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Introduction

Lecholéraet la dysenterie ont affligé I’ humanité pendant des siecles. Les
épidémies ainsi causées ont marqué le destin des pays, alourdissant les pertes
dues aux guerres. Dans la mgjeure partie du monde, le choléra et |a dysenterie
€épidémiques sont devenus de plus en plus rares, mais, depuis une dizaine
d’années, ces deux maladies ont fait leur réapparition dans un grand nombre de
pays en voie de dével oppement et contribuent al’ augmentation significative de
lamorbidité et de lamortalité.

Seuls quel ques pathogenes peuvent étre la cause de diarrhées épidémiques
mais un grand nombre d’ entre eux peuvent entrainer une diarrhée sporadique.
Dans les pays en développement, deux agents étiologiques sont responsables de
lamajorité des diarrhées épidémiques : V. cholerae O1 toxinogéne qui est a
I’ origine des épidémies de diarrhées aqueuses et Shigella dysenteriae type 1,
causant des épidémies de diarrhées sanglantes. Récemment, deux nouvealix
organismes al’ origine de diarrhées épidémiques ont fait leur apparition, V.
cholerae 0139 qui engendre des diarrhées aqueuses et Escherichia coli
0157:H7 qui est al’ origine de diarrhées sanglantes. Ce dernier agent est trés
courant et ce, uniquement dans les pays développés.

Le présent manuel se concentre sur |’ épidémiologie de ces quatre organismes
et les méthodes de laboratoire utilisées pour les identifier et tester la résistance
aux antimicrobiens dans un contexte épidémique. Ce recueil présente des
techniques et une méthodol ogie d’ éude en laboratoire qui fournira une informa-
tion exacte et utile pour lutter contre I’ épidémie tout en utilisant un minimum de
ressources. || accorde une place importante a la coordination des activités du
microbiologiste et de |’ épidémiol ogiste afin d’ obtenir une information utile pour
I’ élaboration d’un protocole de traitement efficace face a ces maladies
diarrhéiques épidémiques. Il préconise la mise en place d' éudes ciblées pour
identifier lesorganismesal’ origine del’ épidémie et leurs profils de sensibilité
aux antimicrobiens plutdt que de se fier & des informations aléatoires qui ne
permettent pas d’ établir un tableau représentatif de la situation.

Souvent, les pays qui doivent prendre des mesures face a une épidémie sont
ceux qui ont le moins de ressources. Par conséquent, le laboratoire de
microbiologie doit utiliser rationnellement sesfaibles ressources afin d’ avoir le
plus d'impact possible sur laréduction de la morbidité et de la mortalité pendant
une épidémie. Il existe souvent plusieurs manieres d’ identifier I’ organisme
causant I’ épidémie. Il est vrai que pour obtenir un petit avantage supplémentaire,
un investissement important en matériel et en temps est souvent nécessaire. Le
présent manuel s attache tout particuliérement a ce probléme. Les procédures
décritesici ne sont pas nouvelles et la plupart d’ entre elles sont méme utilisées
depuis des années. Mais elles ont été choisies surtout pour étudier des
spécimens provenant d’ épidémies plutét que pour un emploi courant dans un



laboratoire de microbiologie clinique. Ces procédures ainsi choisies permettent
de réduire la quantité de matériel nécessaire au laboratoire tout en délivrant
I'information la plus utile qui soit, et ce avec e minimum de moyens.
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Chapitre 1
Réle des laboratoires cliniques en santé publique

A. Diarrhée épidémique

Les deux types les plus courants de diarrhée épidémique dans le Tiers Monde
sont la diarrhée aqueuse causée par V. cholerae sérogroupe OL1 et la diarrhée
sanglante causée par Shigella dysenteriae sérotype 1 (Sd1). Ce chapitre présente
une vue d’ ensemble des organismes qui sont al’ origine de la dysenterie et du
chol éra épidémiques. Laconnaissance del’ épidémiologie et de |a présentation
clinigue de ces organismes permettra de mieux saisir le bien-fondé des
procédures au cours des chapitres suivants.

1. Choléra épidémique

Le choléra est une maladie diarrhéique sécrétoire causée par des souches de
V. cholerae produisant une entérotoxine. Plus de 150 groupes sérologiques de V.
cholerae ont été identifiés mais, pendant des décennies entieres, on ne
connaissait que V. cholerae O1 toxinogéne comme cause du choléra épidémique.
Apres une épidémie importante en Asie en 1992 et en 1993, on s’ est rendu
compte que le groupe sérologique V. cholerae O139 pouvait déclencher des
épidémies similaires acelles qui avaient été causées par V. cholerae O1. Dansles
directives de |’ Organisation Mondiale de la Santé (OMS), V. cholerae O1 et
0139 sont désormais classés comme causes reconnues du choléra en doivent
étre notifiés de la méme maniére. Des souches de V. cholerae non O1 et non
0139 peuvent étre sources de maladies mais ne posent pas e méme probleme de
santé publigque gque les groupes sérologiques O1 et O139.

Des détails supplémentaires sur I’ épidémiologie, |es antécédents historiques,
les manifestations cliniques et le traitement du choléra sont présentés au chapitre
5.

2. Dysenterie épidémique

Ladysenterie, définie comme une diarrhée avec du sang visible dans les
selles, peut étre causée par de nombreux organismes différents dont Shigella
spp., E. coli O157:H7 entérohémorragiques, Campylobacter jejuni, E. coli
entéro-envahissants (ou entéro-invasifs), Salmonella spp. et plus rarement
Entamoeba histolytica. Parmi ces organismes, les seuls connus pour causer de
graves épidémies sont les especes Shigella dysenteriae type 1 (Sdl) et, avec une
fréguence nettement moins importante, E. coli O157:H7. Pour des détails
supplémentaires sur |’ épidémiologie, les manifestations cliniques et le traitement
de I'infection & Sd1, se reporter au chapitre 3.

Bien gu’elle soit rare, E. histolytica, une espéce d' amibe parasitaire, n'en
mérite pas moins qu’on lui préte attention. E. histolytica est une cause
occasionnelle de dysenterie, surtout chez les jeunes adultes, mais elle ne cause
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pas d’ épidémie. Toutefois I’ infection asymptomatique a E. histolytica est
fréguente dans les pays en développement, pouvant atteindre jusqu’ a 10% des
personnes saines. L’ examen des échantillons doit étre réalisé par un expert en
microscopie car il s agit de faire une distinction entre cet organisme, les amibes
non pathogenes et les globules blancs qui sont parfois confondus avec des
trophozoites amibiens. Dans certaines épidémies de dysenterie imputables a Sd1,
E. histolytica a été identifié et, au départ, on pensait que cet organisme était
effectivement la cause de la flambée de cas. A cause de ce diagnostic incorrect,
des personnes souffrant de dysenterie ont été traitées avec des antiamibiens, ce
gui a engendré une transmission continue de Sd1 et une mortalité excessive que
I’on aurait pu éviter. Le fait de trouver E. histolytica dans des selles sanglantes
pendant une épidémie de dysenterie ne signifie pas que ¢’ est la cause de

I’ épidémie ni méme d’ailleurs que ¢’ est la cause de la dysenterie chez un patient
prisindividuellement.

E. coli 0157:H7 a déclenché au moins une flambée de cas de dysenterie en
Afrique australe. On pense qu'il en a causé d' autres, maisil n’existe pas de
preuves microbiologiques pour le confirmer. E. coli O157:H7 est traité dans ce
manuel pour que les agents de laboratoire aient connaissance de cet organisme et
soient en mesure, le cas échéant, de I’identifier. En effet, il peut a nouveau
émerger et provoquer d’ autres épidémies et les laboratoires doivent y étre
préparés.

Des détails supplémentaires sur I’ épidémiol ogie, |es antécédents historiques,
les manifestations cliniques et le traitement de Sd1 sont présentés au chapitre 7.

