Atelier prélevement
bactériologique:
Qui cherche trouve?

Dr Cécile Mourlan- hygiéniste Cpias oc
Dr Catherine REMY — microbiologiste-CHU Nimes



 Un mauvais prélevement en microbiologie

— Erreur diagnostique

e Pas de diagnostic des bactéries impliquées dans le processus
infectieux

e Détection de contaminants

— Traitement inadapté

e Echec thérapeutique
e Sélection de BMR, ...
— Cout : temps, financier ...

La bonne analyse commence ...

....avant la porte du laboratoire




Prélevement plaies chroniques




‘La présence de bactéries sur une plaie
du pied

signifie forcément qu’elle est infectée
ne signifie pas forcément gu’elle est infectée
gu’elle ne va pas cicatriser

> w e

gu’il faut faire un prélevement



La présence de bactéries sur une plaie du pied

A signifie forcément gu’elle est infectée
B

C qu’elle ne va pas cicatriser
D qgu’il faut faire un prélevement




Qui cherche trouve?

Un prélevement microbiologique
superficiel de plaie, réalisé alors qu’il
ny a pas d’arguments cliniques,
mettra en évidence des bactéries



Prelevements microbiologiques




olonisation

Phénomene physiologique développé sur toute |la peau

- Liee a des especes bactériennes provenant de la flore
commensale cutanée, des flores endogenes ou de
I'environnement

- Est composée de bactéries peu virulentes

-----------

## Flore commensale permanente
# Flore aérienne
“% Flore des muqueuses

:' transitoire

SPILF 2006



Se compose de :

Flore commensale colonisante :

Bactéries aérobies : staphylocoques a coag. négative, microcoques,
corynébactéries, Acinetobacter, Neisseria non pathogenes,
Aerococcus

Bactéries  anaérobies : Propionibacterium, Clostridium,
Peptostreptococcus

Coexistant avec une flore bactérienne contaminante :
Bactéries de I'environnement (Pseudomonas sp., Acinetobacter sp.)
Bactéries des flores digestive, génito-urinaire, buccale

Bactéries colonisantes d’orifice naturel (Staphylococcus aureus)



Biofilm et bacteéries

Facteur microbiologique : Le biofilm

Communauté de micro-organismes adhérant entre eux, fixée a une
surface et secrétant une matrice de polysaccharides protectrice

Dunyach-Rémy C et al, 2014



L'infection est définie par une invasion tissulaire
avec multiplication de micro-organismes
entrainant des degats tissulaires avec ou sans
réponse inflammatoire de l'organisme



*CLINIQUE +++
eExamens para-
cliniques (CRP)
INFECTION *QUALITE DES
PRELEVEMENTS

Résultat méme positif du prélevement ne
permet pas de distinguer une colonisation
d’une infection



Mr A se présente a votre consultatlon
vous décidez :

1. de prélever pour vérifier la présence d’une
infection

“/2. de ne pas prélever
3. d’appliquer un antiseptique
4. de le faire hospitaliser



st

Mr A se présente a votre consultation, vous décidez :

A de prélever pour vérifier la présence d’une infection

C d’appliguer un antiseptique
D de le faire hospitaliser



Stades cliniques de lI'infection IDSA : Grade 1

Absence de symptdmes ou de signes
généraux ou locaux d'infection

Plaie non infectée

IDSA : Infectious Diseases Society of America IWGDF, 2011, Lipsky BA, et al., Clin Infect Dis, 2012, SPILF 2006



Mr B se présente a votre consultatlon
vous décidez : ‘

1. de prélever pour vérifier la présence d’une
infection

2. de ne pas prélever
3. d’appliquer un antiseptique
4. de le faire hospitaliser



Mr B se présente a votre consultation, vous décidez :

A

B de ne pas prélever

C d’appliquer un antiseptique
D de le faire hospitaliser




L'odeur seule, n’est pas un signe d’infection mais elle
peut-étre associée a une plaie infectée

Infection légére

Plaie non infectée

Infection modérée Infection sévere

Ostéite

10/10/2018 SPIL 2006 18
IWGDF, 2011, Lipsky BA, et al., Clin Infect Dis, 2012, SPILF 2006



. Non infecté
Ulcere pas de prélevement Grade 1
superficiel Pas de traitement

Infecté

Guide thérapeutique 4m Préléevement Grade >2
Atteinte des (identifier B infectantes) | bactériologique

tissus mous

Antibiothérapie générale
probabiliste puis
adaptée a
I"antibiogramme
Pas d’antiseptiques
Pas d’antibiotiques locaux

