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Préambule

Le présent polycopié de travaux pratiques s’adresse aux étudiants de premiére
année de Master, spécialit¢ Microbiologie Appliquée. Il s’inscrit dans le cadre de la
formation en microbiologie clinique et a pour vocation de renforcer les acquis

théoriques a travers une démarche expérimentale rigoureuse.

La microbiologie clinique occupe une place essentielle dans le diagnostic, la
prévention et le suivi des maladies infectieuses. Dans ce contexte, la maitrise des
techniques de laboratoire constitue une compétence fondamentale. Ce support
pédagogique propose une série de travaux pratiques permettant aux étudiants de se
familiariser avec les méthodes couramment utilisées, telles que I’isolement des micro-
organismes, leur identification phénotypique et biochimique, ainsi que 1’étude de leur

sensibilité aux agents antimicrobiens.

Au-dela de I’acquisition de compétences techniques, ces travaux pratiques visent a
initier les étudiants a une démarche scientifique structurée, incluant 1’observation,
I’analyse critique des résultats et leur interprétation dans un contexte clinique. Une
importance particuliére est accordée au respect des normes de qualité, des regles

d’hygiéne et de sécurité, ainsi qu’aux bonnes pratiques de laboratoire.

Ce polycopié a également pour objectif de favoriser I’autonomie des étudiants, leur
sens de I’organisation et leur capacité a travailler en €quipe, tout en les préparant aux
exigences du milieu professionnel, que ce soit dans les laboratoires d’analyses

médicales, les centres de recherche ou 1’industrie biomédicale.

Nous espérons que ce document constitue un guide méthodologique et un outil
d’accompagnement visant a assurer une formation pratique solide et adaptée aux

enjeux actuels de la microbiologie clinique.
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Demarches et procedures d’organisation des travaux pratiques de microbiologie
clinique

La réalisation des travaux pratiques de microbiologie clinique nécessite plusieurs
étapes pour reussir cette mission pedagogique premordiale complementaire de la
tache theorique . L’enseingnant responsable du module doit:

A. Etablir une fiche technique comportant les reactifs, le consommable, les milieux
de cultures et les isolats bacteriens (Fiche 01).

B. Collaborer avec le personnel technique du laboratoire pour s’assurer du bon
fonctionnement du materiel Ex: microscopes optiques, sterilisateur, incubateur,
spectrophotometre.

C. Programmation des seances des travaux pratiques selon le nombre des etudiants

D. Repartition des etudiants sur les paillasses disponible en binomes ou monome
selon 1’objectif du travail pratique.

E. Sensibiliser les étudiants aux regles de sécurité et aux comportements a adopter

durant les séances de travaux pratiques.

v Se présenter a I'heure et porter obligatoirement une blouse de laboratoire.

Port de gants, si necessaire bavette

Lavage des mains avec des desinfectants recommandés

Organisation de la paillasse avant et apres le deroulement des TP

Port des chaussures fermées qui recouvrent le pied entier.

Attacher les cheveux longs au cours de la séance du TP

NN N N N RN

interdiction de manger, boire, macher le Schwingum, fumer, Parler au

téléphone ou écouter de la musique avec un kit-main

<

Ne pas manipuler les isolats bacteriens sans autorisation de I’enseignant
v' Lors de toutes les séances du TP, 1’étudiant doit avoir le matériel de dessin:
feuilles blanches de forme A4 non quadrillées, crayon graphite HB, régle,

gomme, trombone ou graveuse.

1 Dr Bouguerra Nadia
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Deroulement des travaux pratiques de microbiologie clinique

v L’enseignant chargé du TP doit expliquer la thematique et les objectifs a
atteindre a 1’ensemble des etudiants,ainsi que les etapes a suivre et les

moyens a utilisé .Ceci avant toute manupilation .

v L’enseignant doit encadrer toute les etapes pratiques et donner les

instructions a respecter pour eviter tout accident .

v Les etudiants doivent prendre des notes ,des remarques et des photos

personnels de toutes les etapes jusqu’aux resultats obtenus .

v Les etudiant doivent rendre un rapport de TP selon les normes

2 Dr Bouguerra Nadia
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Figure 01. Fiche technique des reactifs et consomables

3 Dr Bouguerra Nadia
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Nom Prénom Date
Groupe / sous
groupe
N° de paillasse
TPN® ..: Titre du TP
Note Observation

Travail d faire :

Figure 02. Forme de la page de garde

Dr Bouguerra Nadia
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F 3

F 9

Légende

F 3

F 3

Titre du dessin
Nom scientifique de l'espéce
QOutil d'observation et Grossissement