B. Rble des laboratoires en santé publique

Leslaboratoires cliniques jouent un rdle de plus en plus important au niveau
de la santé publique au moment des épidémies. Dans un contexte épidémique, il
peut n’exister danstel ou tel pays qu’ un seul |aboratoire capable de fournir
rapidement I’ information nécessaire pour amener la bonne stratégie de prise en
charge d'une épidémie. Dans des pays aux ressources plus rares, le rle du
laboratoire est d utiliser ces ressources pour fournir la meilleure information
possible pour cette stratégie de prise en charge plutdt que de se concentrer sur
le diagnostic des cas individuels des divers patients. Lors d’ une épidémie de
choléra ou de dysenterie, le laboratoire assume quatre roles majeurs:

* ldentificationinitialedel’ agent étiologiquedel’ épidémie

» Détermination initiale des profils de sensibilité aux agents antimicrobiens

* Suivi des changements dans les profils de sensibilité aux agents

antimicrobiens

» Détermination deladurée et de |’ é&tendue géographique del’ épidémie

L’ Organisation Mondiale de la Santé (OMS) recommande aux pays a risgue
de mettre en cauvre un comité de lutte contre |’ épidémie. Comme |e laboratoire
joue un réle important au niveau de |’ identification de |’ agent causal de
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I’ épidémie et des mesures de |utte contre celles-ci, il faudra prévoir la présence
d’un microbiologiste au sein du comité de lutte contre I’ épidémie.

1. Identification initiale de I'agent étiologique de I'épidémie
Préparation/réseau de laboratoires

Le premier rdle qui incombe a un laboratoire est de se préparer al’ épidémie
dans les pays arisque d’ épidémie de dysenterie ou de choléra. Celasignifie qu'il
doit notamment disposer de I’ équipement (ou avoir acces facilement a cet
équipement) nécessaire pour identifier V. cholerae 01/0139 et Shigella. Les
Annexes A et B de ce manuel établissent une liste des fournitures de laboratoire
indispensables pour I'isolement, I’ identification et les tests de résistance aux
antimicrobiens. Il convient de créer un réseau national de laboratoires de santé
publique (voir Annexe C). Tous les pays devraient étre équipés au moinsd' un
laboratoire national ou central capable d'identifier V. cholerae et Shigella spp.,
de déterminer la sensibilité aux antimicrobiens et d' envoyer des souches a un
laboratoire de référence international (Annexe D).

Afin de déterminer de maniere exacte et reproductible les profils de résistance
aux antimicrobiens des pathogéenes bactériens, un laboratoire doit investir pour
s équiper de I'infrastructure adéquate. Ces investissements sont les suivants :
approvisionnement régulier en matériel et en fournitures nécessaires pour réaliser
lestests ; personnel qualifié, approprié, possédant I’ expérience pour réaliser les
tests et disposant du temps nécessaire, du matériel et des fournitures pour
maintenir son expertise ; contréle de qualité du personnel, des fournitures et des
réactifs. Les épreuves de sensibilité aux antimicrobiens faisant appel a une
importante utilisation des ressources, I’ OM S recommande de réaliser les
épreuves de résistance aux antimicrobiens seulement dans un ou deux
laboratoires du pays. Les laboratoires périphériques peuvent effectuer un
premier travail d'isolement de Vibrio spp. ou Shigella spp. et ensuite les faire
parvenir au laboratoire central ou national pour une confirmation finale et une
détermination de la sensibilité aux antimicrobiens. Les|aboratoires périphériques
peuvent également réaliser des études ciblées pour déterminer la nature des
agents étiol ogiques responsables de |’ épidémie. Leslaboratoires de premier
niveau devraient disposer de milieux de transport et de |’ équipement nécessaire
pour envoyer les spécimens au laboratoire de niveau supérieur ou au laboratoire
central.

Diagnostic des épidémies

Si I on suspecte une épidémie, le laboratoire déterminerale germe qui en est
responsable et sa sensibilité aux antimicrobiens. Une épidémie peut étre
suspectée a partir de bases cliniques : par exemple, le systeme de surveillance
fondé sur le diagnostic clinique de la diarrhée peut noter une augmentation des
cas de diarrhée. Le |laboratoire devra étre mobilisé dés que possible pour identi-
fier I’ agent responsable. Tout cela n’est possible que s'il existe une bonne
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communication entre le laboratoire, les épidémiol ogistes, lescliniciens et les
agents des services sanitaires.

Il arrive que le laboratoire soit e premier a suspecter une épidémie. Les
techniciens du laboratoire notent un accroissement du nombre d’' examens de
selles demandés, de la proportion de spécimens de selles contenant du sang ou la
présence d’'un nouveau germe. Si un technicien de laboratoire suspecte une
épidémie, il doit contacter au plus vitelescliniciens et les autorités sanitaires
compétentes.

Unefois que le germe responsable de I’ épidémie a ééidentifié, il n'est pas
nécessaire d’ examiner un nombre important de spécimens de selles. Les patients
peuvent étre traités en fonction de leurs syndromes.

Diagnostic d’ une épidémie de dysenterie

Lorsgu’ on soupgonne une épidémie de dysenterie, la cause la plus courante
dans la plupart des pays est Sd1. Lors d’ une flambée de cas ou d' une épidémie
de dysenterie, Sd1 seraisolé bien plus souvent que les autres organismes
responsables de la dysenterie. Par conséguent, le laboratoire doit utiliser
raisonnablement ses ressources et, selon les directives de I’OMS, une fois que le
réle de Sd1 visavis de |’ épidémie est confirmé, les patients atteints de
dysenterie qui viennent consulter dans les services de santé devront étre traités
initialement comme s'ils étaient infectés par Sd1. Aussi, N’ est-il pas nécessaire
pour le laboratoire d’ examiner les selles de tous ces patients, ce qui serait un
gaspillage de ressources. I vaut mieux prélever des spécimens d’ un petit groupe
de patients pendant une épidémie ou de conduire une surveillance périodique des
microorganismes en cause dans la dysenterie (voir ci-apres).

Si Sd1 n'est pasisolé, le laboratoire doit faire des tests de détection de E. coli
0157:H7. Si aucun de ces germes n’est isolé, des mesures doivent étre prises
pour envoyer les spécimens de selles a un laboratoire de référence.

Outre Sd1 et E. coli O157:H7, un certain nombre d’ organismes contribuent,
dans des proportions plus ou moins grandes, ala morbidité liée aux dysenteries
dans un pays. Les principal es causes de dysenterie varient selon le lieu
géographique et |a période de I’ année. Des pics saisonniers peuvent se produire
et refléter des changements dans les proportions des divers organismes
responsables. |l serait bon pour les laboratoires d’ effectuer des enquétes
périodiques sur les organismes responsables de dysenterie afin de suivre les
profils de sensibilité aux agents antimicrobiens et ainsi, d’ aider les cliniciens et
les responsables de |a santé publique a formuler des directives rationnelles pour
le traitement empirique. L' Annexe E contient les procédures a suivre pour
réaliser de telles enquétes.
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Diagnostic d’'une épidémie de choléra

Si I’ on soupgonne une épidémie de choléra, la cause la plus courante a
rechercher est V. cholerae O1. Si V. cholerae Ol n'est pasisolé, aorsle
laboratoire doit faire des tests de détection de V. cholerae O139. Si aucun de ces
organismes n'est isolé, il faut envoyer les spécimens de selles a un laboratoire de
référence.

L’infection causée par V. cholerae O139 doit étre traitée et notifiée dela
méme maniere que celle qui a été causée par V. cholerae O1. Les maladies
diarrhéiques connexes doivent étre appel ées choléra et doivent étre notifiées
comme cas de choléra aupres des autorités sanitaires compétentes.

2. Détermination des profils de sensibilité aux antimicrobiens
des germes responsables de I'épidémie

Il faut tester la sensibilité aux antibiotiques sur les 30 a 50 premiers germes
identifiés par le laboratoire en début d’' épidémie. Ce nombre permettra de
dégager une information suffisante pour formuler la stratégie de traitement.
Ensuite, le laboratoire devra effectuer des enquétes périodiques pour détecter les
changements des profils de résistance aux antimicrobiens (voir Annexe E).

Lelaboratoire ne devrait pas tester d’ antimicrobiens non disponibles dansle
pays ou non recommandés par I'OMS comme efficaces pour traiter le choléra
ou la dysenterie (voir chapitres 3 et 5). De plus, si pendant la premiére série
d' examens, tous les germes sont résistants & un antimicrobien donné (par
exemple, résistance de Sd1 al’ ampicilline ou au sulfaméthoxazol e-
triméthoprime), il est inutile de retester cet antimicrobien ultérieurement.