Atteinte de
l'os, tendon,
articulation

IWGDF, 2011



Mr X se présente a votre consultation,
vous décidez :

“/71.vous ne faites aucun prélevement
2. vous prélevez puis vous nettoyez la plaie

3. vous lavez au sérum physiologique puis vous
prélevez

4. vous appliquez un antiseptique puis vous prélevez



Vous recevez Mr L :

B vous prélevez puis vous nettoyez la plaie
C vous lavez au sérum physiologique puis vous prélevez
D vous appliquez un antiseptique puis vous prélevez



Preparation de la plaie : Lavage

" Du pied : a 'eau et au savon

" De la plaie : au sérum physiologique

= Antiseptiques ?
- a prohiber lors des soins m) pas de preuve d’efficacité
- possible lors d’'un prélevement
mais rincage obligatoire au sérum physiologique



Préparation de la plaie : Déetersion

= Excision des tissus dévitalisés, nécrosés et infectés

e R6le anti-infectieux :
 Diminution de la charge bactérienne et du biofilm

e Diminution des conditions favorables a la prolifération
bactérienne

 Mise a plat et visualisation de la totalité de la plaie

e Ablation des corps étrangers et évacuation des
exsudats

e Realisation de prélevements profonds

AOMI



IWGDF, 2011



IWGDF, 2011



Prélevements de tissu apres grattage de

Curetage-
écouvillonnage

la base de l'ulcere (curette, scalpel)
Indiqgué pour les plaies anfractueuses
profondes

IWGDF, 2011



Biopsie
tissulaire/osseuse

e Prélevements de 2-3 fragments issus de

zones différentes a déposer dans un tube
stérile avec quelques gouttes de sérum
physiologique
o Sleffectue au lit du malade apres préparation
de la plaie
 En privilégiant le passage par peau saine

SPILF, 2006



Aspiration a
Iaiguille

Par zone saine désinfectée (antiseptique)

Concerne les plaies avec liquide purulent, collecté
dans un abces profond

En I'absence de liquide, injecter 1 a 2 mL de sérum
physiologique dans la profondeur de la plaie puis
les réaspirer immédiatement

Envoyer au laboratoire la seringue ayant servi au
prélevement, sans aiguille, purgée d’air, bouchée

hermétiquement et stérilement
SPILF, 2006



Pensez aux hémocultures en cas
de plaie de grade 4 avec fievre!!!

SPILF, 2006



Prélevement AVANT mise sous antibiotique !

Remerciements: Pr Lavigne, Dr Remy et Dr Schuldiner Witso et al., 1999



Le niveau d’atteinte détermine le type de prélevement:

Plaie
Superficielle Profonde
l Collection \
Curetage/Ecouvillonnage 4 Contact
Biopsie Tissulaire ——Non 0SSeux
T Oui l
Aspiration a l'aiguille fine &=
Oui o
liquéfié
I = l
Non réalisable €<——— —— < Non
osseuse
> Milieu de transport :> Laboratoire

Remerciements: JP. Lavigne



Il nexiste a ce jour aucun moyen formel permettant de différencier
une colonisation d’une infection !!!

L'interprétation doit tenir compte :

- des conditions de recueil du prélevement

- du délai de transport du prélevement au laboratoire

- des conditions de transport du prélevement

- du type de bactéries isolées (flore polymorphe ininterprétable)
- de la localisation des bactéries isolées

- du nombre de prélevements ou la méme bactérie est isolée
(cas des bactéries commensales)

- de la clinique +++

SPILF, 2006



Ecologie bacterienne

- Varient selon la profondeur de la plaie
- Polymicrobisme fréquent si plaie profonde ou ischémique

- Bactéries multi-résistantes : séjours itératifs, traitement
antibiotique antérieur

Bactéries colonisantes Bactéries infectantes
Staphylocoque coagulase négative K‘?taphylococcus aureus ++++
Corynébactéries Streptocoques B-hémolytiques

@ Anaérobies

Entérobactéries : Proteus
mirabilis, Escherichia coli,
\_Enterobacter sp., Klebsiella sp. /

Entérocoques Réle pathogene ?

