maintenance
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- au délai entre lancement d’une commande et sa réception: inférieur a 4 semaines pour
les réactifs et consommable

- délai d’intervention d’un service extérieur sur un appareil aprés demande du chef de
service : inférieur a 12 Heures. [49]
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I.  Objectifs

Notre étude pratique a concerné le contrdle de qualité interne(CQI)de I’antibiogramme
effectué au sein du laboratoire de microbiologie du CHU de Blida durant une période de six
(6) mois allant du 01 Janvier au30 Juin 2017.

Le controle qualité interne (CQI) de I’antibiogramme a pour objectif :

- Evaluation continue de la reproductibilité des résultats.

- Vérifier la performance des réactifs utilisés dans le test (le milieu Muller Hinton, les
disques d’antibiotiques).

- Vérifier la performance du personnel qui effectue les tests et la lecture.

Figure 12 : Test de sensibilité aux antibiotiques (milieu Muller Hinton)

Il.  Matériels et méthode :
< Matériels :
- Ce contrdle est effectué en utilisant des souches de référence ATCC (American Type
Culture Collection), les souches utilisées sont :
e Escherichia coliATCC 25922
e Staphylococcus aureus ATCC25923
e Pseudomonas aeruginosaATCC 27853
e Streptococcus pneumoniaeATCC 49619
- Ecouvillons stériles
- Tubes a vis stérile
Milieu de culture utilisée en fonction du germe :
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- Muller Hinton pour Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

- MH au sang pour Streptococcus pneumoniaeATCC 49619

-Pipette pasteur

- Disques en papier imprégnés de différentes charges d’ATB
- Applicateurs des disques
- Pied a coulisse
% Meéthode :
Le controle qualité interne :
Le test est effectué dans les mémes conditions que 1’antibiogramme par diffusion des
disques & partir de cultures fraiches des différentes souches ATCC de 18 heures
citées ci-dessus :

-Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, ajustée par un
densitometre & une densité équivalente & 0.5 Mc Farland, 1’essorer en le pressant
fermement (et en le tournant) sur la paroi interne du tube afin de la décharger au
maximum.

-Frotter 1’écouvillon chargé sur la gélose MH coulée en Boites Pétri (sur une épaisseur
de 4mm) ; en stries serrées sur la gélose, tout en tournant la boite de 60° a chaque
fois et en pivotant 1’écouvillon sur lui-méme.

Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

-Appliquer les disques d’antibiotiques a 1’aide d’un applicateur ou une pince
bactériologique stérile, les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24mm,
centre a centre. Le choix des antibiotiques a tester est fonction de la bactérie etudiée.
(Voir la gamme des ATB ci-dessous).

-Incuber les boites, il faut respecter la température, I’atmospheére et la durée
d’incubation recommandé pour chaque bactérie (Incubation a 35°C-37°C pendant 24
heures).

-Mesurer les diamétres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse puis
comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture
correspondantes.

- sont retenues comme conformes (in), tous les tests QC pour lesquels les diamétres
obtenus sont comprises dans I’intervalle des diamétres critiques plus ou moins 2mm
donnés par les tables de lecture

- sont considérés comme non conformes les tests QC pour lesquels les diametres
obtenus sont comprises en dehors de I’intervalle des diamétres critiques donnés par
les tables de lecture.
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% Les antibiotiques a tester sont :
-Pour E.coli ATCC25922 :

Ampicilline ou amoxicilline, amoxicilline+acide clavulanique, céfazoline ou
céfalotine, céfoxitine, cefotaximeou ceftriaxone, imipénéme, ciprofloxacine,
triméthoprime+sulfamethoxasole, fosfomycine

-Pour S.aureus ATCC 25923 :

Pénicilline G, oxacilline, céfoxitine,kanamycine,gentamycine, amikacine,
érythromycine,clindamycine, pristinamycine, vancomycine, teicoplanine, rifampicine,
fosfomycine, triméthoprime+sulfamethoxasole, acide fusidique, tetracycline,
chloramphenicol, ofloxacine.

-Pour P.aeruginosa ATCC 27853 :

Ticarcilline, Pipéracilline, Ceftazidime, aztréonam, gentamycine,tobramycine,
nétilmycine, amikacine, imipénéme, fosfomycine, ciprofloxacine, ticarcilline+acide
clavulanique.