Une fois les germes isolés et les profils de résistance aux antimicrobiens
testés, ces résultats devront étre communiqués aussi rapidement que possible
alx services nationaux de santé et d’ épidémiologie. En effet, ils seront utilisés
pour orienter les choix concernant la stratégie thérapeutique.

Il est utile d’ envoyer de 10 a 20 isolements initiaux aun laboratoire de
référence international pour confirmation de I’ identification et des profils de
résistance aux antimicrobiens (Annexe D).

3. Suivi des modifications dans la sensibilité aux antimicrobiens

Au coursdel’évolution del’ épidémie, il faudraréaliser des enquétes
périodiques sur 30 a 50 isolements de I’ organisme épidémique pour détecter des
changements dans les profils de résistance aux antimicrobiens du germe
responsable de I’ épidémie. Ces études doivent étre faites soit bimestriellement
soit semestriellement, selon les conditions et les ressources. Tout changement
remarqué doit é&tre communiqué aux services d’ épidémiologie et de santé
publique afin que la politique de traitement par antimicrobiens soit modifiée. Si
les changements sont importants, il est utile d’ envoyer les souches a un
laboratoire de référence international pour confirmation (Annexe D).
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4. Définition de la durée de I'épidémie

Lelaboratoire peut aider a déterminer lafin del’ épidémie, en particulier
lorsqu’il s'agit de choléra. Au cours d'une épidémie, le nombre de cas peut
diminuer pour différentes raisons : variation saisonniére, transition vers un état
endémique ou disparition du choléra d’ une zone. L e choléra peut disparaitre
presgue entiérement lorsqu’il fait froid et réapparaitre quand la chaleur revient.
Lelaboratoire peut aider a déterminer si |’ épidémie a effectivement prisfin en
analysant périodiquement des échantillons de selles provenant de patients atteints
de diarrhée agueuse aigué. Pour qu’ une région soit déclarée exempte de choléra
par I'OMS, il faut qu’ une période d’incubation d' une durée totale de 10 jours se
soit écoul ée avec absence de traces de V. cholerae O1/0139. Mais, étant donné
les variations saisonniéres, il faut maintenir la surveillance pendant au moins 12
mois.

L a dysenterie épidémique varie également selon les saisons. Le laboratoire
peut analyser périodiquement les échantillons de selles provenant de patients
souffrant de cette maladie pour déterminer si Sd1 est toujours présent dans une
zone donnée.

5. Autres fonctions d'un laboratoire pendant une épidémie

Outre les principales fonctions citées ci-dessus, le laboratoire peut soutenir
d’ autres activités se rapportant al’ épidémie.
Etudes épidémiologiques

Parfois, le laboratoire pourra apporter une contribution lors d’ une enquéte
épidémiologique nécessitant laréalisation d’ études en laboratoire. Combinant
des données épidémiol ogiques et biologiques, les études sur les modes de
transmission ou sur les facteurs de risque de la maladie peuvent étre plus
précises et dégager une information utile pour lutter contre |’ épidémie.

Définir I'ampleur de I'épidémie et améliorer les données de surveil-
lance

Les cultures effectuées chez un certain nombre de patients qui répondent ala
définition d’ un cas pendant une épidémie peuvent déterminer lavaleur prédictive
de cette définition. De telles études confirmeront I’ exactitude de la définition des
cas utilisée pour la surveillance et brosseront un tableau plus exact de I’ampleur
del’ épidémie.

De plus, lelaboratoire devra probablement intervenir pour soutenir d' autres
activités, par exemple le suivi environnemental de V. cholerae 01/0139. Ces
demandes peuvent obérer |es ressources du laboratoire ; il est donc important
que le microbiol ogiste participe ala prise de décisions afin de déterminer si le
laboratoire dispose des capacités nécessaires et S'il s agit effectivement d’un
emploi judicieux de ses ressources.
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Chapitre 2

Prélevement et transport des échantillons de

matieres fécales
Les échantillons de matiéres fécales devront étre prélevés lors des premiers
stades d’ une maladie entérique, quand les pathogéenes sont généralement

présents en nombre élevé dans les selles et avant que les antibiotiques ne soient
administrés (Tableau 2-1).

Tableau 2-1. Prélévement et transport des échantillons pour le diagnostic de

laboratoire

Quand faut-il faire
les prélévements

Comment faut-il
prélever

Milieu de transport

Conservation aprés
prélévement

Transport

Quand le patient aladiarrhée, désquela

mal adie commence (de préférence pendant les 4 jours
suivant le début de lamaladie) et avant que le traitement
par antibiotiques ne soit administré.

Ecouvillonnage rectal ou écouvillon de selles
fraiches dans le milieu de transport.

Cary-Blair ou autre milieu de transport approprié (pour V.
cholerae, NE PAS UTILISER de soluté salin tamponné
glycérolé).

Réfrigérer a4°C si les échantillons sont regus par le
|aboratoire dans les 48 heures, sinon congeler a

-70°C. Les échantillons de patients que I’ on pense atteints
de choléra peuvent étre transportés a température
ambiante et gardés plus longtemps si nécessaire, maisil
vaut mieux que les selles soient réfrigérées pendant le
transport.

Fermer les tubes/récipients pour éviter les fuites ; les
placer dans des récipients hermétiques pour les protéger
de la glace humide ou séche. Envoyer dans des boites
étanches contenant de la glace (seche ou humide) par
service postal rapide.

Des spécimensde selles ou d’ écouvillonnage rectal devront étre prélevésaupres
de 10 a 20 personnes répondant aux conditions suivantes :

* Avoir une diarrhée aqueuse (choléra) ou une diarrhée sanglante
(dysenterie) au moment du prélévement
* Ledébut de lamaladie remonte a moins de 4 jours avant la collecte des

échantillons

* Le patient n’a pas encore commenceé de traitement antibiotique pour la
maladiediarrhéique
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A. Recueil des selles

Il faut recueillir les selles dans un récipient propre, sans résidus de
désinfectant ou de détergent et pourvu d'un couvercle bien adapté et
hermétique. Les échantillons ne doivent pas étre prélevés a partir des vidoirs
d’hopital (bassins de lit) car ils peuvent contenir des restes de désinfectants ou
d’ autres contaminants. Les échantillons de selles doivent étre réfrigérés si
possible et traités dans un délai maximum de deux heures aprés le prélevement.
Les échantillons qui ne peuvent pas étre traités dans les deux heures doivent étre
placés dans un milieu de transport et réfrigérés immédiatement.

1. Placer les échantillons de selles dans des milieux de trans-
port

On peut recueillir une petite quantité de matieres fécales en introduisant un
écouvillon dans|’ échantillon et en lui imprimant un mouvement de rotation. S
du mucus ou des lambeaux d’ épithélium sont présents, il faut toujours les
inclure dans le milieu de transport. Insérer immédiatement |’ écouvillon dansle
milieu de transport. (Ce milieu devra étre réfrigéré pendant une ou deux heures
si possible.) Introduire I’ écouvillon jusgu’ au fond du tube et couper la partie
supérieure de latige que les doigts ont touchée. Revisser a fond le bouchon et
placer le tube dans un réfrigérateur ou une glaciére.

2. Ecouvillonnage rectal

L’ écouvillonnage peut sefaire delamaniére suivante : humidifier I’ écouvillon
dans un milieu de transport stérile, I'introduire dans le sphincter rectal sur 2a 3

Figure 2-1. Le milieu de transport semi-solide de Cary-Blair
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cm (1-1,5 pouces), tourner et retirer. Vérifier la présence de traces de matieres
fécales sur I’ écouvillon. Insérer immédiatement I’ écouvillon dansle milieu de
transport réfrigéré tel que décrit dans le paragraphe ci-dessus et placer le tube
dans un réfrigérateur ou une glaciére.

Le nombre d’ écouvillons nécessaires a |’ ensemencement dépend du nombre
de boites de Petri a ensemencer. En général, si on cherche a détecter plusieurs
pathogenes, il faut collecter au moins deux échantillons de selles ou écouvillons
rectaux par patient et les deux écouvillons doivent étre insérés dansle méme
tube de milieu de transport.