Pseudomonas aeruginosa




Premier test “point of
care” d’aide au diagnostic

- Détection d’une activité protéasique élévée (EPA)
associée a un retard de cicatrisation
- Detection d'une activité protéasique bactérienne

corrélée a une infection



Préelevement ECBU




Appel IDEC au CPIAS

e «J’ai une résidente qui a un ECBU

avec un E.Coli multi-résistant.
Faut il la traiter? »



Question du CPias

 Pourquoi a-t-elle eu cet ECBU ?
e Quels sont ces antécédents medicaux?



Antécedents médicaux

Patiente de 82 ans en EHPAD

Chute et fracture du col du fémur

Hospitalisé un mois, pneumopathie d’inhalation,
décompensation cardiaque

Séjour en réanimation avec colonisation urinaire a
E.Coli BMR

Transfert en EHPAD mi-juillet 2018



Pourquoi cet ECBU?

e Urines troubles et nauséabondes
e Résidente un peu fatiguée
e ATCD E coli BMR



A la demande du CPIAS

Aucune fievre

Etat général préservé en dehors de |la fatigue
Pas de signes fonctionnels urinaires,

pas de sonde



Votre avis: sélectionner la ou les
bonnes réponses

. Infection urinaire, traitement antibiotique selon
I"antibiogramme pour ATB adapté

. Interprétation selon la présence associee d’une
leucocyturie

. Colonisation urinaire probable, patiente a réévaluer
dans 48 h

. le résultat de ’'ECBU servira a I’éventuelle levée des
mesures de PCC



Notre avis

 Colonisation = bactériurie asymptomatique
 PAS D’ANTIBIOTIQUE

* Précautions renforcées notamment hygiene
des mains car BMR



=  Mise en évidence d’un microorganisme, lors d’un prélevement urinaire
correctement réalisé, sans que ce micro-organisme ne génére en soi de
manifestations cliniques
=  Pas de seuil (sauf femme enceinte)
=  La leucocyturie n’intervient pas dans la définition

: Fréquente
=  Sujets agés > 65 ans: 10% des hommes, 20% des femmes

=  Patients sondés (100 % a 1 mois, 3 % d’acquisition / journée de
sondage)

=  Patients porteurs d’'une vessie neurologique (70%)
Femmes enceintes (! 20-40% PNA)
=  Diabétiques

U

= Quidépister?

= Procédure urologique invasive
= ATB

= Femme enceinte (= 4¢™e mois)

Dr Thibaut Fraisse. CH Ales Dr Catherine Lechiche, CHU Nimes Dr Alix Pantel, CHU Nimes



CITATIONS.CO

s SN PL ou ECBU
- meme combat

Ce n’est pas parce que
I’ECBU est plus facile a
réaliser qu’il ne faut pas
réflechir avant de le
prescrire

N’ESSAIE PAS ! FAIS-LE
OU NE LE FAI% PAS ! ILN’Y
A PAS D’ESSAI

YODA

Dr Thibaut Fraisse, CH Alés Dr Catherine Lechiche, CHU Nimes Dr Alix Pantel, CHU Nimes



Qualité du prélevement

* Condition habituelle:
— >4 h miction précédente (si possible le matin)
— Apres une toilette soigneuse +++
Femme: vulve et méat Homme: prépuce et méat
— Milieu de jet
e Patient sondé:
— Clamper la sonde 10 min.
— Désinfection et ponction chambre de prélevement

e Nouveau-né:
e Désinfection

e Poche adhésive

* Incontinent ou handicapé:
e Femme: sonde de petit calibre

e Homme: collecteur pénien

Avant tout traitement antibiotique!!



Condition d’'acheminement

Acheminement rapide au laboratoire :
"<2haTA

"<24h a4’ C

" Ac. borique, £48h a TA



Indications des PCC chez I'adulte?

1. E.coli BLSE
2. E.coli HCASE



Reco SF2H 2009




Infection a Clostridium Difficile




Mr F, hospitalisé en aolt 2018 pour un AVC
ischémique droit a séjourné en réanimation
durant plusieurs jours. A J2 de son hospitalisation,
il a présenté une pneumopathie d’inhalation
nécessitant la mise en place d’un traitement par
ceftriaxone durant 7 jours. 20 jours plus tard, ce
patient présente une diarrhée



Concernant Clostridium difficile :
sélectionner les bonnes réponses

. est responsable de 20-25% des diarrhées

post-antibiotiques

. Toutes les souches de C. difficile produisent
des toxines

. Les spores de C. difficile sont des formes de
résistante

. Il existe un portage asymptomatique de
souches toxinogenes

. Un des facteurs de risque est I’'age (>65 ans)