Figure 03. Forme de la page du dessin

5 Dr Bouguerra Nadia
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TP.N° 01

Purification des bactéries a partir des suspensions bactériennes mixtes et
conservation des souches isolées

Objectifs :

Purification des souches bactériennes sur différents milieux de culture solide
enrichi et sélectifs, a partir de la suspension mixte préparée et contenant trois souches
bactériennes : Staphylococcus aureus, Pseudomenas aerogenosa, Eschirichia coli. Une
étape de purification suivie d’une conservation de souches purifiées pour une éventuelle
caractérisation ultérieure. C’est un TP qui constitue une initiation pour I’étudiant dans le
domaine de I’analyse bactériologique des prélévements en pathologies infectieuses. Ces
dernieres peuvent étre mixte (infection a plusieurs espéces bactériennes a la fois) d’un coté,
comme elle peut étre due a une seule espéce bactérienne mais qui se trouve dans une flore

commensale diversifiée.
Pour atteindre ces objectifs on doit suivre les étapes suivantes :

1. Effectuer un examen Microscopique a I’état frais et apres une coloration de Gram

v' Etat frais
L’examen Microscopique a [’état frais permet 1’¢tude des bactéries vivantes, en

I'absence de toute fixation ou coloration. Elle permet d'observer :

e la Forme bacterienne
e Ladisposition bacterienne
e |a mobilité bacterienne

e Le nombre des bacteries dans un volume de 1’echantillon

On dépose une goutte d'une suspension bactérienne sur une lame en verre qu’on recouvre d'une
lamelle couvre objet. La mise au point est faite a faible luminosité (condensateur baissé et
diaphragme légérement fermer) objectif x 40 aprés 1 minute pour ne pas confondre une

mobilité réelle et un simple mouvement liquidien.

—
/A A _ v
E Avancer la lamelle Lorsque la goutte Laisser

vers la préparation adhére a la lamelle tomber la
lamelle

Figure 04. Différentes étapes de confiction d’un état frais

6 Dr Bouguerra Nadia
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v Coloration au bleu de méthyléne

e Un frottis est réalisé a partir de la suspension bactérienne sur une lame propre
et seche avec une anse de platine.

e Une étape de séchage a I’air libre ou par passage rapide a travers la flamme de
bec benzéne.

e Lacoloration consiste a déposer une couche de bleu de méthyléne sur le
frottis pour une durée de cing minutes.

e Rincage I’cau et secher a I’air libre ou avec papier absorbant.

e Observation microscopique a I’huile a immersion et a 1’objectif x100
Diaphragme ouvert (maximum de lumiere) et mise au point entre huile a

immersion et objectif.

Cette coloration nous permet de visualiser mieux la forme bactérienne, la disposition

bactérienne et la diversité bactérienne dans la suspension,

Figure 05. Coloration au bleu de méthyléne

v Coloration de Gram
e Un frottis est réalisé a partir de la suspension bactérienne sur une lame
propre et seche avec une anse de platine.
e Une étape de séchage a I’air libre ou par passage rapide a travers la
flamme de bec benzéne.
e Recouvrir au violet de Gentiane (cristal violet) pendant 1min. et
¢liminer 1'exces par la suite par 1’eau.

e Recouvrir au Lugol pendant 1min et éliminer I'exces par I'eau.

7 Dr Bouguerra Nadia
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e Appliquer I’alcool 95° pendant quelques secondes (10-15 secondes),

puis rincage a l'eau.

e Recolorer a la Fuschine pendant 1minute et 30 secondes,

e Rincage a I'eau puis séchage.

e Observation microscopique a I’huile a immersion et a I’objectif x100
Diaphragme ouvert (maximum de lumiere) et mise au point faite aprés un

léger contact entre huile a immersion et objectif.

Cette coloration permet de visualiser les bactéries (Forme et disposition) selon leur
capacité a fixer le cristal violet. Celles qui possedent une membrane externe sont
décolorées lors du lavage a I’é¢thanol (Gram-) elles prennent une coloration rose, alors
que celles qui n’en possedent cette membrane externe pas vont retenir le colorant violet

de Gentiane et vont se colorer en violet (Gram+).