3. Milieu de transport
Milieu de transport de Cary-Blair

Le milieu de transport de Cary-Blair peut étre utilisé pour le transport de
nombreux pathogénes entériques, notamment Shigella, V. cholerae et E. coli
0157:H7 (Figure 2-1). Sa consistance semi-solide permet un transport facile et
le milieu de Cary-Blair est stable et peut étre stocké aprés préparation, a
température ambiante pendant une durée maximale de un an dans des récipients
fermés hermétiquement. Son pH étant élevé (8,4), c'est le milieu de choix pour
le transport et la conservation de V. cholerae.

Préparation et contréle de qualité du milieu de Cary-Blair

Le préparer en suivant les instructions du fabricant. [Note : |l existe plusieurs
formules déshydratées de Cary-Blair disponibles dans le commerce. Certaines
demandent que I’ on gjoute du chlorure de calcium, d’ autres n’en ont pas besoin.
Le milieu de Cary-Blair peut également étre préparé a partir de produits séparés.]
Quand le milieu de Cary-Blair est préparé, il doit é&tre mis dans des récipients en
guantité suffisante pour que les écouvillons soient recouverts de 4 cm au moins
de milieu de transport. Par exemple, des quantités de 5 a 6 ml doivent étre
versées dans des tubes & bouchon vissé de 13 x 100 mm. Dévisser les bouchons
et les stériliser en les chauffant (ne pas mettre dans I’ autoclave) a 100°C pendant
15 minutes. Revisser |e capuchon apres stérilisation. Le milieu de Cary-Blair est
assez stable S'il est conservé dans des récipients fermés hermétiquement, dans
un endroit sec pour que le milieu ne se desseche pas. |l peut étre utilisé pendant
au maximum un an et tant que I’ on n’ observe pas de perte de volume, de
contamination ou de changement de couleur.

Autres milieux de transport

Lesmilieux Amies et Stuart sont d' autres milieux similaires a celui de Cary-
Blair. Ces deux milieux de transport sont acceptables pour Shigella et E. coli
0157:H7 maisils ne sont pas aussi bons que le Cary-Blair pour le transport de V.
cholerae.

L’ eau peptonée alcaline (APW) peut étre utilisée pour le transport de V.
cholerae pendant de bréves périodes mais ¢’ est un milieu de transport d’' une
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gualitéinférieureacelui de Cary-Blair et quel’ on utiliserauniquement si ce
dernier est indisponible. L' APW ne devrapas étre utilisée si |e repiquage est
différé de plus de 6 heures apres la réalisation du prélévement, car d’ autres
organismes et germes vont proliférer et masquer les vibrions.

Le soluté salin tamponné glycérolé (BGS) est un milieu de transport qui
convient pour Shigella spp., mais par contre, il est inapproprié pour le transport
de V. cholerae. Le BGS aun autre inconvénient, il ne peut étre utilisé que
pendant un mois aprés sa préparation et, comme ¢'est un milieu liquide, il aplus
de risque d’ étre répandu ou renversé pendant le transport.

4. Conservation des échantillons dans le milieu de transport

Si le milieu de transport doit étre gardé atempérature ambiante, il devrait étre
réfrigéré si possible pendant une ou deux heures avant son utilisation. Les
échantillons préservés dans le milieu de transport devraient étre réfrigérés
jusqu’ aleur traitement. Si les échantillons sont gardés au-delade 2 a 3 jours
avant d’ ére mis en culture, il vaut mieux les congeler immédiatement a-70°C.
Il sera éventuellement possible de récupérer des pathogenes d‘ échantillons
réfrigérés au plustard 7 jours aprés le prélévement, mais le rendement diminue
apres les deux premiers jours. |l est particulierement important de procéder a un
ensemencement rapide ou a une congélation immédiate dansle milieu Cary-Blair
pour I’isolement de Shigella qui est plus fragile que les autres organismes
entériques. Les échantillons de selles qui ont été collectés aupres de patients
atteints de choléra n’ont pas besoin d’ étre réfrigérés dans un milieu de transport
amoins qu'ils ne risquent d’ étre exposés a des températures élevées (>40° C).

5. Echantillons non préservés

Quand des milieux de transport ne sont pas disponibles, on peut, lorsque I’ on
suspecte la présence de V. cholerae, tremper du papier filtre, de la gaze ou du
coton dans les selles liquides puis les placer dans un sachet en plastique. Le
sachet doit étre hermétiquement fermé pour que I’ échantillon reste humide et ne
se desséche pas. L' adjonction de quelques gouttes de sérum physiologique
stérile dansle sachet aide amaintenir I’ échantillon humide. Laréfrigération de
I’ échantillon pendant |e transport est souhaitable, mais pas indispensable. Cette
méthode n’ est pas appropriée pour le transport de Shigella ou E. coli O157:H7
et c'est également un moyen moins efficace pour préserver V. cholerae.

B. Préparation des échantillons pour le transport

L es tubes contenant |es échantillons doivent porter une étiquette qui les
identifie clairement et qui indique le numéro del’ échantillon et si possiblele nom
du patient et la date du prélévement. |l faut inscrire les numéros sur la partie
dépolie du tube en utilisant un stylo indélébile. S'il n’ existe pas de partie dépolie,
inscrire I'information sur un ruban de sparadrap et le mettre sur le tube. Il faut
également inscrire I'information concernant le patient sur une fiche de données,
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joindre une copie de cette fiche aux échantillons et en conserver une. Un
exemple de fiche de données est présenté dans I’ Annexe F.

Si les tubes sont envoyés par voie aérienne, consultez les réglementations
afférentes al’ emballage qui sont présentées dans |a publication Dangerous
Goods Regulations (DGR). International Air Transport Association (1ATA). Ces
réglementations sont résumées au chapitre 13, « Emballage et expédition des
échantillons cliniques et agents étiologiques. » Mémesi les échantillons sont
envoyés par un autre moyen, ces réglementations sont d’ excellentes directives
pour emballer et préparer pour le transport tout matériel infectieux ou suscep-
tibledel’ étre.

1. Echantillons réfrigérés

Il serait préférable de transporter les échantillons réfrigérés au laboratoire en
les emballant dans une boite hermétiquement fermée contenant des pains
réfrigérés ou de laglace. S'il s'agit de glace humide, il faut placer les tubes ou
les containers dans des récipients hermétiques, par exemple des sacs en
plastique, pour protéger les échantillons de I’ eau quand la glace fond.

2. Echantillons congelés

Les échantillons congel és doivent étre transportés dans de la carboglace (ou
glace séche) en utilisant les mesures de précaution suivantes :

* Placer les tubes dans des récipients ou les envel opper dans du papier pour
les protéger de la glace. Le contact direct avec la carboglace peut briser les
tubes en verre.

* Si les échantillons ne sont pas encore mis dans des récipients hermétiques,
il faut les protéger du gaz carbonique en fermant les capuchons a fond ou
en mettant les tubes dans un sac en plastique qui sera hermétiquement
fermé avec de I’ adhésif. Le gaz carbonique vafaire baisser le pH du milieu
de transport et affecter la survie des organismes.

 Vérifier quelaglaciére est remplie de carboglace au minimum au tiers. Si
les échantillons sont envoyés par avion et si on utilise plus de 2 kg de
carboglace, il faut conclure des accords spéciaux avec la compagnie
aérienne. Les compagnies aériennes n’ acceptent que les paguets contenant
moins de 2 kg de carboglace.

