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	RELEVE DE DECISIONS du groupe 

Pertinence des prélèvements microbiologiques
Secteur Est
	Date : 22/06/09



	Participants 

· CSB : Johan Bardil

· CHI : François Binois, Yannick Gigant, Dominique NAZE

· Laboratoire : Michel Lemarinel, Karine Gambarotto

· FELIN :  Cécile Mourlan 

Rédacteur : C.Mourlan                           Prochaine réunion 28 août à 14 h au CHI

	RESUME DES POINTS TRAITES : 

Début de la réunion: 14h10

· Pour rappel le référentiel sur lequel nous travaillons à pour but d’ améliorer la pertinence des prélèvements en diminuant les prélèvements et, limitant les antibiothérapies inutiles en évitant le traitement des simples colonisations.

Le groupe de travail a commenté et éventuellement corrigé les fiches des prélèvements microbiologiques que nous avions réparti entre les différents membres du groupe et selon le plan prévu fiche synthétique, en 1 page maximum, comprenant 3 rubriques  

· Indication, 

· Technique de prélèvement et conditions d’acheminement, 

· Interprétation.

      ( Listing des prélèvements étudiés pendant cette séance

Prélèvement

Rédacteur

Examens cytobactériologiques

· LCR,

· Liquide de ponction.

Dr LEMARINEL

Prélèvement vaginal et endocervical

Dr GAMBAROTTO

Prélèvement chez le nouveau-né : aspiration gastrique et points périphériques.

Yannick GIGANT

     Voir fiches pages ci-dessous
      La partie interprétation du Prélèvement vaginal et endocervical sera reprise par Madame Karine GAMBAROTTO et présentée lors de la prochaine réunion.

       Les prélèvements périnataux devront être complétés à partir du document de l’ANAES sur les suspicions d’infections néonatales.
( Référentiels consulter pour rédaction (+ biblio complémentaire au choix du redacteur) :

· HAS (http://www.sante.gouv.fr/htm/dossiers/preanalytique/titre-microbiologie.htm) 

· REMIC (http://bacterioweb.univ-fcomte.fr/bibliotheque/remic/000-Somm.pdf )

· Document interne laboratoire CHFG

· Article “Recommandations pour la bonne pratique duprélèvement microbiologique dans les infections cutanées et osseuses : à propos du pied diabétique

Fin de la réunion : 16h30, 


	
	EXAMEN :      CYTOBACTERIOLOGIQUE D’UN LCR

	


	INDICATIONS

	Suspicion de Méningites et de Méningoencéphalites communautaires ou nosocomiales.

Nb : Examen du LCR en relation avec une maladie neurologique inflammatoire ou une hémopathie.



	PRELEVEMENT

	Avant prélèvement, prévenir le laboratoire, afin qu’il puisse mettre à température ambiante les milieux de cultures nécesaires

La ponction lombaire est un acte médical réalisé avec une asepsie de type chirurgical en 5 temps.

Matériel

      Gants stériles – Masque – Calot – Sur blouse

      Compresses stériles – Eau stérile

      Antiseptiques : Bétadine SCRUB® et Bétadine Alcoolique® (si intolérance : Hibiscrub® et Biseptine®)

      Aiguilles à PL

      Tube à PL ou Pots à ECBU

Technique
     Détersion avec Bétadine SCRUB®
     Rinçage avec une compresse imbibée d’eau stérile

     Séchage avec une compresse stérile

     Désinfection avec Bétadine Alcoolique®
     Laisser sécher

     Ponction 

Quantité moyenne de LCR suffisante : 3 ml recueillis dans 3 tubes stériles (ou Pots ECBU) numérotés 1.2.3 (Biochimie, Bactériologie, Cytologie), soit environ 10 gouttes par tube. 2 ml supplémentaires en cas de recherche de mycobactéries ou d’analyses virologiques (PCR). Si quantité insuffisante, faire un choix dans les demandes.

Acheminement rapide au laboratoire dès la ponction, à l’abri du froid.