-Pour S.pneumoniae ATCC49619 :

Oxacilline 1ug ou 5 pg, érythromycine,clindamycine, chloramphénicol, rifampicine,
triméthoprime+sulfamethoxazole, vancomycine, Iévofloxacine, tetracycline,
pristinamycine, fosfomycine(50ug)

¢ Quelgques recommandations du CLSI :

*le milieu Muller Hinton : doit étre standardisé et permettre la croissance de
nombreuses bactéries et ne doit pas contenir d’inhibiteurs d’antibiotiques.

Le milieu retenu pour la majorité des espéces bactériennes est celui de Mueller-Hinton
solide simple ou enrichie de sang pour les germes exigeants, coulée sur une épaisseur
de 4 mm.

*’inoculum :

La densité de I’inoculum bactérien est un élément primordial et elle doit étre ajustée a
I’aide d’un densitomeétre ou par comparaison avec un étalon d’opacité (échelle de Mac
Farland).

Selon la CLSI la suspension bactérienne est préparée en prélevant 4 a 5 colonies, a
partir d’une culture de 24 heures sur un milieu d’isolement que I’on va mettre en
suspension dans 5 ml d’eau physiologique stérile, homogénéiser, ajuster I’opacité de
telle sorte qu’elle corresponde a celle d’un étalon 0.5 Mac Farland.

L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de
I’eau physiologique s’il est trop fort.
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L’ensemencement doit se faire dans les 15mn qui suivent la préparation de 1’inoculum.
*disques d’antibiotiques :

Disque de papier imprégné d’une quantité déterminée d’antibiotique, la liste ainsi que
la charge des antibiotiques doivent étre standardises.

*]a température et la durée d’incubation :

Doivent étre fixes, pour la majorité des bactéries I’incubation est effectuée a 35-37°C
durant 18-24 heures dans une atmosphére normale.

I1l. Résultats :

Pour pouvoir valider les résultats d’antibiogramme effectués chez les malades, le
laboratoire de microbiologie de CHU de Blida en tant que membre du réseau AARN
(Réseau Algérien de la surveillance de la Résistance aux ATB) doit effectuer au moins
30 tests par an pour chaque souche ATCC (antibiotiques testés).

D’autre part, le pourcentage de conformité des tests CQ vis a vis d’une molécule est
également considéré comme acceptable a partir de 80% des tests in.

Tableau 2 : Antibiotiques validés pour le CQI de I’antibiogramme d’E.coliATCC25922

Critéres de conformité : le nombre de tests CQI de I’antibiogramme effectués >15 test pour
six mois de stage, pourcentage de conformité> 80 %.

AMX AMC CzZO CTX FOX IPM GEN CIP CS SXT CHL FOS

Nombre de 14 15 15 15 15 15 15 13 15 15 15 10
tests effectués
Pourcentage 933 867 67 100 867 40 333 100 13 933 933 100

(%0) des tests

conformes
Interprétation Ok Ok No Ok Ok No No Ok No Ok Ok Ok
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Tableau 3 : Antibiotiques validés pour le CQI de I’antibiogramme de S.pneumoniae ATCC
49619

Critéres de conformité : le nombre de tests CQI de I’antibiogramme effectués >15 test pour
six mois de stage, pourcentage de conformité> 80 %.

CHL RIF ERY CLI OXAl VAN TEC SXT PRI LVX OXA

5
Nombre de 12 12 11 12 12 12 12 12 12 12 12
tests effectués
Pourcentage 733 733 133 66.7 80 80 40 66.7 46.7 20 40
(%) des tests
conformes

Interprétation NO NO NO NO OK OK NO NO NO NO NO

Tableau 4 : Antibiotiques validés pour le CQI de I’antibiogramme de P. aeruginosa
ATCC27853

Criteres de conformité : le nombre de tests CQI de I’antibiogramme effectués >15 test pour
six mois de stage, pourcentage de conformité> 80 %.

TIC PIP TCC CAZ ATM IPM CIP NET GEN LVX TO

Nombre de 14 15 15 15 15 15 15 15 15 15 1
tests effectués

Pourcentage 93.3 100 100 0 100 40 100 100 3333 533 O
de conformité

Interprétation OK OK OK NO OK NO OK OK NO NO NO
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Tableau 5 :antibiotiques validés pour le CQI de I’antibiogramme de S. aureus ATCC 25923

Criteres de conformité : le nombre de tests CQI de I’antibiogramme effectués >15 test pour
six mois de stage, pourcentage de conformité> 80 %.