* L’adresse doit étre marquée bien lisiblement avec le nom et e numéro de
téléphone du laboratoire de destination. 1l faut marquer en majuscules
ECHANTILLONSMEDICAUX URGENTS: APPELER L' EXPEDITEUR
A L' ARRIVEE, MAINTENIR REFRIGERE (ou CONGELE s tel est e
cas). Ne pas oublier de mettre toutes les étiquettes ou fiches nécessaires,
par exemple celles qui sont exigées par I'|ATA, al’ extérieur du paquet.
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Chapitre 3
Epidémiologie de la dysenterie bacillaire a
Shigella

Généralement, dans |es pays en développement, la dysenterie épidémique est
imputable a Shigella dysenteriae sérotype 1 (Sd1) qui est un pathogéne entérique
trés virulent et qui entraine une mortalité élevée. C'est la cause la plus courante
des grandes épidémies de dysenterie. Ces derniéres années, Sd1 a causé de telles
épidémies en Amérique centrale, en Asie du Sud et en Afrique centrale et
australe. L’ épidémie qui a sévi en Amérique centrale de 1969 a 1973 a causé plus
de 500 000 cas et 20 000 déces. L' épidémie en Afrique centrale et australe a
commenceé en 1979 affectant d’ abord I’ Est du Zaire, le Rwanda et e Burundi.
Au début des années 90, elle s est déplacée vers le Sud, touchant d’ abord la
Zambie, puisle Malawi, le Mozambique, le Zimbabwe et I’ Afrique du Sud. Une
nette augmentation du nombre de cas liée aux camps de réfugiés a été notée en
Afrique centrale en 1994.

A. Epidémiologie de la shigellose

Il existe quatre especes de Shigella : S. dysenteriae, S. flexneri, S boydii et S.
sonnei. Chacune de ces especes al’ exception de S. sonnel comporte plusieurs
sérotypes (Tableau 3-1). En général, S sonnei est plus courant dans les pays
développés et S. flexneri et S dysenteriae sont plus courants dans les pays en
voie de développement. Les proportions de chague organisme varient d’' un pays
aun autre. Sd1 se distingue des autres Shigella spp. de plusieurs maniéres:

» Seul Sd1 est la cause des grandes et longues endémies de dysenterie.

» Larésistance aux antimicrobiens se développe plus rapidement et plus
fréquemment avec Sd1 qu’avec d' autres especes de Shigella.

» L’infection par Sd1 est responsable de maladies plus graves, plus longues et
plus souvent mortelles que I'infection par d’ autres especes de Shigella.

Tableau 3-1. Especes et sérogroupes de Shigella

Espéeces Désignation du sérogroupe  Sérotypes
S. dysenteriae sérogroupe A 1-158°

S. flexneri sérogroupe B 1-6
S.boydii sérogroupe C 119

S. sonnei sérogroupe D 1

2 S. dysenteriae de type 1 a une signification spéciale car il est trés virulent et cause des
dysenteries endémiques ou épidémiques a forte mortalité. Un antisérum monovalent
(absorbé) est nécessaire pour identifier S. dysenteriae type 1.

b Des sérotypes supplémentaires ont été notifiés mais les antisérums spécifiques de ces
nouveaux sérotypes n'étaient pas disponibles sur le marché au moment de la mise sous
presse du présent manuel.
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B. Manifestations cliniques

Ladiarrhée sanglante (dysenterie) est la principal e caractéristique de
I"infection par Sd1. Shigella cause la dysenterie en envahissant et détruisant les
cellules qui tapissent I'intestin, causant une ulcération des muqueuses, des
exsudats inflammatoires hémorragiques et une diarrhée sanglante. Outre les
selles sanglantes, les patients souffrant de dysenterie ont souvent de lafiévre,
des crampes abdominales et des douleurs rectales. Cependant, la réponse
clinique al’ infection couvre une vaste gamme alant de ladiarrhée bénigne ala
diarrhée grave sanglante ou non. Dans presgue la moitié des cas, Shigella cause
une diarrhée aigué non sanglante qui ne peut pas étre distinguée cliniquement de
la diarrhée causée par d' autres pathogénes entériques. La sévérité des
symptdmes sembl e étre dose-dépendante. Des infections asymptomatiques
peuvent se présenter mais pas avec le méme ordre d’'importance que pour les
infections a V. cholerae O1. Il n’existe pas de porteur chronique bien que les
organismes puissent étre excrétés pendant plusieurs semaines. Les infections par
Sd1 sont souvent les plus graves ou fatales chez les jeunes enfants, les
personnes agées et celles qui souffrent de malnutrition. Bien que la plupart des
patients se remettent sans complications en I’ espace d’ une semaine, une diarrhée
persistante peut occasionnellement s'installer.

Les infections par Sd1 sont parfois accompagnées de complications telles que
des convulsions, une septicémie, un prolapsus rectal, un mégacolon toxique.
Une complication plus fréquente est le syndrome hémolytique et urémique
(HUS) caractérisé par latriade classique de I’ anémie hémolytique, la
thrombopénie et I’ insuffisance rénale. HUS peut étre bénin avec une
récupération rapide ou peut étre grave et mener rapidement a |’ insuffisance
rénale ou alamort.

C. Traitement

Le principal traitement de I’ infection par Sd1 repose sur une thérapie
antimicrobienne appropriée, qui diminue le risque de complications graves et de
décés. D’ autres mesures doivent étre également utilisées.

L es agents antimicrobiens suivants sont recommandés actuellement par
I’OMS pour le traitement des infections a Sd1 :

» Ampicilline

* Sulfaméthoxazol e-triméthoprime
» Acidenalidixique

* Pivmecillinam
 Ciprofloxacine

» Norfloxacine

» Enoxacine

Le choix du traitement antimicrobien devra étre fait a partir d’ antibiogrammes
récents des souches Sd1 de la région ou des régions voisines si Sd1 est nouveau
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danslarégion (voir Annexe E). Lamise en place d' une stratégie de traitement
doit reposer sur les facteurs suivants : |’ agent antimicrobien choisi doit étre
efficace contre 80% au moins des souches locales Sd1, il doit étre administré
par voie buccale, il doit étre d’'un prix abordable et doit pouvoir étre obtenu
rapidement localement. Malheureusement, larésistance de Sd1 al’ ampicilline et
au sulfaméthoxazol e-triméthoprime est devenue assez répandue. L’ acide
nalidixique, utilisé auparavant comme médicament de réserve pour traiter la
shigellose, est actuellement |e médicament de choix dans la plupart des endraits,
bien que la résistance commence a se répandre un peu partout. La Pivmecillinam
(amidinopénicilline pivoxil) reste efficace pour la plupart des souches de Sd1
maisil est parfois difficile d’ obtenir le produit. Les fluoroguinolones
(ciprofloxacine, norfloxacine, enoxacine) ne devraient étre envisagées que si les
souches de Sd1 sont résistantes a |’ acide nalidixique. Les fluoroquinolones sont
souvent chéres et pas toujours faciles & obtenir.

Actuellement, les souches Sd1 sont généralement résistantes al’ ampicilline,
au sulfaméthoxazol e-triméthoprime, au métronidazole, ala streptomycine, auix
tétracyclines, au chloramphénicol, et aux sulfonamides. De plus, Sd1 semble
sensible a certains antimicrobiensin vitro mais |’ antimicrobien n’a pas
d’ efficacité documentée in vivo : nitrofuranes (nitrofurantoine, furazolidone),
aminoglycosides (gentamicine, kanamycine), céphal osporines de premiére et
deuxiéme générations (céphalexine, céfamandole) et amoxicilline.
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Chapitre 4
Isolement et identification de Shigella

L'isolement et I"identification de Shigella peuvent étre grandement améliorés
si on dispose de milieux de culture et de techniques optimales. Les méthodes
présentées ici sont de nature a économiser les ressources et permettent aux
techniciens de laboratoire de choisir dans une certaine mesure le protocole et les
milieux. Les laboratoires qui ne disposent pas de ressources suffisantes pour
utiliser les méthodes décrites dans ce chapitre devraient envoyer les échantillons
ou les souches a d' autres |aboratoires qui ont |" habitude de réaliser ces tech-
niques.

A. Méthodes d’'isolement

LaFigure 4-1 présente la procédure d'isolement de Shigella a partir des
échantillons de selles. Voir I’ Annexe B pour laliste de fournitures nécessaires a
I’identification en laboratoire de Shigella.

Pour un isolement optimal de Shigella, deux milieux sont généralement
recommandés : un milieu général faiblement sélectif, commelagélose
MacConkey (MAC) et une gélose plus sélective comme la gél ose xylose-lysine-
désoxycholate (XL D). La gélose désoxycholate-citrate (DCA) et la gélose
Hektoen entérique (HE) sont d’ autres aternatives ala gélose XLD en tant que
milieu de culture de sélectivité moyenne a forte. Ne pas utiliser 1a gélose SS
car elleinhibe fréquemment la culture de S. dysenteriae type 1.