8 Dr Bouguerra Nadia
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Tableau 01. Différentes étapes de la coloration de Gram

—
ETAPES MODE OPERATOIRE TEMPS PRINCIPE
- Recouvrir la lame de cristal violet ou Le colorant violet pénétre dans les
COLORATION violet de gentiane cellules bactériennes
PRIMAIRE - Rincer a I'eau distillée et récupérer le 1 minute
cristal violet dans un bécher (ne pas le
jeter dans le bac a coloration)
Il se forme un complexe chimique
- Recouvrir de Lugol i i
MORDANGAGE ' i .Qv . 1minute | €ntre le violet et le Lugol qui fixe le
- Rincer a I'eau distillée et I'égoutter violet et colore le cytoplasme de toutes
les bactéries en violet.
L'alcool dissout le violet de gentiane, si
la paroi bacterienne est perméable a
I'alcool (les lipides sont dissous par
- Tenir la lame inclinée et faire couler I'alcool), celui-ci pénétre dans les
pendant guelques secondes de I'alcool a e bactéries et décolore leur cytoplasme :
IDECOLORATION |95° jusqu'a écoulement incolore. environ | 1€s bactéries deviennent incolores.
- Rincer immédiatement a I'eau distillée et Si les bactéries ont une paroi
égoutter imperméable a l'alcool (épaisse et
sans lipides), elles restent colorées en
violet et elles sont dites GRAM + ou
positif.
- Recouvrir la lame de fuschine La fuschine recolore en rose les
ggégs{)\}'lgg : : - 1 minute | bactéries précédemment décolorées :
- Rincer a I'eau distillée les bactéries Gram — ou négatif.
- Egoutter entre 2 morceaux de papier-
SECHAGE filtre et laisser sécher

2. Choix des Milieux de culture a préparés suivant I’orientation microscopique

Le choix des milieux de culture a utilisés pour isolés les différentes espéces bactériennes

observés a la microscopie optique (état frais, coloration au bleu de méthyléne, coloration de

Gram) sera basée sur :

e La visualisation des formes bacillaires et Cocci, avec une coloration a Gram Positif

et Négatif, une disposition particulaire des Cocci en Grappe et des bacilles avec des

tailles différentes constituent un témoignage sur la présence de différentes espéces

bactériennes qui doivent étre isolées et purifiées pour étre utilisées par la suite.

e Les milieux de cultures solides sont :

v" Un Milieu Enrichi a base de sang de Mouton cuit (Gélose au sang de

Mouton cuit)

v" Deux géloses sélectives. Gélose Hécktoene, Gélose Chapman

v" Une gélose ordinaire (gélose nutritive).

Dr Bouguerra Nadia
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Gélose au sang de Mouton

Gélose nutritive

Gélose Chapman

Figure 06. Different milieux de cultures solides

3. Isolement des bactéries a partir de la suspension sur différents milieux de culture

Isolement de la suspension bactérienne sur différents milieux de cultures choisies.

Aprés homogénéisation de la suspension bactériennes, une a deux gouttes sont déposés sur

les différents a I’extrémité de la boite de pétri grace a une pipette pasteur puis étalées sur la

boite avec la méthode d’épuisement en quadrant dans le but de séparer les espéces

bactériennes les unes des autres.

v L'inoculum est d'abord dispersé a l'aide d'un mouvement de va et vient dans le

premier quadrant de la boite de pétri. créant une zone avec une population

bactérienne relativement dense.

v' Les stries sont tirées de la zone précédente, a l'aide d'une boucle d'inoculation stérile

a chaque fois, jusqu'a ce que le quatrieme quadrant soit atteint.

10
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2025/2026 _ Travaux Pratigues En Microbiologie Clinique 11 Master 02 Microbiologie appliguée

v" Un dernier mouvement en zigzag dirigé, permettant aux colonies d'apparaitre

séparées les unes des autres.

Figure 07. Isolement des bactéries sur milieu solide

4. Lecture des résultats de la culture bactérienne

L’utilisation combinée des milieux de cultures enrichi et sélectifs et la méthode
d’isolement par épuisement permettront d’arriver a une purification des espéces présentent

dans le mélange bactérien initial.
Dans notre cas :

v’ Staphylococcus aureus, va apparaitre aussi bien sur le milieu enrichi et sur le

milieu Chapman

v' Pseudomenas aerogenosa : essentiellement, cette espéce va apparaitre sur gélose
ordinaire avec un pigmentation caractéristique (verte) et odeur de jasmin,
toutefois elle pousse sur le milieu enrichi et £ sur gélose hecktoen.

v’ Eschirichia coli va apparaitre sur milieu Hecktoen essentiellement ainsi que sur

milieu enrichi et sur milieu ordinaire.

L’appréciation de la taille des colonies, couleur, odeur des colonies sur différents milieux

utilises va permettre une purification des différentes espéces les unes des autres.

11 Dr Bouguerra Nadia
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v' Résultats attendus

Figure 08. Résultats de la culture bactérienne

5. Conservation des souches sur gélose en profondeur et a la surface.

La conservation de souches bactériennes purifiées sur milieu gélosé en profondeur
(bactéries aero-anaerobie facultatif) ou en surface surtout pour les bactéries aérobies
strict. Dans notre cas : Staphylococcus aureus et Eschirichia coli inoculée en profondeur
par plusieurs piqures centrale d’une culture dense dans une gélose nutritive ordinaire. Pour
le Pseudomenas aerogenosa une conservation la surface est recommandée vu le caractere

aérobie strict de cette bactérie.