Nombre de
tests effectués

Pourcentage(
%) de
conformité

Interprétation

L’assurance qualité dans un laboratoire de microbiologie médicale

PEN

14

86.6

Ok

OXA1

15

100

Ok

FOX GEN
15 6
93.3 40
Ok No

ERY

15

100

Ok

CLI

13

86.6

Ok

VAN

15

100

Ok

TEC

15

100

Ok

OFX

15

100

Ok

RIF

15

100

Ok

SXT

14

100

Ok

CHL

15

100

Ok

10

13

No
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Les tests de CQ sont généralement effectués une fois par semaine ; toutefois, il arrive
que certains tests s’avérent non satisfaisants (un ou plusieurs tests incorrects c¢’est-a-
dire out) : dans ce cas nous devons nous référer au protocole de surveillance des

tests de contrdle de qualite.

Quelques tests
incorrects (out)

Action corrective

Si erreur évidente Si erreur non évidente
Aprés correction : retester Action corrective
le méme jour immédiate
Reprendre le rythme Si quelques résultats
hebdomadaire incorrects

Investigation plus
approfondies

Figure 13 : protocole de surveillance des tests de contréle de qualité.
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IV.DISCUSSION

Le laboratoire de microbiologie médicale du CHU de Blida répond aux normes minima
exigees dans un systéme d’assurance qualité :

1. -application de techniques de diagnostic bactériologique (prélévements de LCR,
Hémoculture, Urines, suppurations...) et résultats d’antibiogramme selon les procédures
agrées par I’OMS et le CLSI et disponibles au laboratoire [35,36]

-existence de 03 (trois) contrbles de qualité de 1’antibiogramme(CQI) avec 1’utilisation de
souches de référence ATCC ; Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Streptococcus pneumoniae ATCC
49619.

- le laboratoire est soumis annuellement a un contrdle de qualité externe (CQE) par le
laboratoire national de référence de 1’Institut Pasteur d’Algérie (Pr K.Rahal ).

- ’enregistrement et I’exploitation des résultats des contrdles de qualité internes et de
I’antibiogramme sont effectués au moyen du logiciel WHONET.

- le personnel medical (médecins, pharmacien) et para médical formés dans le domaine en
qualité et quantité et équipement de base suffisant.

2. Certaines contraintes que nous avons identifiées ne sont pas en adéquation avec
I’assurance qualit¢ en vue d’obtenir un résultat fiable et doivent étre levées, par exemple :

- auniveau de la réception du laboratoire, I’enregistrement des prélévements de
patients hospitaliers ou extra hospitaliers se fait manuellement sur un registre : il est
indispensable d’informatiser toutes les données du patient et du prélévement recu ; cet
archivage moderne permettra a la fois de mieux gérer le dossier du patient et de bien
évaluer quotidiennement les activités du laboratoire.

- La phase pré- analytiques : certains prélevements provenant des services hospitaliers
(suppurations et urines) sont accompagnés de fiches de renseignements incomplétes ce
qui rend I’interprétation des résultats difficile dans uns un prélévement poly microbien
: les cliniciens doivent étre sensibilisés sur la qualité du prélevement et les
renseignements concernant les symptomes du patient.

- Laphase analytique : aprés analyse, les résultats sont remis a la réception dans
I’attente qu’un infirmier vienne les récupérer : il est important de développer la remise
du résultat au moyen d’un service intranet en liaison avec les cliniciens : le médecin
recoit le résultat en temps réel surtout pour les analyses microbiologiques qui relévent
de I'urgence médicale : Examen cyto- bactériologique du LCR (cas de méningite),
Hémoculture (septicémie).
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- Mise en place au sein du CHU de Blida d’un service de métrologie pour contrdler les
balances de précision et le reste des équipements.

- Enraison de coupures fréquentes du courant, nécessité de stabilisation du courant
électrique pour maintenir la température adéquate (+ 4°C) pour la conservation de
certains réactifs conservés dans la chambre froide et réfrigérateur) et (- 20° C) pour les
disques d’antibiotiques conservés dans le congélateur) ,

- Approvisionnement réguliers en réactifs de base (disques d’antibiotiques, milieu
Mueller Hinton).

L’assurance qualité dans un laboratoire de microbiologie médicale
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ANNEXE 1 :

Ordonnance n°2010-49 du 13 janvier 2010
relative a la biologie médicale (Titre 11 - Chapitre 1°") [44]

« Organisation, Chapitre ler, Accréditation et contrdle de qualité »

« Art.L. 6221-1.-Un laboratoire de biologie médicale ne peut réaliser d'examen de
biologie médicale sans accréditation.

« L'accréditation porte sur les trois phases, définies a l'article L. 6211-2, de I'ensemble des
examens de biologie médicale réalisés par le laboratoire.