Si les milieux sélectifs ou différentiels ne sont pas correctement préparés, les
réactions des organismes sur ces milieux peuvent étre affectées. Par
conséquent, il est utile de consulter la section D « Milieux pour I’isolement et
I"identification de Shigella » pour discuter de ces milieux, de leur préparation et
des souches utilisées pour contréler laqualité.

Il n’existe pas de techniques d’ enrichissement de Shigella meilleures que
I’ ensemencement direct du milieu pour fournir un taux de récupération optimal.

1. Inoculation de boites de Pétri contenant un milieu sélectif

Les échantillons devront étre ensemenceés aussi rapidement que possible dés
leur arrivée au laboratoire. Les boites de Pétri peuvent étre inocul ées avec une
seule goutte de selles liquides ou de suspension fécale. On peut également
utiliser un écouvillonnage rectal ou fécal. Si on |’ utilise pour inoculer des milieux
sélectifs, une surface d’ environ 2,5 cm (1 inch) de diametre est déposée sur les
boites de Pétri et I'inoculum doit étre ensemencé en stries (Figure 4-2). Des
milieux tres sélectifs tels que XLD demandent un ensemencement en stries
croisées plus fines que les milieux peu sélectifs. Quand on ensemence des
échantillons primaires sur une boite pour réaliser un isolement, il est important
d’ utiliser toute la surface de la gélose afin d’ augmenter les chances d’ obtenir
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des colonies bien isolées. Incuber ensuite les boites de Pétri pendant 18 424
heures a une température comprise entre 35 et 37°C.

spécimen
MAC et XLD
colonies incolores colonies rouges ou incolores
KIA ou TSI optionel:
— mobilité
K/A-* immobile
sérologie A1
+ -
sérologie B
+ -
sérologie D
+ -
\ 4 v l
Test de sensibilité aux antimicrobiens
* K = alcalin (rouge) ; A = acide (jaune) ; - = pas de production d’'H,S

Figure 4-1. Procédure d'isolement de Shigella a partir d'un échantillon de selles
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inoculum

chevauchement

chevauchement

Figure 4-2. Méthode d’ensemencement d’'une boite pour l'isolement de Shigella

2. Isolement lors d’'une suspicion de Shigella

Apres incubation, noter la quantité et le type de culture (fermentant le lactose
ou ne le fermentant pas) sur chaque isolement et ce pour chaque échantillon du
patient (un exemple de fiche est présenté sur la Figure 4-3). Les colonies de
Shigella sur MAC apparaissent comme des colonies convexes incolores d’ un
diamétre de 2 a3 mm environ. Les colonies de S. dysenteriae 1 peuvent étre
plus petites (Tableau 4-1). Les colonies de Shigella sur la gélose XLD sont des
colonies lisses et transparentes, de couleur rose ou rouge avec un diamétre de 1
a2 mm. Les colonies de S. dysenteriae 1 sont souvent minuscules sur la gélose
XLD, contrairement a d' autres especes de Shigella. Les Figures 4-4 a 4-7
montrent |’ apparence typique de Shigella sur géloses XLD et MAC. 1l faut
prendre les colonies suspectes des boites de Pétri MAC et XLD et lesinoculer
sur un milieu de différenciation tel que lagélose au fer de Kligler (KIA) etle
milieu TSI (triple sugar/iron/agar).
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Table 4-1. Aspect des colonies de Shigella lors de cultures sur milieux sélectifs

Gélose sélective Couleur des colonies Tailledescolonies
GédoseMAC Incolore 2-3 mma®°

Gélose XLD Rouge 1-2 mmgae
GéoseDCA Incolore 2-3 mm?
GéloseHE Vert 2-3 mm?

2 Les colonies de S. dysenteriae type 1 risquent d’étre plus petites.

b Voir section D pour une discussion des différentes formulation de gélose commerciale
déshydratée MacConkey et de la maniere dont la sélectivité est affectée pour I'isolement de
Shigella.

¢ Les colonies de S. dysenteriae dans les géloses XLD sont généralement trés petites,
contrairement aux autres especes de Shigella.

B. Tests de différenciation biochimique

L’identification de Shigella spp. Suppose I’ utilisation simultanée des tests
biochimiques et sérologiques. Il est généralement conseillé d’ utiliser un milieu de
différenciation biochimique pour éviter de gaspiller les antisérums. Laplupart
deslaboratoires utilisent les milieux KIA ou TSI pour identifier les souches
pouvant étre du genre Shigella. Si I’ on souhaite faire un test supplémentaire, un
milieu de mohilité peut étre utilisé pour dépister les souches avant de réaliser une
épreuve sérologique. La section D du présent chapitre décrit ces milieux plus en
détails.

1. Gélose Kligler-fer (KIA) et triple sugar/iron/agar (TSI)

Note: lagélose Kligler est une gélose en tube additionnée de fer (iron en
anglais) et ayant séché en pente, on parle de Kligler Iron Agar ou KIA.

Pour obtenir de véritables réactions sur KIA ou TSI, il faut y ensemencer une
culture pure. Choisir attentivement dans chague gélose des colonies suspectes et
les mettre sur une gélose Kligler (KIA) et un milieu TS| (triple sugar/iron/agar).
Placer au moins une colonie bien isolée de chagque type sur chaque gélose. A
I'aide d’ une anse, toucher |égérement le centre méme de la colonie. Ne pas
prendre toute |a colonie et ne pas la traverser. Ne pas toucher la gélose. Ainsi
on évite de récupérer des contaminants qui peuvent se trouver en surface. Si on
adu mal aidentifier une colonie pure et isolée, on peut la purifier en larepiquant
sur une autre gélose afin d’ obtenir des colonies pures, isolées a partir desquelles
on pourra inoculer les cultures en tubes KIA ou TSl.

KIA et TSI sont inoculés de la maniére suivante : ensemencer le fond du tube
(culot) en piquant verticalement la gélose puis ensemencer la pente en opérant
des stries en zigzag. Aprés une incubation de 18 & 24 heures a une température
comprise entre 35°et 37° C, on observe les géloses en pente en vue de détecter
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Isolement et identification de Shigella

Figure 4-4. Colonies de S. dysenteriae 1 sur XLD

Figure 4-5. Colonies de S. flexneri sur XLD
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Figure 4-6. Colonies de S. flexneri et E. coli sur XLD. Les colonies de S. flexneri
sont incolores ou rouges alors que les colonies de E. coli sont jaunes.

Figure 4-7. Colonies de S. flexneri et E. coli sur MAC. Les colonies E. coli sont

roses a rouges.
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Tableau 4-2. Réactions de Shigella dans les épreuves biochimiques

Milieudedétection  Réactions Shigella

KIA K/A, pas de gaz (pente rouge/culot jaune)?
TSI K/A, pas de gaz (pente rouge/cul ot jaune)?
H_,S (sur KIA ou TSI) Neégatif

Mohilité Négatif

Urée Négatif

Indole Positif ou négatif

LIA K/A (penteviolette/cul ot jaune)®

2K = alcaline (rouge) ; A = acide (jaune) ; certaines souches de S. flexneri 6 et de S. boydii
produisent du gaz a partir du glucose.

K = alcaline (violet) ; A = acide (jaune). Une réaction alcaline (violet) dans le culot de la culture
indique que la lysine est décarboxylée. Une réaction acide (jaune) dans le culot de la culture
indique que la lysine n'a pas été décarboxylée.

Figure 4-8. Réaction

typique de souches de
Shigella sur KIA (pente
alcaline et culot acide)
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des réactions typiques du genre Shigella. Lors de I'incubation, les bouchons de
tous les tubes doivent étre dévissés avant d’ étre mis dans I’ incubateur. Cela est
particuliérement important pour les milieux KIA et TSI. Si les bouchons sont
vissés afond et s'il existe donc des conditions anaérobies, les réactions
caractéristiques de Shigella risquent de ne pas apparaitre et cela donnerait un
faux résultat. 1l est également important que les milieux KIA et TS| soient
préparés pour que les tubes aient un culot profond et une longue pente (voir
section D).