12 Dr Bouguerra Nadia
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OSe Douciee,
trempée R
préalableme
nt dans la
culture

bactérnienne

Figure 09. Conservation des souches

13 Dr Bouguerra Nadia
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TP. N° 02

Etude de la sensibilité des bactéries aux Antibiotiques
(Antibiogramme standard)

Objectifs :

Apreés isolement, purification et identification des souches responsables de pathologies
infectieuses, une étude de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries est indispensable qui

a pour but :

v De guider le clinicien dans le choix des antibiotiques

v' La surveillance en continue de I’évolution de la résistance bactériennes aux
antibiotiques.

v" Outil supplémentaire de 1’identification bacterienne par la mise en évidence de

résistances naturelles.

L’antibiogramme standard est une technique in vitro d’étude de la sensibilité d’une bactérie
aux antibiotiques par diffusion sur milieux gélosé. Technique s’effectue au moyen de
méthodes hautement standardisées afin d’assurer la qualité de I’investigation et de garantir la
comparabilité et la reproductibilité. Les deux comités : Comité européen pour les tests de
sensibilité aux antimicrobiens (EUCAST) et I’Institut américain pour les standards cliniques

et de laboratoire (CLSI) fixent des lignes directrices correspondantes.
1. Latechnique de diffusion sur gélose (Antibiogramme standard) :

Une des méthodes les plus utilisées en routine. Elle convient pour la majorité des
bactéries pathogenes ; elle permet une variété dans le choix des antibiotiques et ne
requiert aucun matériel particulier. Comme la plupart des techniques de diffusion en

gélose, la méthode est standardisée :

Densité bactrienne
Un disque avec une quantité définie d’un antibiotique
Composition et épaisseur du milieu de culture,

Température d’incubation,

N X X X

Durée d’incubation.

Techniques décrite doit étre suivie sans aucune modification. Le diameétre en millimétres de la zone

d’inhibition renseigne sur la sensibilité a 1’antibiotique.

14 Dr Bouguerra Nadia
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2. Matériel & Méthodes :
2.1. Milieu de culture

Geélose Mueller-Hinton (MH) est employée pour les bactéries autres que celles a croissance
lente. Le milieu retenu pour la majorité des especes bactériennes. La Gélose MH-F
additionnée de 5% de sang de cheval défibriné et de 20 mg/L de B-NAD, est employée pour
Streptococcus spp. dont Streptococcus pneumoniae, Haemophilus spp., Moraxella
catarrhalis, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Pasteurella sp., Corynebacterium

et autres bactéries a Croissance lente.). Le milieu (MH) :

v Ne doit pas contenir des inhibiteurs des antibiotiques.
v" Teneur ionique (Ca2+, Mg2+) doit étre contrdlée, car exces de cations bivalents

(Ca2+, Mg2+) inhibent I'action des polymyxines.

AN

Un pH compris entre 7,2 et 7,4.
v’ Epaisseur bien déterminé (de 4 mm = 0.5 mm), pour ne pas influencer la diffusion

des antibiotiques a partir des disques chargés.

Figure 10. Milieu Mueller-Hinton (MH)

2.2. Préparation de I’inoculum

La suspension bactérienne doit étre préparée dans de I’eau physiologique stérile a partir d’une
culture jeune, pour atteindre une turbidité équivalente a celle de 1’étalon 0,5 de la gamme de Mc
Farland, ce qui correspond & un inoculum d’environ 1 & 2 x108UFC/MI. La suspension
bactérienne est standardisée a 1’aide du témoin 0,5 McFarland. Il est recommandé d’employer un
spectrophotometre pour ajuster I’inoculum. On peut également comparer a 1’ceil nu la turbidité de

la suspension bactérienne a celle de 1’étalon 0,5 de la gamme de McFarland.

15 Dr Bouguerra Nadia
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Tableau 02. Préparation de 1’étalon de turbidité 0,5 McFarland

1 Ajouter 0,5 mL d'une solution a 0,048 mol/L de BaCl, (1,175% p/v BaCl,"2H20) a 99,5 mL d'une
solution 0,18 mol/L (0,36 N) de H,S0, (1% v/v) et agiter vigoureusement.

2 Vérifier la densité de la suspension a |'aide d'un spectrophotomeétre avec un faisceau de 1 cm et
des cuvettes assorties. L'absorbance a 625 nm doit étre comprise entre 0,08 et 0,13.