« L'accréditation porte également, lorsque le laboratoire réalise ces activités ou examens :
« 1° Sur les activités biologiques d'assistance médicale a la procréation ;

« 2° Sur les examens d'anatomie et de cytologie pathologiques effectués a l'aide de techniques
relevant de la biologie médicale.

« Art.L. 6221-2.-1. L'accréditation du laboratoire de biologie médicale est délivrée, a sa
demande, par l'instance nationale d'accréditation prévue au | de l'article 137 de la loi n® 2008-
776 du 4 aolt 2008 de modernisation de I'¢conomie, lorsqu'il satisfait aux criteres definis par
les normes harmonisées en vigueur applicables aux laboratoires de biologie médicale, dont les
références sont fixées par un arrété des ministres charges de la sante et de I'industrie, pris
apres avis de la Haute Autorité de santé.

« 1. Avant lI'ouverture d'un nouveau laboratoire de biologie médicale, I'instance nationale
d'accréditation lui délivre, & sa demande, une attestation provisoire établissant qu'il satisfait
aux critéres d'accréditation susceptibles d'étre vérifiés avant son ouverture. Elle prend, aprés
I'ouverture du laboratoire et dans un délai fixe par voie réglementaire, la décision
d'accréditation relative aux examens ou activités que le laboratoire réalise conformément aux
critéres mentionnés au |.

« I1l. L'instance nationale d'accréditation suspend ou retire I'accréditation du laboratoire, pour
une partie ou pour la totalité de son activité, lorsqu'il ne satisfait plus aux criteres mentionnés
au .

« Art.L. 6221-3.-Un laboratoire de biologie médicale établi dans un autre Etat membre de
I'Union européenne ou partie a I'accord sur I'Espace économique européen peut ouvrir un site
en France lorsque :

« 1° Soit le laboratoire dispose d'une accréditation délivrée par I'organisme compétent de
I'Etat membre dans lequel il est établi ;

« 2° Soit l'activité liée a ce site est couverte par une accréditation délivrée dans les conditions
mentionnées a l'article L. 6221-1 et répondant aux normes mentionnées a l'article L. 6221-2.

<< Art.L. 6221-5.-Dans I'accomplissement des missions d'accréditation qu'il réalise pour le
compte de l'instance nationale d'accréditation, un médecin, un pharmacien ou un autre
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professionnel de santé ne peut étre traduit devant la juridiction disciplinaire de lI'ordre dont il
releve que par le ministre chargé de la santé, le procureur de la République ou le directeur
géneral de I'agence régionale de santé.

<< Art.L. 6221-6.-L'instance nationale d'accréditation transmet sans délai a la Haute Autorité
de santé, a I'Agence francaise de sécurité sanitaire des produits de santé, a I'Agence de la
biomédecine et a I'agence régionale de santé les décisions d'accréditation, de suspension ou de
retrait d'accréditation des laboratoires de biologie médicale.

<< Art.L. 6221-7.-Sans préjudice des dispositions des articles L. 1221-13, L. 5212-1, L. 5222-
3et L. 5232-4, le biologiste-responsable du laboratoire de biologie médicale déclare
immédiatement aux organismes mentionnés a l'article L. 6221-6 tout événement affectant son
fonctionnement et susceptible d'entrainer un risque majeur pour la santé des patients.

<< Art.L. 6221-8.-Pour répondre a des situations d'urgence ou a une insuffisance grave de
I'offre locale, le directeur général de I'agence régionale de santé peut autoriser le laboratoire
de biologie médicale a poursuivre certaines activités pour lesquelles son accréditation a été
suspendue ou retirée, pendant une durée maximale de trois mois renouvelable une fois. Sa
décision est motivée. Le laboratoire de biologie médicale informe de cette décision les
patients ainsi que les laboratoires de biologie médicale lorsqu'il leur transmet des échantillons
biologiques en application de l'article L. 6211-19.

<< Art.L. 6221-9.-Un laboratoire de biologie médicale fait procéder au contréle de la qualité
des résultats des examens de biologie médicale qu'il réalise par des organismes d'évaluation
externe de la qualité.

<< Les organismes d'évaluation externe de la qualité transmettent a I'Agence francaise de
sécurité sanitaire des produits de santé un rapport annuel, dont le contenu est déterminé par
arrété du ministére chargé de la santé, pris sur proposition du directeur général de I'Agence
francaise de securité sanitaire des produits de santé. L'Agence francaise de sécurité sanitaire
des produits de santé rend publique la synthese annuelle de ces rapports.