Généralement, Shigella produit une pente alcaline (rouge) et un culot acide
(jaune), pas de gaz et pas de H,S (Tableau 4-2 ; Figure 4-8). Quelques souches
de S flexneri sérotype 6 et de trés rares souches de S. boydii produisent du gaz
danslesmilieux KIA ou TSI.

2. Milieu de mobilité

On peut ensemencer un tube de gélose pour I’ épreuve de mobilité en réalisant
une piqdre sur 1 a2 cm. Le milieu de mohilité peut étre inoculé avec une culture
issue de KIA ou TSl indiquant une réaction typique du genre Shigella. On peut
également inoculer ce dernier en méme temps que les pentes KIA ou TSI en
utilisant laméme aiguille d’inoculation sans toucher anouveau lacolonie. Le
milieu gélosé pour mettre en évidence lamobilité doit étre inocul é en premier
puis en second on inocule KIA ou TSI en piquant a deux reprises plutdt qu’en
une seule fois comme on le fait habituellement. Ne pas choisir une seconde

Figure 4-9. Milieu de
mobilité montrant un
organisme non mobile
dans le tube de gauche et
un organisme mobile a
droite
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colonie pour inoculer le KIA ou TSI aprés avoir inoculé le milieu mobilité car on
pourrait mettre en évidence un autre organisme.

Observer, aprés environ 12 heures d'incubation a une température comprise
entre 35°et 37° C. Lamohilité est indiquée par la présence d' une culture diffuse
(ressemblant aune culture brouillée) loin de laligne d’inoculation (Figure 4-9).

L es organismes non mobiles ne se développent qu’ au niveau delaligne
d'inoculation. Les milieux pour I’ étude de la mohilité ne sont pas toujours faciles
alire par le technicien de laboratoire non expérimenté. Toutes les réactions
doivent étre comparées avec les souches témoins positives et négatives. Shigella
est toujoursimmobile (Tableau 4-2).

La surface de la gélose pour I’ épreuve de mobilité doit étre seche lors de son
utilisation. Si de |’ humidité s'accumule al’intérieur du tube, elle peut causer le
développement d’ un organisme immobile sur le cété de la gélose en créant un
développement trouble avec une fausse apparence de mobilité (voir section D).

Lemilieu SIM (Sulfide-indole-mobilité) est une combinaison disponible dans
le commerce sous forme déshydratée (voir section D). Elle peut étre utilisée ala
place du milieu de mobilité.

3. Autres épreuves de différenciation biochimique

On peut utiliser d’ autres tests biochimiques tels le bouillon pour lamise en
évidence de I' uréase ou encore la gélose de lysine au fer pour un test
supplémentaire des isolements avant les épreuves sérologiques maisil faudra
évaluer lavaleur de ces tests supplémentaires avant de les employer en routine
(Tableau 4-2, Annexe G). La préparation de ces milieux ainsi que les souches
proposées pour le contrdle de qualité, sont décrits ala section D.

Bouillon pour mise en évidence de |’ uréase

Ce milieu détecte des organismes produisant de I’ uréase tels que Klebsiella et
Proteus. Inoculer e tube sur toute la surface de la pente. Desserrer les
capuchons avant d’incuber pendant une nuit entiére a une température entre 35°
et 37°C. Les cultures positives pour |’ uréase produisent une réaction alcaline
dans |e tube caractérisée par une couleur rosétre-rouge (Figure 4-10). Des
organismes négatifs pour I’ urée ne changent pas la couleur de la culture qui est
d’un jaune-rose pale. Shigella est toujours négatif pour I’ urée (Tableau 4-2).

Gélose delysine au fer

Lagélose delysine au fer (LIA) est utile pour le dépistage d’' Hafnia spp. et
certaines souches de E. coli, Proteus et Providencia. Inoculer lagélose LIA en
piquant le fond du culot puis par stries sur la pente. Aprés une incubation de 18
a 24 heures a une température entre 35 et 37°C, les organismes qui produisent
une lysine-décarboxylase sur LIA provoquent une réaction alcaline (couleur
violette) dans latotalité du milieu (Figure 4-11). La production d’ hydrogéne
sulfuré noircit le milieu. Les bactéries qui n’ont pas de lysine-décarboxylase
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Figure 4-10. Une
couleur rose apparait
dans la réaction
positive de l'uréase
(tube de gauche)

Figure 4-11. Les
organismes positifs
pour la lysine
décarboxylase
produisent une couleur
violette sur I'ensemble
de la culture LIA (tube
de droite). Les
organismes négatifs
pour la lysine
produisent une couleur
jaune (acide) dans le
culot du tube (tube de
gauche).
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présentent généralement une pente alcaline (violette), un culot acide (jaune), pas
de gaz et pas de H,S. Proteus et Providencia spp. présentent souvent une pente
rouge due ala désamination de lalysine. Lagélose LIA doit étre préparée de
facon a obtenir la formation d’un culot profond (voir section D).

Shigella spp. ne produit pas de lysine-décarboxylase et présente généralement
une pente alcaline (violette) et un culot acide (jaune). Elle ne produit ni gaz ni
H,S (Tableau 4-2).

C. Identification sérologique de Shigella

Il est nécessaire d' effectuer des épreuves sérologiques pour identifier les
souches de Shigella. Le genre Shigella se divise en 4 groupes sérologiques dont
chacun comprend une espéce avec des antigénes différents. Les sérogroupes A,
B, C et D correspondent respectivement a S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii
et S sonnei. Sur les quatre, trois, S dysenteriae, S. flexneri et S. boydii sont
composés d'un certain nombre de sérotypes (voir chapitre 3, Tableau 3-1).

L’ identification sérologique est généralement faite par agglutination sur lame
avec des sérums polyvalents anti-antigénes O somatiques, suivie, dans certains
cas, de |’ agglutination avec un antisérum monovalent pour identifier un sérotype
spécifique. Un antisérum monovalent anti S. dysenteriae type 1 est nécessaire
pour identifier ce sérotype qui est la cause la plus fréquente de dysenterie
épidémique grave. Quand une colonie provenant d' une gélose a été identifiée
comme Shigella, aucune autre colonie issue du méme spécimen n’a besoin
d étre testée.

Les techniciens de laboratoire doivent se rappeler que certains antisérums
commerciaux pour Shigella ont une appellation ou un conditionnement
différents. Par exemple, Shigella polyvalent A qui comprend des antisérums des
sérotypes 1 a7, est également appelé polyvalent Al. Autre source de confusion :
I’ anti sérum monovalent peut avoir une étiquette pouvant faire croire qu'il s agit
d’un antisérum polyvalent. Par exemple, I’ antisérum monovalent a S. dysenteriae
1 peut étre appelé Shigella Al au lieu de S. dysenteriae type 1. Quand il utilise
des antisérums achetés depuis peu, le technicien de laboratoire doit lire
attentivement la notice de la boite ou demander des renseignements
supplémentaires au fabricant si les étiquettes ne sont pas claires.

1. Agglutination sur lame

Comme S. dysenteriae 1, suivi de S. flexneri et S. sonnei, est I’ agent le plus
commun de la dysenterie épidémique, les souches qui réagissent lors des
épreuves biochimiques doivent étre étudiées en priorité avec |’ antisérum
monovalent A1, puis avec I’ antisérum polyvalent B et finalement avec
I” antisérum polyvalent D.

Les tests d' agglutination peuvent étre réalisés dans une boite de Pétri ou sur
une lame propre. On utilise une anse, une aiguille d' inoculation, un applicateur
ou encore un cure-dent stérile pour retirer une partie de la culture de la surface
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d'unKIA, d'un TSI, delagélose d'infusion de coaur (HIA) ou d'une autre
gélose non sélective. La sérologie ne peut pas étre effectuée sur une culture
provenant d’un milieu sélectif tel que MacConkey ou XLD car cela peut donner
des résultats faussement négatifs. Réaliser deux suspensions en émulsionnant la
culture dans deux petites gouttes de solution salée physiologique et bien
mélanger. Ajouter une petite goutte d’ antisérum a |’ une des suspensions. En
général, on mélange des volumes plus ou moins égaux d’ antisérum et de
suspension de la culture mais |e volume de suspension peut étre le double du
volume de I’ antisérum. Pour économiser |’ antisérum, on peut abaisser la quantité
de ces volumes a 10 microlitres lors de leur utilisation. On peut se servir d' une
anse d'inoculation calibrée pour dispenser de tres petites quantités d’ antisérum si
on dispose pas de micropipettes automatiques (Figure 4-12). Bien mélanger la
suspension et |’ antisérum et incliner lalame alternativement d'un coté et de
I"autre pour observer I’ agglutination. Si laréaction est positive, des agglutinats
vont apparaitre dans un laps de temps compris entre 30 secondes et une minute
(Figure 4-13). Examiner attentivement la suspension saline pour vérifier qu'elle
ne contient pas de grumeaux dus & un phénomeéne d' autoagglutination. Si des
grumeaux se forment, la culture est dite rugueuse et il est impossible de la
Sérotyper.