3 Distribuer la suspension dans des tubes de méme taille que ceux utilisés pour ajuster I'inoculum.

Sceller les tubes.

Une fois scellés, conserver ces tubes a température ambiante et a I'abri de la lumiére.

Avant usage, mélanger vigoureusement le tube a l'aide d'un Vortex.

Renouveler I'étalon ou vérifier son absorbance aprés 6 mois de conservation.

~N[[ojon | S

Il convient de vérifier les étalons achetés dans le commerce en s'assurant que |'absorbance se
situe dans les limites fixées.

OSMFU  LOMFU 20MFU  SOMFU 40MH

I
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Figure 11. Etalon de turbidité 0,5 McFarland

2.3. Inoculation de la gélose Mueller-Hinton

L’inoculum

préparation.

v

v

bactérien doit idéalement étre employé dans les 15 min qui suivent sa

Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et
¢liminer 1’exces de liquide en tournant I’écouvillon sur les parois du tube pour

éviter une sur-inoculation des boites.

Ecouvillonner sur la totalité de la surface de la gélose dans trois directions.

16 Dr Bouguerra Nadia
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Figure 12. Ecouvillon imbibé dans la suspension bactérienne et étaler sur la surface du
Milieu MH

2.4. Dépot des disques d’antibiotiques

Les disques d’antibiotiques sont déposes a la surface de la gélose inoculée et sechée. Une
fois déposés ILS ne peuvent étre déplacés car la diffusion des antibiotiques est tres rapide.
Le nombre de disques déposés par boite est limité du fait du chevauchement des zones
d’inhibition et pour limiter les interférences entre les antibiotiques. Un maximum de six
disques convient pour les boites de 90 mm de diamétre, douze (ou seize) pour celles de 150

mm de diameétre et seize pour les bofites carrées de 120 mm.

Figure 13. Distributeur de disques d’antibiotique sur la surface de milieu MH

17 Dr Bouguerra Nadia
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Tableaux 03. Liste des antibiotiques a tester sur les enterobactéries, les Pseudomonas
et les Staphyloccocus

Enterobacterie Pseudomonas Staphylococcus

Liste standard Liste standard Liste standard

Ampicilline ou Amoxicilline
Amox|ctII|n%-(;aa(:r|::1'«lali r(:Lavulamque Ticarcilline Céfoxitine (dépistage)
Ticarcilline-acide clavulanique’ Ticarcilline-acide clavulanique Gentamicine
e Pipéraciline Erythromycine
léipgacuhne«tazr;bactam Pipéracilline-tazobactam Clindamycine
efadroxil ou céfalexine . : '3 T
Céfoxitine Ceftazidime Dumupnstn_ne—da'rfqpnstme
Céfotaxime ou ceftriaxone Céféplﬂ'lﬂ Norfloxacine (demstage)
Ceftazidime .
Céfépime Ceftolozane-tazobactam Fluoroquinolone
Gotime inéné Linézolide
Imipénéme ou méropéneme |ﬂ'II|JéFI19|"|'IE A id fU idi
E:apkénéme Mémpeneme CC' e Si IQLlJe
mikacine .
Eathaniing Tobramycine olrimoxazole
Acide nalidixique Amikacine leamplcme
Levofioxacine . )
Ciprofioxacine Ciprofloxacine
Triméthoprime :
Cotrimoxazole Aztrennam
Nitrofurantoines GEﬂthiﬁiﬂE
Fosfomycine

2.5. Incubation des boites de Pétri

Les milieux MH inoculés sont incubés idéalement dans les 15 min. qui suivent le dépét des
disques, Incuber les boites a une température et atmosphére appropriés. Il est possible

d’effectuer la lecture apres 16 a 24 h et on peut aller a 48h et 72h pour certaines espéces.
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Tableau 04. Conditions d’incubation des bactéries

Enterobacterales 35+2°C en aérobiose 162 24 h
Pseudomonas spp. 35:2°C en aérobiose 162 24 h
Stenotrophomonas maltophilia 35£2°C en aérobiose 162 24 h
Acinetobacter spp. 35+2°C en aérobiose 162 24 h
Staphylococcus spp. 35+2°C en aérobiose 162 24 h
Enterococcus spp. 35:2°C en aérobiose 162 24 h

(35¢2°C en aérobiose 24 h minimum pour les
glycopeptides)

Streptococcus pneumoniae

3542°C en présence de concentration proche de 5%

CO, en aérobiose 168 24 h

Streptocoques des groupes A, B, C, G 35+2°C en présence de concentration proche de 5%
CO, en aérobiose 162 24 h

Streptocoques du groupe viridans 35+2°C en présence de concentration proche de 5%
CO, en aérobiose 1624 h