<< Sans préjudice des articles L. 1221-13, L. 5212-2, L. 5222-3 et L. 5232-4 et aprés en avoir
informé le laboratoire de biologie médicale concerng, les organismes d'évaluation externe de
la qualité signalent immédiatement a I'agence régionale de santé les anomalies constatées au
cours de leur contréle et susceptibles d'entrainer un risque majeur pour la santé des patients.

<< Art.L. 6221-10.-L'Agence francaise de sécurité sanitaire des produits de santé assure un
contrble national de la qualité des résultats des examens de biologie médicale, dont les
modalités sont fixées par un décret qui détermine notamment les catégories d'examens de
biologie médicale soumises a ce controle.

« Art.L. 6221-12.-Les structures qui réalisent des examens d'anatomie et de cytologie

pathologiques a l'aide de techniques relevant de la biologie médicale sont soumises, au titre de
ces examens, aux dispositions du présent chapitre.
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ANNEXE II :

Sommaire de la norme NF EN ISO 15189
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ANNEXE 111 :

Différents équipements du laboratoire de microbiologie

Bain marie Etuve bactériologique

Balance de précision Centrifugeuse utilisée en biologique

Ph métre Microscope optique
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Pipettes automatique

Densitométre

Diluteurs
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CONCLUSION

La mise en place d’un systéme d’assurance qualit¢ dans un laboratoire de microbiologie
médicale est tributaire des régles de fonctionnement établies dans des référentiels « qualité »
telle que la norme 1SO 15189.

En Algérie , depuis le 1% Janvier 1999 a débuté la mise en place d’une assurance qualité en
microbiologie médicale ; aujourd’hui 30 laboratoires de microbiologie médicale sont intégrés
au réseau algérien de la surveillance de la résistance aux antibiotiques (AARN) gérés par le
Ministere de la Santé Publique et le Laboratoire National de Référence de I’Institut Pasteur
d’Algérie(Pr K.RAHAL) et répondent aux normes minima exigées : application de
techniques de diagnostic bactériologique et résultats d’antibiogramme selon les procédures
agrées par I’OMS et le CLSI et disponibles au laboratoire, mise en place d’un contrdle de
qualité de I’antibiogramme( CQI), mise a jour annuelle du fascicule de standardisation a
I’échelle nationale de I’antibiogramme , évaluation annuelle de toutes les activités des 30
laboratoires, existence d’un contréle de qualité externe (CQE) annuel , installation d’un
comité d’experts pour la rédaction des procédures et des techniques bactériologiques,
personnels médical(médecins, pharmacien ) et para médical formés dans le domaine en
qualité et quantité et équipement de base suffisant.

Néanmoins, de nombreuses contraintes doivent étre levées pour la mise en place d’un systéme
d’assurance qualité dans les laboratoires de microbiologie médicale : les structures doivent
faire I’objet d’une mise a niveau, installation d’un service de maintenance des équipements
pourvu de moyens adéquats, stabilisation du courant électrique, approvisionnement régulier
en réactifs de base ( disques d’antibiotiques, milieu Mueller Hinton) et informatisation de
toutes les activités biologiques.

La mise en place d’une politique nationale de laboratoire est primordiale pour pouvoir
développer un systéme d’assurance qualité dans tous les laboratoire d’analyses biologiques ;
cette politique sera basée sur les points suivants : création d’une direction nationale des
laboratoires au sein du MSP RH qui accompagnera sur le plan budgétaire tout laboratoire
d’analyses impliqué dans une démarche d’assurance qualité.
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Tableau 6 : Valeurs limites des diamétres des zones d'inhibition pour les souches de référence utilisées pour le contrdle de qualité.

Antiblotiques tostés Charge des E. coll S, aureus ATCC |  P. seruginosa S. pneumoniae H. influenzae N. gonorrhoeae
disques ATCC 25922 25923 ATCC27853 ATCC48619 ATCC49247 ATCC49226
Amikacine 30pp 1826 2026 1826 — — v
Amoxiciiline + Ac clavulanique 2010ug 18-24 2836 e — 1523 —
Ampicilline 10ug 18-22 27-35 o 30-36 1321 e
Azithromycine 15pg e 2126 — 19-25 1321 -
A nalidixique 30ug 22.28 - e - Non déterming —
Aztréonam 30uy 2836 - 2329 e 3038 e
Cefazolina 304y 2127 2035 — — - -
Céfalotine 30pg 186421 2937 —— 26-32 Non déterming -
Céfoxitine 30ug 2329 23-29 e 3341 sem e
Céfotaxime 30ug 29-35 2531 1822 31-39 3138 3848
Céftriaxone 304g 2035 2228 17-23 e e 3981
Ceftazidime 30ug o - 22:29 e 2735 3643
Ciprofioxacine Sug 30-40 22-30 2533 == 3442 4558
Colistine 109 1147 o= 1117 - e e
Chloramphénicol 30ug 21-27 19.28 - 23-27 3140 o
Clindamycine 2ug - 2430 e 1825 - e
Doxycycfine 30ug 1824 23.20 Non déterming 2534 — -
Erlapénéme 1049 20-28 2431 13-21 28-35 . 20-28 e
Erythromycine 15ug naw 22:30 aen 25-30 - v
Fosfomycine 200pg 2230 2533 Non déterriné == T e
Furanes 300yy 20-25 18-22 v 23-29 - e