	INTERPRETATION

	Orientation cytochimique des LCR


	
	
	
	
	

	Paramètres
	LCR normal
	LCR purulent
	LCR lymphocytaire
	LCR “panaché”
	LCR hémorragique

	Aspect
	Clair, eau de roche
	Trouble
	Clair
	Clair
	Trouble, sanglant

	Leucocytes/mm3
	< 5
	> 20
	> 20
	> 20
	1/1000 GR

	Formule
	
	> 50% PN
	> 50% Lympho
	50% PN

50% Lympho
	Rapport PN/Lympho = sang circulant

	Protéinorachie
	< 0,4 g/l
	> 0,4 g/l
	> 0,4 g/l
	< 0,4 g/l
	0,4 + 0,1 g/l pour

1000 GR

	Glycorachie/ glycémie
	> 60%
	< 40%
	< 40% sauf virale
	> 60%
	> 60%

	Chlorurorachie
	120 mmol/l
	Normal
	Normal 

( Méningite tuberculeuse
	Normal
	Normal

	Orientations
	Normal
	Méningite bactérienne
	Méningite tuberculeuse

Listeria

Méningite Virale

Spirochètes
	Toutes les étiologies possibles
	Hémorragie méningée

Ponction traumatique 

(éclaircissement sur 3 tubes)


	
	EXAMEN :      BACTERIOLOGIQUE DES LIQUIDES DE   PONCTION

	


	INDICATIONS

	Diagnostic d’une infection dans un site normalement stérile où dans lequel une infiltration a amené un épanchement liquidien pouvant héberger des bactéries susceptibles de s’y multiplier.



	PRELEVEMENT

	Echantillon :    Liquide de ponction articulaire

                          Liquide pleurale

                          Liquide d’ascite

                          Ponctions diverses (péricardique)

Acte médical

Prélèvement par ponction dans des conditions d’asepsie chirurgicale

Matériel

      Gants stériles 

      Compresses stériles – Eau stérile

      Antiseptiques : Bétadine SCRUB® et Bétadine Alcoolique® (si intolérance : Hibiscrub® et Biseptine®)

      Aiguilles de prélèvement 

      seringue stérile

      tube citraté (bleu ciel)
Technique
     Détersion avec Bétadine SCRUB®

     Rinçage avec une compresse imbibée d’eau stérile

     Séchage avec une compresse stérile

     Désinfection avec Bétadine Alcoolique®

     Laisser sécher

     Réaliser Ponction , receuillir 5 ou 10 ml, remplir avec la seringue le tube citraté jusqu’à la limite indiquée sur le tube et       obturer la seringue avec un bouchon LL stérile.

Transmission rapide (< à 30 mn) à température ambiante de la seringue et du tube citraté.



	 INTERPRETATION

	Toute bactérie isolée sera considérée comme potentiellement pathogène. 

L’interprétation est parfois plus délicate quand les bactéries isolées sont des commensales de la peau. Elle devra prendre en compte la cytologie, l’examen direct et le résultat des cultures. 

Pour les liquides articulaires un résultat positif de la culture est très en faveur d’une infection, un résultat négatif ne l’exclut pas.

INTERET DU DOSAGE DES PROTIDES :



< 30 gr/l
:
Transsudat

> 30 gr/l
:
Exsudat




INTERPRETATION DES RESULTATS D’UN LIQUIDE ARTICULAIRE

	NORMAL
	Clair                  Visqueux                         GB < 200/mm3                                    Stérile



	MECANIQUE
	Jaune Pale       Visqueux                         GB < 2 000/mm3      PN < 30%         Stérile



	INFLAMMATOIRE
	Trouble             Fluide                             GB > 2 000/mm3      PN > 50%         Stérile

                                                                       moy : 12 000                       moy : 65%



	SEPTIQUE
	Purulent           Fluide                             GB > 2 000/mm3      PN > 50%         Culture ++

                                                                       moy : 50 000                      moy : 95 %



	MICROCRISTALLINE
	Trouble             Fluide                             GB > 2 000/mm3      PN > 50 %       Cristaux ++

                                                                       moy : 16 000                      moy : 85 %



	HEMORRAGIQUE
	Hématique, Xanthochromique            GR > 10 000/mm3
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	PRELEVEMENT VAGINAL et ENDOCERVICAL

	


	Indication

	- Prélèvement vaginal : Signes d’infection vaginale avec ou sans contexte de MST, avec ou sans suspicion d’infection utero-annexielle, dépistage systématique des bactéries vaginales à haut risque infectieux materno-fœtal (BVHRI*) et néonatal ou dépistage dans le cadre de rupture prématurée des membranes, menace d’accouchement prématuré, fièvre maternelle

 - Prélèvement endocervical : contexte de MST (gonocoque, chlamydia), suspicion d’infection utero-annexielle, suspicion de chorioamniotite, rupture prématurée de membrane, menace d’accouchement prématuré 

* BVHRI : Strepto B, E.Coli, Strepto A, …

	Technique de prélèvement et conditions d’acheminement

	· Matériel :

spéculum à usage unique, de taille adaptée

gants

pince longuette

compresses stériles

antiseptique type Bétadine  ou Dakin
sérum physiologique

écouvillon coton alginate (gonocoque et autres bactéries « banales »), dacron (chlamydia, mycoplasmes) +/- milieu de transport (non indispensable si transport immédiat)