Haemophilus spp. 35+2°C en présence de concentration proche de 5%
CO, en aérobiose 168 24 h

Moraxella catarrhalis 35+2°C en présence de concentration proche de 5%
CO, en aérobiose 1624 h

Listeria monocytogenes 36+2°C en présence deconcentration proche de 5%
CO, en aérobiose 168 24 h

Pasteurella sp. 35+2°C en présence de concentration proche de 5%
CO, en aérobiose 1624 h

Campylobacter sp. 35+2°C en présence de concentration proche de 5%
CO, en micro-aérobiose 24 h & 48 h

Helicobacter pylori 35+2°C en présence de concentration proche de 5%

CO, en micro-aérobiose 48 & 72 h
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TP. N° 03

Lecture et interprétation des résultats de ’antibiogramme standard

Objectifs :

La réalisation de 1’antibiogramme standard est suivie d’une interprétation des résultats.
Ces derniers doivent tout d’abord étre validés par des souches de références (souche de
contréle de qualité). Par la suite on a recours a des tables de lecture choisie selon la
recommandation du comité qu’on a choisie de poursuivre ces recommandations des le
départ de notre étude de la sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme standard),
Exemple : Comité européen pour les tests de sensibilité aux antimicrobiens (EUCAST) et

I’Institut américain pour les standards cliniques et de laboratoire (CLSI).

1. Lecture des boites apres incubation

¥v" Un inoculum et un ensemencement corrects doivent conduire a une culture
confluente. La présence de colonies isolées indique que 1’inoculum est trop faible
et le test est a refaire.

v La culture doit étre répartie sur toute la surface de la gélose de facon a obtenir des
zones d’inhibition circulaires.

v' Vérifier que les diamétres des zones d’inhibition sont dans les limites du contrdle
de qualité.

v" La bordure de la zone d’inhibition doit étre lue a I’ceil nu et au niveau de la
complete inhibition de la culture ; la boite étant placée a 30 cm de I’ceil.

v" Mesurer les diamétres des zones d’inhibition au millimétre le plus proche avec
une regle, un pied a coulisse ou un systéeme de lecture automatiseé.

v’ Interpréter les diamétres des zones d’inhibition par référence aux tableaux ou

figurent les diamétres critiques critiques (EUCAST ; CLSI).

Figue 14. Mesure des diameétres des zones d’inhibition
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2. Controle de qualité (validation de test)

Des souches du contrdle de qualité pour apprécier la performance globale du test. Les
souches recommandées sont des souches sensibles, mais des souches résistantes peuvent
étre également employées pour confirmer que la méthode détecte un mécanisme de
résistance connu.

Tableau 05. Souches de contréle de qualité ATCC

Organisme Caractéristiques de la souche Référencement ATCC Référencement
dans les autres

collections

Escherichia coli | Sensible ATCC 25922 NCTC 12241
CIP 7624
DSM 1103
CCUG 17620
CECT 434

B-lactamase TEM-1 ATCC 35218 NCTC 11954
CIP 102181
DSM 5923
CCUG 30600
CECT 943

mcr-1 positive NCTC 13846

Klebsiella BLSE (SHV-18) ATCC 700603 NCTC 13368
pneumoniae CCUG 45421
CECT 7787

Pseudomonas Sensible ATCC 27853 NCTC 12903
aeruginosa CIP 76110
DSM 1117
CCUG 17619
CECT 108

Staphylococcus | Faible production de B-lactamase ATCC 29213 NCTC 12973
aureus CIP 103429
DSM 2569
CCUG 15915
CECT 794

Hétérorésistante a I'oxacilline, mecA NCTC 12493
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Antibiotiques CMI (mg/L) Charge du Diameétres d'inhibition (mm)
Limites | disque T’Tt
acceptables : acceptables

Acide fusidique 0,125 0,06-0,25 10 29 26-32
Amikacine 2 1-4 30 21 18-24
Ampicilline - - 2 18 15-21
Amoxicilline-acide Note'? Note'? 2/1 22 19-25
clavulanique'?
Azithromycine 1 0,5-2 - - -
Céfoxitine 2 1-4 30 27 24-30
Ceftaroline 0,25 0,125-0,5 5 27 24-30
Ceftobiprole 0,25-0,5 0,125-1 5 25 22-28
Chloramphénicol 4-8 2-16 30 24 20-28
Ciproflioxacine 0,25 0,125-0,5 5 24 21-27
Clarithromycine 0,25 0,125-0,5 - - -
Clindamycine 0,125 0,06-0,25 2 26 23-29
Dalbavancine 0,06 0,03-0,125 - -
Daptomycine 0,25-0,5 0,125-1 - - -
Doxycycline 0,25 0,125-0,5 - - -