Tableau 7 : (Suite)

Antibiotiques testés Charge dos E coli S. aurous P, seruginose S. pneumoniae H. influenzae N. gonerrhoeae
disques ATCC 25922 | ATCC 25923 ATCC 27853 ATCC 49618 ATCC 49247 ATCC49228
Gentamicine 10ug 1826 19-27 17-23 - —— —
Gémifloxacine Spg 20-36 27-33 19-25 - B -
Imipeneme 10pg 26-32 — 20-28 - 21-29 -
Kanamycine A0uy - 19-28 - - - -
Levofloxacine Syg 20-37 2530 18-26 20-25 32-40 —
Nétilmicine 30mg 22-30 2231 17-23 e — e
Ofloxacine Sug 29-33 24-28 17-21 16-21 31-40 43-51
Oxacilling 149 — 18-24 e 512 —— e
Pénicilline 10ul o 26-37 ——— 24-30 aen 26-34
Pipéracdline 100pg 24-30 25-33 25-33 - 33-38 -
Rifampicine Sug 810 26-34 Non déterminé 25.30 2230 R
Spectinomyeing 100ug —— - e nas e 23.29
Tétracycline 30ug 18-25 2430 aee 273 14-22 3042
Ticarailline 75ug 24-30 - 21-27 v e e
Tiearcilline + Ac clavulanique 75/10ug 2430 2637 20-28 - - e
Tobramycine 104g 18-26 1929 20-26 wm s -
Triméthoprime + sulfaméthoxazole 1. 256/23.75.g 23-29 24-32 —— 20-28 24:32 e
Teicoplanine 30ug — 1521 - o o~ o
Tlgéeycling 18ug 20-27 20-25 8-13 23:20 2331 30-40
Vancomyolne 30uy o~ 17-21 — 2027 - wen




RESUME

L’acte de biologie médicale s’inscrit dans une démarche préventive, diagnostique,
pronostique. En microbiologie médicale I’assurance qualité est I’ensemble des activités
préétablies systématiques mise en ceuvre dans le cadre de systéme de qualité. Chaque
laboratoire doit étre certifié, accrédité par un organisme tiers selon la norme référence
ISO/CEN 15189, les organismes d’accréditation sont ’ALGERAC (Algérie),
COFRAC(France). Le laboratoire de microbiologie du CHU de Blida répond aux normes
minima exigées dans un systéme d’assurance qualité par:

- I’application de techniques de diagnostic bactériologique (préléevements de LCR,
Hémoculture, Urines, suppurations...) et résultats d’antibiogramme selon les procédures
agrées par I’OMS et le CLSI,

- ’existence de 03 (trois) contrdles de qualité de I’antibiogramme(CQI) avec I’utilisation de
souches de référence ATCC ; Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Streptococcus pneumoniae ATCC
496109.

- la soumission au contrdle de qualité externe (CQE) géré par le laboratoire national de
référence de I’Institut Pasteur d’Algérie (Pr K.Rahal ).

- I’enregistrement et 1I’exploitation des résultats des controles de qualité internes et de
I’antibiogramme sont effectués au moyen du logiciel WHONET.

- la présence d’un personnel médical (médecins, pharmacien) et para medical formes
dans le domaine en qualité et quantité avec un équipement de base suffisant.

Les tests de contrdle de qualité interne(CQI) effectués durant notre stage pratique (du 1%
Janvier au 30 Juin 2017) sont conformes aux exigences de 1’assurance qualité dans un
laboratoire de microbiologie médicale.

Néanmoins, les contraintes que nous avons identifiées (cf chapitre IV Discussion) doivent
étre levées.