Pour la recherche de Chlamydia trachomatis  milieu de transport spécial PCR

· Technique

· Patiente en position gynécologique, prélèvement effectué sous spéculum sans lubrifiant avec un éclairage adapté ; 

· Ecouvillonner les sécrétions au niveau des culs de sac, exocol et parois vaginales ; 2 écouvillons (1 pour le Gram, 1 pour les milieux de culture). La recherche de streptocoque du groupe B entre 35 et 37 semaines de grossesse doit faire l’objet d’une prescription spécifique « Dépistage de SGB » . Le prélèvement s’effectue comme la recherche de bactéries à haut risque infectieux néonatal sur un seul écouvillon pour culture uniquement, par balayage des parois vaginales en insistant sur le 1/3 inférieur du vagin jusqu’au vestibule (recommandations ANAES 2001)

· Cas particulier du prélèvement endocervical : nettoyage de l’exocol (pince longuette et compresse imbibée d’un antiseptique suivi d’un rinçage au sérum physiologique) ; prélever le canal endocervical avec les écouvillons par frottement léger et prolongé, un écouvillon par germe recherché (pour chlamydia trachomatis déchargé dans le milieu spécial). Il est primordial de s’assurer de l’absence de contamination du prélèvement par la flore vaginale afin que ce prélèvement soit informatif dès qu’il s’agit d’une suspicion d’infection haute ou de chorioamniotite.

· Noter l’aspect des éventuelles lésions et de la leucorrhée (en particulier l’aspect et l’odeur évocateurs d’une vaginose ou d’une candidose).

· Transmission : < à 2 heures à 20°C (15 min pour Trichomonas , 1h pour gonocoque)

                               48h sur milieu de transport 

	Interprétation

	Les renseignements cliniques et épidémiologiques, l’aspect des lésions et leur localisation observés au cours du prélèvement sont indispensables à l’orientation du diagnostic bactériologique.

- Examen macroscopique : aspect des sécrétions, couleur, odeur, pH ; sécrétions grisâtres avec odeur d’amines de poisson et pH > 4,5 évoquent une vaginose

- Examen à l’état frais entre lame et lamelle : abondance des cellules et polynucléaires: permet de conclure sur l’aspect inflammatoire ou non du frottis.

Diagnostic des mycoses : par mise en évidence de levures ou filaments sur un frottis non inflammatoire. Diagnostic d’infection à Trichomonas vaginalis : par observation du parasite sur un frottis inflammatoire
- Gram +/- coloration cytologique : présence de polynucléaires, abondance de la flore de Doderlein, présence de levures, description des différents morphotypes bactériens.

Classification de Spiegel selon l’aspect au Gram :

Grade I = large prédominance de lactobacilles = flore normale ;

Grade II = équilibre entre les lactobacilles et les autres morphotypes = flore intermédiaire ;

Grade III = disparition ou diminution des lactobacilles et prolifération des autres morphotypes = flore de vaginose

Diagnostic de vaginose : se fait sur le Gram par observation d’une prolifération bactérienne massive et polymorphe, sur frottis non inflammatoire

Diagnostic d’infection à Trichomonas vaginalis : flore d’accompagnement de type vaginose ou monomicrobienne : ne pas identifier les bactéries observées sauf si présence d’une BVHRI chez une femme enceinte

Diagnostic de vaginite bactérienne : rare chez la femme en période d’activité ovarienne, concerne la petite fille ou la femme ménopausée ; à l’état frais et au Gram, frottis inflammatoire, flore monomorphe (cocci gram positif, bacilles gram négatif)

- Cultures
Pour le dépistage systématique de S. agalactiae à 35-37 semaines de grossesse, les recommandations de l’ANAES indiquent l’utilisation de la gélose au sang ensemencée en quadrant (nombre de cadrans dans lesquels on observe une culture bactérienne)

Mycoses : l’isolement de levures à la culture avec un examen direct négatif, quelle que soit la densité apparente de la culture, définit le portage.

Les cultures seront examinées à 24 et 48h puis 5j en cas de suspicion de gonococcie ou d’infections utéro-annexielles.

Le prélèvement vaginal a pour but de diagnostiquer les mycoses, T. vaginalis et les vaginoses bactériennes et de rechercher les bactéries à risque materno-fœtal et néonatal chez la femme enceinte.