Tableau 07. Diameétres et CMI critique d’Esherichia coli ATCC 25922

Antibiotiques CMI (mg/L) Charge du | Diametres d'inhibition (mm)
Cible Limites disque Limites
acceptables acceptables

Acide nalidixique 2 1-4 30 25 22-28
Amikacine 1-2 0,54 30 22-23 19-26
Amoxicilline 4 2-8 20 21 18-24
Amoxicilline-acide 4 2-8 20/10 21 18-24
clavulanigue'*

Ampicilline 4 2-8 10 18-19 15-22
Ampicilline-sulbactam?®* 2 1-4 10/10 21-22 19-24
Aztréonam 0,125 0,06-0,25 30 32 28-36
Céfadroxil - - 30 17 14-20
Céfalexine 8 4-16 30 18 15-21
Céfépime 0,03-0,06 0,016-0,125 30 34 31-37
Céfixime 0,5 0,25-1 5 23 20-26
Céfotaxime 0,06 0,03-0,125 5 28 25-31
Céfoxitine 4 2-8 30 26 23-29
Cefpodoxime 0.5 0,25-1 10 25-26 23-28
Ceftaroline 0,06 0,03-0,125 5 27 24-30
Ceftazidime 0,125-0,25 0,06-0,5 10 26 23-29
Ceftazidime-avibactam*® 0,125-0,25 0,06-0,5 10-4 27 24-30
Ceftibutene 0,25 0,125-0,5 30 31 27-35
Ceftobiprole 0,06 0,03-0,125 5 28 25-31
Ceftolozane-tazobactam®** 0,25 0,125-0,5 30/10 28 24-32
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Tableau 08. Diameétres et CMI critique de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Antibiotiques CMI (mgiL) Charge du | Diamétres d'inhibition (mm)

Limites disque Cible Limites

acceptables acceptables
Amikacine 2 1-4 30 22 18-26
Aztréonam 4 2-8 30 26 23-29
Céfépime 1-2 0,5-4 30 28 25-31
Ceftazidime 2 1-4 10 24 21-27
Ceftazidime-avibactam ** 1-2 0,5-4 10-4 24 21-27
Ceftolozane-tazobactam'** 05 0,25-1 3010 28 25-31
Ciprofloxacine 05 0,25-1 5 29 25-33
Colistine® 1-2 0,54 - - -
Doripénéme 0,25 0,125-0,5 10 31-32 28-35
Fosfomycine 4 2-8
Gentamicine 1 0,5-2 10 20 17-23
Imipénéme 2 1-4 10 24 20-28
Lévofloxacine 1-2 0,5-4 5 22-23 19-26
Méropénéme 05 0,25-1 10 30 27-33
Netilmicine 2 0,58 10 18 15-21
Pipéracilline 2-4 1-8 - -
Pipéracilline-tazobactam'** 2-4 1-8 30/6 26 23-29
Ticarcilline 16 8-32 - - -
Ticarcilline-acide 16 8-32 75110 24 20-28
clavulanique®*
Tobramycine 05 0,25-1 10 23 20-26

v' Trois catégories cliniques ont été retenues pour l’interprétation des tests de

sensibilité in vitro : Sensible (S), Résistant (R) et Intermédiaire (1).

1. Souches sensibles(S) : (Souches sensibles a posologie standard): les souches
catégorisées S sont celles pour lesquelles la probabilité de succes thérapeutique est forte
en utilisant un schéma thérapeutique standard (posologie standard). (CMI < ou égale a la

concentration basse, diametre de la zone d’inhibition < ou égale au diamétre critique

bas).

2. Souches résistantes (R) : les souches catégorisées R sont celles pour lesquelles il
existe une forte probabilité d’échec thérapeutique méme aprés une exposition accrue de la
bactérie en augmentant la dose d’antibiotique a administré : (CMI > a la concentration

critique haute. de la zone d’inhibition > au diamétre critique haut).

Souches intermédiaires (I) : (sensible a forte posologie) : les souches catégorisées | sont
celles pour lesquelles la CMI mesurée est supérieure a la concentration critique
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basse et inférieure ou égale a la concentration critique haute ; Diamétre de la zone

d’inhibition > diameétre critique bas et inférieure ou égale au diameétre critique haut). La

probabilité de succes thérapeutique est forte uniquement, en augmentant 1’exposition de

la bactérie a I’antibiotique, grace a utilisation de forte posologie « Sensible a forte

posologie ».