Mots clés : Assurance qualité, microbiologie médicale, accréditation, certification, Algerac,
métrologie, contrdle de qualité interne de I’antibiogramme(CQI),contréle de qualité externe

(CQE)

SUMMARY

The act of medical biology is part of a preventive, diagnostic, prognostic approach. In medical
microbiology quality assurance is the set of systematic pre-established activities implemented
within the framework of quality system. Each laboratory must be certified, accredited by a
third party body according to ISO / CEN standard 15189, the accreditation bodies are
ALGERAC (Algeria), COFRAC (France). The microbiology laboratory of Blida University
Hospital meets the minimum standards required in a quality assurance system by:



- the application of bacteriological diagnostic techniques (CSF specimens, blood cultures,
urine, suppurations ...) and results of antimicrobial tests according to procedures approved by
WHO and CLSI, - the existence of 03 (three) quality controls Of the antibiogram (CQI) with
the use of ATCC reference strains; Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Streptococcus pneumoniae ATCC
49619. - External Quality Control (EQA) submission by the National Reference Laboratory of
the Pasteur Institute of Algeria (Pr K.Rahal ). - the recording and evaluation of the results of
the internal quality controls and the susceptibility test are carried out using the WHONET
software. - the presence of medical personnel (doctors, pharmacists) and paramedics trained
in the field in quality and quantity with adequate basic equipment.

The internal quality control (CQI) tests carried out during our practical internship (from 1
January to 30 June 2017) comply with quality assurance requirements in a medical
microbiology laboratory.

Nevertheless, the constraints we have identified (see Chapter IV Discussion) must be
removed.

Keywords : Quality assurance, , Medical microbiology, accreditation, certification, Algerac
metrology, Quality control of the antibiogram(CQI),External Quality Control (EQA).
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GLOSSAIRE

Asepsie : Consiste a empécher la contamination d'une zone ou d'une surface par des micro-
organismes étrangers (bactéries, parasites...).

Bactériemie : Désigne la présence de bactéries pathogenes dans le sang. La bactériémie n'est
pas forcément responsable de signes cliniques, surtout lorsque ce passage est transitoire.

Biothéques : Banque de données d'échantillons biologiques

Cellule de Malassez : hématimeétre qui permet de compter le nombre de cellules en
suspension dans une solution.

Compte d'Addis : Méthode utilisée surtout pour la mise en évidence d'une hématurie
microscopique (présence de sang dans I'urine mais en quantité insuffisante pour lui donner
une coloration rouge, visible a l'oeil nu).

Document normatif : Document qui donne des regles, des lignes directrices ou des
caracteristiques pour les activités ou leurs résultatsl. Il comprend des documents tels que les
normes, les spécifications techniques, les codes de pratique et les reglements.

Endocardite : inflammation de I'endocarde (structures et enveloppe interne du cceur,
incluant les valves cardiaques). C'est une maladie assez rare mais souvent grave.

Flore :Est I’enssemble des bactéries présentes sur la peau et les muqueuses des sujets,est
formée des les premiéres heures de la vie a partir de I’environnement. Elle varie en fonction
de I’age,de I’alimentation,du climat et des thérapeutiques suivies.

Flore polymorphe : Se dit lorsque les cultures bactériologiques mettent en évidence
plusieurs bactéries différentes. Est habituellement rassurant.

Fontanelle :La fontanelle est un éspace située entre les os du crane chez les nouveaux nés,et
possédant ancore une structure membraneuse.

latrogene :Se dit des troubles provoqués par un traitement médical ou un médicament.

Méningite :Le terme méningite caractérise toutes les inflammations aigues ou chroniques,des
méninges cérebrales et médullaires(de la moelles épiniére),ainsi que du liquide céphalo-
rachidien,ceci indépendamment de la cause.

Milieu chromogéne : Le principe de ce milieu, sélectif ou non, repose sur la présence d'un ou
plusieurs substrats chromogenes permettant la coloration des colonies a la suite de sa
dégradation par des enzymes bactériennes spécifiques et de la libération du chromophore. Si
I'enzyme n'existe que chez une espéce bactérienne donnée, I'identification est immédiate.

Norme/standard : Document, établi par consensus et approuvé par un organisme reconnu,
qui fournit, pour des usages communs et répétés, des régles, des lignes directrices ou des

L’assurance qualité dans un laboratoire de microbiologie médicale
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caractéristiques, pour des activités ou leurs résultats, garantissant un niveau d'ordre optimal
dans un contexte donné.