QCM-1: Concernant Clostridium difficile :

A) Il est responsable de 20-25% des diarrhées post-
antibiotiques

B) Toutes les souches de C. difficile produisent des
toxines

C) Les spores de C. difficile sont des formes de
résistante

D) Il existe un portage asymptomatique de souches
toxinogenes

E) Un des facteurs de risque est I'age (>65 ans)



Portage asymptomatique C. difficile et

repercussion en diagnostic

e 90% des enfant de moins de 1 an

e 1-3% des adultes en communautaire (dont
souches toxinogenes)

* Fekety et al., Am J Gastroenterol 1997; ** Sethi et al.. ICHE 2010



Enquéte 1 jour donné dans 10 hopitaux
721 patients inclus 73 ans de moyenne d’age
79 patients (11%) porteurs de C. difficile dont 54 % souches Toxi+

FDR de colonisation:

Antibiothérapie dans les 3 mois
Hospitalisation dans les 2 mois

Durée de séjour avant le dépistage
Antéecédent d’infection a C. difficile
Prise d’Inhibiteurs de la pompe a proton

Suivi a 1 mois: 6 infections a C. difficile parmi les 722
patients (dont 3 colonisés par souche toxinogene)




A

La recherche d’une ICD est systematique:
sélectionner les bonnes réeponses

Chez tous les patients de plus de 65 ans
présentant deux selles molles en 24h

En cas de diarrhée nosocomiale (>72h)
En cas de diarrhée post-ATB
Toute diarrhée sans autre étiologie

Chez tous les patients admis en EHPAD apres
une hospitalisation ayant nécéssité un
traitement ATB



-

QCM-2: Le diagnostic d’une ICD doit étre
systématique:

A) Chez tous les patients de plus de 65 ans
présentant deux selles molles en 24h

B) En cas de diarrhée nosocomiale (>72h)

C) En cas de diarrhée post-ATB

D) Toute diarrhée sans autre étiologie

E) Chez tous les patients admis en EHPAD apres

une hospitalisation ayant nécéssité un
traitement ATB



Prelevements C. difficile

e Patient symptomatique:
diarrhée = Selles liquides (moule le pot)



=  Tester uniquement les selles diarrhéiques

=  Aspects 5,6,7 échelle de Bristol

=  Ne pas rechercher chez I'enfant < 3 ans

=  Portage tres fréquent jusqu’a 1 an puis diminution progressive
=  Recherche uniguement sur demande médicale

Prélever les selles avant de démarrer le traitement

Attention bien spécifier sur le bon de demande la recherche de C. difficile

=  Conservation a +4° C(<24h)
Barbut F, JNI 2015; Sukensula CID 2013



Barbut F, JNI 2015



Algorithmes diagnostiques (2016)

Barbut F, JNI 2015



Patients hospitalisés

=  Etude EUCLID 2012/2013: 70 ES

= Analyse de 651 selles diarrhéiques envoyées au laboratoire
indépendamment de la demande du clinicien

Prévalence CD toxinogene 9,7%
56% des ICD non diagnostiqués par I’ES
— Défaut de sensibilisation

= Mauvaise sensibilité des tests EIA

Barbut F, Presse Med 2015



Quelle conduite adoptez-vous?
sélectionner les bonnes réponses

. En cas de résultat négatif, il est préférable de
réaliser a nouveau une analyse a 7 jours

. Suite a la mise en place du traitement, un
controle a 10 jours est nécessaire

. Il est recommandé de lever les PCC suite a un

résultat négatif de recherche de toxine de C.
difficile
. En cas de cas groupés, les souches C. difficile

doivent étre envoyées au CNR par le
laboratoire de biologie



—_

QCM-3: Quelles conduites allez-vous adopter?:

A) En cas de résultat négatif, il est préférable de
réaliser a nouveau une analyse a 7 jours

B) Suite a la mise en place du traitement, un controle
a 10 jours est nécessaire

C) Il est recommandé de lever les PCC suite a un
résultat négatif de recherche de toxine de C.
difficile

D) En cas de cas groupés, les souches C. difficile
doivent étre envoyées au CNR par le laboratoire de
biologie



- Eviter les redondances < 7 jours en cas de résultat négatif

=  @Gain diagnostique faible

Patients (n) | Gain diagnostique
Aichinger et al. 2008 EIAA+ B, 0,788 1.9% (7 days)
PCR 2,827 1.7% (7 days)
Renshaw et al. 19962 CTA 2,009 1%