Le prélèvement endocervical a deux objectifs : rechercher l’étiologie d’une endocervicite dans un contexte d’IST (Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis) et rechercher l’étiologie d’une infection utéro-annexielle ou d’une chorioamniotite. 

Présence de Neisseria gonorrhoeae ou présence d’assez nombreuses colonies d’une seule espèce bactérienne : poursuivre identification et antibiogramme.

Présence de 2 voire 3 espèces bactériennes bien différenciées : interprétable qu’en fonction des renseignements cliniques ; si forte suspicion clinique, poursuivre identifications et antibiogrammes.

Dans les cas difficiles, confronter les prélèvements cervicaux et endo-utérins en donnant plus de poids à ces derniers.  
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	Aspiration gastrique du

Nouveau Né à la naissance


	


	Indication

	· Pas d’aspiration gastrique systématique sauf :
· Suspicion de  Chorioamniotites

· Prématurité < 37 semaines

· Rupture Poche des eaux > 8 h

· Rupture prématurée des membranes avant 37 semaines

· Fièvre maternelle pendant le travail

· ATCD Inf materno-foetal à strepto B, portage vaginal strepto B et bactériurie à strepto B pdt la grossesse

· Souffrance fœtal, détresse respiratoire ou NN Symptomatique 

	Technique de prélèvement et conditions d’acheminement

	Prendre une sonde stérile reliée à un réservoir stérile 

Régler l’aspiration à moins de100 mmHg

Faire une friction hydroalcoolique et mettre des gants stériles

Introduire la sonde n°8 ou n°10 par la bouche

Aspirer en retirant la sonde (environ 10cc)

Fermer le réservoir et le transporter au laboratoire à température ambiante dans l'heure (si possible) qui suit la naissance et examinés dans les meilleurs délais.



	interprétation

	Les bactéries à haut risque pathogène sont Listéria, strepto A et B, haemophilus, pneumocoque 

Pour les autres bactéries la présence massive d’un seul type de bactérie est à considérer comme à haut risque d’infection.La présence d'une flore abondante et variée doit faire craindre une contamination liée à un prélèvement trop tardif ou à de mauvaises conditions d'acheminement. L'examen direct du liquide gastrique est primordial pour interpréter les autres résultats bactériologiques.
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	Ecouvillonnage du conduit auditif

et de la muqueuse buccale
	


	Indication

	· Pas de prélèvements périphériques systématiques sauf :
· Suspicion de  Chorioamniotites

· Prématurité < 37 semaines

· Rupture Poche des eaux > 8 h

· Rupture prématurée des membranes avant 37 semaines

· Fièvre maternelle pendant le travail

· ATCD Inf materno-foetal à strepto B, portage vaginal strepto B et bactériurie à strepto B pdt la grossesse

· Souffrance fœtal, détresse respiratoire ou NN Symptomatique 

	Technique de prélèvement et conditions d’acheminement

	Prendre deux écouvillons stériles

Faire une friction hydro alcoolique et mettre des gants non stériles 

Ecouvillonner le  pavillon puis reprendre un autre écouvillon pour les muqueuses buccales

Refermer les écouvillons puis les acheminer au laboratoire



	interprétation

	Ces prélèvements sont fréquemment contaminés par la flore vaginale de la mère ou/et la flore cutanée et de l'environnement. 

Les bactéries à haut risque pathogène sont Listéria, strepto A et B, haemophilus, pneumocoque 

Pour les autres bactéries la présence massive d’un seul type de bactérie est à considérer comme à haut risque d’infection.La présence d'une flore abondante et variée doit faire craindre une contamination liée à un prélèvement trop tardif ou à de mauvaises conditions d'acheminement. L'examen direct du liquide gastrique est primordial pour interpréter les autres résultats bactériologiques.
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	Prélèvement du placenta


	


	Indication

	· toxoplasmose et rubéole maternelle
· En cas de chikungunya
· Chorioamniotite
· Souffrance fœtal in utero
· Hyperthermie pendant le travail
· Signe d’appel échographique
· Totalité du placenta si :HTA – Eclampsie- hématome retro-placentaire – toxoplasmose


	Technique de prélèvement et conditions d’acheminement

	· Ecouvillonnage de la face fœtal et de la face maternelle

· Carottage si lésion visible du placenta (à l'aide d'un bistouri stérile, de préférence dans une zone d'aspect macroscopique anormal) et le placer dans un bocal stérile  (pots à ECBU)

· Examen de la totalité  du placenta : mettre le placenta dans un flacon anapath

· Acheminer au laboratoire (Si l'acheminement est différé, il faut conserver l'échantillon à + 4°C)

	interprétation
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