Nosocomiale : Est employé pour une maladie contractée lors d’une hospitalisation dont le
synonyme est infection hospitaliére.Une maladie nosocomiale est aussi appelée infection
associée aux soins

Pathogénicite :se dit d’une bactérie qui est nuisible a son hote,on en distingue les bactéries
pathogénes spécifiques et opportunistes.

Produits sanguins labiles : PSL, est un produit a usage thérapeutique issu d'un don de sang.
Il peut s'agir d'un don de sang total, ou d'un don de sang par aphérése

Protéine de Tamm-Horsfall : Est la protéine la plus abondante de l'urine normale (jusqu'a
100 mg/24 h) et le composant majoritaire des cylindres tubulaires. D'origine rénale. Sa forte
propension a former des gels a laissé supposer qu'elle pourrait jouer un réle dans
I'imperméabilité a I'eau de la branche ascendante de Henlé .

Purpura : Est une lésion hémorragique de la peau ou des muqueuses, de couleur rouge a
pourpre, ne s'effacant pas a la vitropression, due a une extravasation de sang dans le derme.

Réglement : Toute disposition prise par une agence gouvernementale ou une autorité
administrative. Les normes peuvent étre développées a un niveau international, national ou
local.la conformité a une norme peut étre requise par le gouvernement ou une autre autorité
ou encore étre volontaire.

Septicémie : infection grave de 1’organisme,se caractérisant par la présence dans le sang de
germes pathogenes.

Sérotype :1l s’agit de I’ensemble des caractéristiques antigéniques qui permettent de faire la
différence entre les souches qui appartiennent a une meme espece.

Sepsis :Est un terme qui remplace la septicémie.Est défini comme 1’ensemble des symptomes
générés par 1’organisme en réponse a une inflammation systémique.

Systéme de drainage : C’est un systéme, qui placé dans des cavités naturelles ou opératoires,
est destiné a favoriser I’écoulement vers 1’extérieur de liquide physiologique ou de rétention.

Technique de milieu de jet : Aprés « toilette intime » et désinfection soigneuse

des muqueuses a l'aide d'un antiseptique (dakin), on demande au patient d'uriner dans un pot
stérile. Dans la mesure du possible, on ne recueille que le second jet, le premier pouvant étre
contaminé par les germes situés a la partie terminale de I'urétre.

WHONET :Logiciel de saisie et d’exploitation des résultats d’antibiogramme fourni par
I’OMS

L’assurance qualité dans un laboratoire de microbiologie médicale
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RESUME

L’acte de biologie médicale s’inscrit dans une démarche préventive, diagnostique,
pronostique. En microbiologie médicale 1’assurance qualité est I’ensemble des activités
préétablies systématiques mise en ceuvre dans le cadre de systeme de qualité. Chaque
laboratoire doit étre certifié, accrédité par un organisme tiers selon la norme référence
ISO/CEN 15189, les organismes d’accréditation sont ’ALGERAC (Algérie),
COFRAC(France). Le laboratoire de microbiologie du CHU de Blida répond aux normes
minima exigees dans un systéeme d’assurance qualité par:

- I’ application de techniques de diagnostic bactériologique (prélevements de LCR,
Hémoculture, Urines, suppurations...) et résultats d’antibiogramme selon les procédures
agrées par I’OMS et le CLSI ,

- existence de 03 (trois) contrdles de qualité de I’antibiogramme(CQI) avec 'utilisation de
souches de référence ATCC ; Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Streptococcus pneumoniae ATCC
496109.

- la soumission au contrdle de qualite externe (CQE) géré par le laboratoire national de
référence de I’Institut Pasteur d’ Algérie (Pr K.Rahal ).

- ’enregistrement et I’exploitation des résultats des contrdles de qualité internes et de
I’antibiogramme sont effectués au moyen du logiciel WHONET.

- la présence d’un personnel médical (médecins, pharmacien) et para médical formés dans le
domaine en qualité et quantité avec un équipement de base suffisant.

Les tests de controle de qualité interne(CQI) effectués durant notre stage pratique (du 1%
Janvier au 30 Juin 2017) sont conformes aux exigences de 1’assurance qualité dans un
laboratoire de microbiologie médicale.

Néanmoins, les contraintes que nous avons identifiées (cf chapitre IV Discussion) doivent
étre levees.

Les mots clés : Assurance qualité, microbiologie médicale, accréditation, certification,
Algerac, métrologie, controle de qualité interne de 1’antibiogramme(CQI),contréle de qualité
externe (CQE)

Keywords : Quality assurance, , Medical microbiology, accreditation, certification, Algerac
metrology, Quality control of the antibiogram(CQI),External Quality Control (EQA).
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