EUCAST : utilise deux catégories S et R

CLSI : utilise trois catégories Set R et |

Tableau 09. Table d’interprétation EUCAST (catégories (S) et (R)

Concentrations | Charge Diametres
Macrolides, lincosamides et critiques du critiques
streptogramines (mg/L) disque (mm})

S R> (ug) §2 R«
Erythromycine 1! 2' 15 21 18"
Azithromycine 1! 2' Note* | Note*
Clarithromycine 1! 2 Note* | Note
Roxithromycine 1! 2 Note* | Note
Télithromycine IE IE IE IE
Clindamycine* 0,25 0,5 2 22° 19°
Lincomycine 2 8 EP EP
Quinupristine-dalfopristine 1 2 15 21¢ 18¢
Pristinamycine 1 2 EP EP
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Tableau 10. Table d’interprétation CLSI (catégories (S), (1) et (R))

Zone Diameter Breakpolnts, MIC Breakpoints,
Test/ Staphylococcus _nearest whole mm gL
Report | Antimicroblal spp. Disk + 8D ¢ , ! ' '
Group Agent Indications Content [ § :D: | | R s '8! I ' R Comments
MACROLIDES

(26) Not routinely reported on organisms Isolated from the urinary tract.'

Interpretive Categorles and Interpretive Catogorles and

A |Adthomych | Allstaphylococei | 15pg [218 - 1 W17 <13 [ <2 1 - 1 4 1 28
or i | | : !
A | clarithromycin g 2181 M7 Dy | <2 Pod g
or I i | ' :
A | erytromycin g |2200 M2 icqy |05 i 140
0 | Dirthromycin g [2194 - 3 1618 1 <15 | <2 1 - 1 4 1 38
TETRACYCLINES
(27) Organisms that are susceptible to tetracycline are also considered susceptible to doxycycline and minocycline. However, some organisms that are Intermediate or resistant to
fetracycline may be susceptible to doxycydline, minocycline, or both.
B | Tetracycline | All staphylococel 0pg |219 ) - ) 1518 « <14 | <4 0 - 0 8 1 o216
B | Doxycycline Wpg [2161 - ¢ 1345 T <12 | <4 1 - v B 1 >f
B | Minocycline 0pg (2197 - 3 1618 | <44 | <4 1 - 2 8 1 216 | Seecomment (26).
FLUOROQUINOLONES

(28) Staphylococcus spp. may develop resistance during prolonged therapy with quinolones, Therefore, isolates that are Initially suscaptible may become resistant within 3 to 4 days
after Initiation of therapy. Testing of rapeat Isolates may be warranted.

C |[Ciprofoxacn | Alstaphylococei | Spg 2211 = 1 1620 ! <15 [ <1 1 oot g ! 24
of P | b |

C | Levofloxacin Sug 2190 = 1 1618 1 ct5 | <t 1= 0 2 0 a4

C | Moxfioxacin Spg |2 - i AW <0 <050 - @ 1 22

0 | Enoxacin 0pg |28 =3 1817 1 <4 | <2 1 = 1 4 1 28 | (28)Fortesingand reporing o urnary

[ ' ! ! ! tract Isolates only.

0 | Gatifioxacin Sug 2284 = 1 A2 1<19 | <051 - % 1 22

0 | Grepafioxacin BRI

0 | Lomefoxacin 0pg [2220 = 1 1920 1 <18 [ <21 - 1 4 v 28

0 | Norfloxacin g |217; = ; 1316 | 12 | ¢4 | = ; & ; 216 | Seecomment (29)
0 | Ofloxacin Spg 2180 = 3 1517 <4 | st o= 2 0 4

0 | Sparfloxacin Sug | 2190 = 2 16-18 | <15 | <05 = 1 1 1 22

Inv. | Fleroxacin Sug 319§ - E 16-18 <15 | <2 = E 4 E 28
NITROFURANTOINS

U [ Niofuranion | Alstaphylococed | 300pg [ 2170 = 3 1518 1 <M | <3 0 - 1 B4 121 |

v

Lecture interprétative de I’antibiogramme standard

e Le triméthoprime-sulfaméthoxazole, un antagonisme, di au milieu, peut
conduire a des colonies minuscules autour du disque. Ce type de culture doit
étre ignoré et le diametre de la zone d’inhibition mesuré 1a ou la bordure est

nette.
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B D
0 Q

a) Une zone plus grande est visible autour du disque. Considérer la souche
«sensible» si le diamétre > 16 mm.
b) Culture au contact du disque, pas de zone d’inhibition visible. Rendre la souche

«résistante».

o La fosfomycine, la présence de colonies dans la zone d’inhibition ne doit pas
étre prise compte.

a) Ignorer les colonies dans la zone d’inhibition et lire le diametre externe.

b) Rapporter comme absence de diametre d’inhibition
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