=  Perte de spécificité

=  Ne pas faire de contréle microbiologique de guérison

Barbut F, JNI 2015
Remerciement au Dr A. Pantel Sethi et al., ICHE 2010



Portage asymptomatique C. difficile et

repercussion en diagnostic

e Apres le traitement : 7% de patients ont une
culture positive (*)

134 semaines apres le traitement: jusqu’a
56% de cultures positives (**)

* Fekety et al., Am J Gastroenterol 1997; ** Sethi et al.. ICHE 2010



Portage asymptomatique C. difficile et

repercussion en diagnostic

I

Remerciement au Pr H. Marchandin
* Fekety et al., Am J Gastroenterol 1997; ** Sethi et al.. ICHE 2010



I'Ribotype 027

= Hyperproduction in vitro des toxines A et B, toxine binaire

: Potentiel épidémiogene ++

Lawley TD et al., PLoS Pathogens 2012

14j/\

Forme épidémique et/ou sévere

U

Envoi souche au CNR

Figure 1. Epidemic C. difficile 027/BI causes persistent infection with
enhanced transmissibility compared to other virulent variants.

Remerciement au Dr A. Pantel



* |ntérét faible :

— Seules 0,5 a 14% des coprocultures sont positives SI LES SELLES SONT
PATHOLOGIQUES

e Ne prélever:
— Que les selles diarrhéiques (cf Clostridium)
Ou les contextes particuliers

— Et Les patients a risque TIAC
* Personnes agées Voyage
* Immunosuppression Epidémie
 Valvulopathie ou anévrysme aortique Ou les fqrme_s graves
* Insuffisance rénale Septicemie

Abdomen chirurgical
Troubles neurologiques

Pas d’intérét a la coproculture standard chez le patient
hospitalisé depuis plus de 72 h en dehors de ce contexte



Préelevement d’Hemocultures




Hémoculture
Qui cherche trouve?

1.La majorité des hémocultures réalisées sont
positives

2.30 a 50% des hémocultures positives sont
contaminées

3.Détecter une bactériémie a des
conséquences majeures en matiere de
pronostic et de prise en charge
thérapeutique

4.Interpréetation facile, hemoc + = bactériémie



Hémoculture
Qui cherche trouve?

Seules 10 a 15 % des hémocultures réalisées
sont positives et 30 a 50% des hémocultures
positives sont contaminées

Détecter une bactériémie a des conséquences
majeures en matiere de pronostic et de prise
en charge thérapeutique

Interprétation parfois difficile entre «
contaminations » (bactéries de la peau) et vrais
positifs (VP)

Chaque flacon ensemencé a un cout



Indication

Hyperthermie...température >38,5°C
Hypothermie...température < 36°C
Frissons, Sueurs

Tachycardie, Polypnée

Hypotension

Etat de choc

De facon systématique dans certaines
populations



Qualité du prélevement

Détecter les patients atteints de la pathologie recherchée

e Eviter les faux positifs

Eviter les contaminations ... ou en avoir le moins possible !
e Eviter les faux négatifs

Faire en sorte que la bactérie présente dans le sang du
patient soit introduite dans le flacon

Tout se joue au moment du prélevement



Evitez les faux positifs

Désinfection avec un antiseptique alcoolique
des bouchons des flacons

hygiene des mains par friction
Préparation de |la peau en 4 temps
Gants stériles



Eviter les faux négatjnt§m et al, APMIS 1993

e Concentration bactérienne dans le
sang généralement tres faible et
tres variable : Médiane 1
bactérie/ml (0,001 — 100
bactéries/ml)

e ...donc la détection d’une
bactériémie dépend du volume
total de sang mis en culture
(volume par flacon et nombre de
flacons prélevés)






Comment augmenter le volume de sang et diminuer le
risque de contamination?

Prélevement unique d’un grand volume de sang






En conclusion

e 6 flacons au total en un seul prélevement (*)

e ...Enrespectant les conditions d’antisepsie lors du
prélevement

e ...Avec un antiseptique alcoolique
e ..Prélevés par ponction directe

(*Exceptions : suspicion d’endocardite infectieuse et
pédiatrie)

Tutoriel Hémoculture

https://www.cpias-nouvelle-aquitaine.fr/capitalisons-
mode-tuto/



Merci de votre attention
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