Les cultures qui réagissent sérologiquement et qui n’ont pas de résultats
contradictoires aux tests biochimiques sont notifiées comme positives pour
Shigella. Des souches négatives lors de |’ épreuve sérologique, et qui sont
identifiées par voie biochimique comme étant du genre Shigella peuvent étre
envoyés a un laboratoire de référence.

2. Contr6le de qualité des antisérums

Tous les lots d’ antisérums doivent faire |’ objet d’ un contrdle de qualité avant
I’ utilisation. Le chapitre 11 traite du contréle de qualité des antisérums.

D. Milieux pour I'isolement et I'identification de Shigella

Cette section comprend la description de tous les milieux mentionnés dans le
présent chapitre ainsi que leurs caractéristiques, préparation et souches
adéquates en vue du contréle de qualité de leur préparation. Le numéro du lot du
milieu déshydraté commercialisé ou chague numéro de lot des ingrédients
individuels utilisés pour lafabrication devront fairel’ objet d’ un contréle de
qualité avant utilisation. Vair le chapitre 11 pour une description des méthodes
adéquates de contrdle de qualité.

1. Gélose désoxycholate-citrate (DCA)

Lagélose DCA est un milieu sélectif servant aisoler des pathogenes
intestinaux notamment Shigella et Salmonella. Les souches fermentant le
lactose produisent des colonies roses entourées d’ une zone de précipitation de
bile. Les organismes des souches ne le fermentant pas sont incolores.
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1

Antisérum

-4
D

Figure 4-12. Une anse sert a dispenser de petites quantités d’antisérum pour des
tests d’agglutination sur lame.

Figure 4-13. Les sérums anti-Shigella vont agglutiner les souches du méme
sérogroupe/sérotype (droite). La solution salée n'agglutine pas les Shigella
(gauche).
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Plusieurs formulations de gélose DCA, éventuellement variables concernant
leur sélectivité, sont disponibles auprés de divers fabricants.

Préparation et contréle de qualité

Préparer selon les instructions du fabricant. (Note : On peut également les
préparer a partir d’ingrédients individuels mais cela donnera une différence plus
importante entre les lots par rapport aux préparations commerciales
déshydratées.) Le milieu DCA est trés sensible ala chaleur et il faut éviter dele
porter a ébullition. Ne pas autoclaver. Les boites de Pétri peuvent étre
conservées a 4°C pendant une semaine au maximum.

Pour e contrdle de qualité de la DCA, les organismes suivants devront étre
adaptés a la confirmation des caractéristiques de croissance sélective et
inhibitrice. E. coli peut ére plus ou moins inhibé mais produira des colonies
roses entourées d’ une zone de hile précipitée. S flexneri et S. dysenteriae 1
produiront un assez bon dével oppement de colonies incolores.

2. Gélose Hektoen entérique (HE)

Lagélose HE est un milieu sélectif différentiel utile pour I’isolement de
Salmonella et Shigella. C'est un systeme d'indicateur H,S pour reperer les
Salmonella productrices d'H,S et se présentant sous la forme de colonies bleues
et vertes avec un centre noir. Les colonies Shigella sont vertes alors que celles
qui fermentent le lactose comme E. coli sont de couleur rose ou orange avec
une zone de précipitation delabile.

Préparation et contréle de qualité

Préparer selon les instructions du fabricant. (Note : Plusieurs marques
commerciales de milieu HE sont disponibles. Ce milieu peut étre également
préparé a partir d'ingrédients séparés mais les résultats risquent d’ étre bien
différents de ceux obtenus a partir de la formule déshydratée commerciale.)
Chauffer en faisant bouillir pour dissoudre mais éviter de surchauffer. Ne pas
autoclaver. Quand la préparation est assez froide pour étre versée, mettre dans
les tubes. Les tubes peuvent étre conservés a 4°C pendant une semaine maxi-
mum.

Pour le controle de qualité du milieu HE, les micro-organi smes suivants sont
adaptés a la confirmation des caractéristiques de croissance sélective ou
inhibitrice : E. coli devra produire des colonies roses ou oranges entourées
d’une précipitation de bile ; S. flexneri devra produire un assez bon
développement de colonies vertes mais les colonies de S dysenteriae 1 seront
probablement plus petites.

3. Gélose au fer de Kligler (KIA) et milieu TSI (Triple sugar/iron/
agar)

KIA et TSI sont des milieux de différenciation contenant des hydrates de
carbones utilisés pour isoler des pathogénes intestinaux, dont Shigella. Ces
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milieux font la distinction entre les organismes qui fermentent le lactose et ceux
qui ne le fermentent pas et possedent un indicateur de sulfure d’ hydrogéne. Les
organismes produisant H,S noirciront le milieu KIA et TSI.

KIA contient du glucose et du lactose. Les organismes fermentant le glucose
produiront un culot acide (jaune) ; certains produisent également du gaz. Les
organismes fermentant e lactose auront une pente acide (jaune) et les
organismes qui ne le fermentent pas auront une pente alcaline (rouge).

TSI contient du saccharose en plus des ingrédients du KIA. La fermentation
du glucose par les micro-organismes se traduira par |’ acidification du culot qui
serajaune avec une éventuelle production de gaz. Avec les micro-organismes
fermentant le lactose, la pente sera acidifiée (jaune). En I’ absence de fermenta
tion du lactose, cette pente restera alcaline (rouge).

Préparation et contréle de qualité

Préparer selon les instructions du fabricant. (Note : Il existe plusieurs
formules déshydratées de KIA et de TSI disponibles dans le commerce. Ces
milieux peuvent étre également préparés a partir d’ ingrédients séparés mais cela
risque de provoquer des variations d’un lot al’ autre.) Placer une quantité du
milieu dans des récipients adaptés afin que le volume soit suffisant pour donner
un culot profond et une longue pente. Mettre 6,5 ml de milieu dans des tubes de
16 x 125 mm avec des bouchons hermétiques (les bouchons ne doivent pas étre
serrés afond) et stériliser al’ autoclave puis laisser les tubes se solidifier de
facon a obtenir un culot de 3,5 cm et une pente de 2,5 cm. Visser les bouchons
afond et conserver a 4°C pendant 6 mois au maximum.

Pour le contrdle de la qualité de KIA ou de TSI, les organismes suivants sont
adaptés pour confirmer les caractéristiques de réponses biochimique : E. coli
devra donner une pente et un culot acides avec production de gaz mais pas de
H,S; S flexneri devra donner une pente alcaline et un culot acide sans produc-
tion de gaz ou de H_S (Figure 4-8) ; une souche de Salmonella produisant de
I"H,S peut étre utilisée pour controler cette réaction.

4. Gélose de lysine au fer

Les organismes qui produisent une décarboxylation delalysinedansLIA
donnent une réaction acaline (couleur violette) sur le culot et la pente du milieu
(Figure 4-11). La production de H,S est indiquée par un noircissement du milieu.
L es organismes ne décarboxylant pas lalysine, tels que Shigella, produisent
généralement une pente acaline (violette) et un culot acide (jaune), pas de gaz et
pas d'H_S (Tableau 4-2). Proteus et Providencia spp. produisent souvent une
pente rouge suite aladésamination delalysine. LIA doit étre préparé afin quele
volume du milieu contenu dans le tube soit suffisant pour donner un culot
profond. Il est important que les tubes de LI1A aient un culot profond car la
réaction de décarboxylation ne se produit que dans des conditions d’ anagrobie.
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Préparation et contréle de qualité

Préparer le milieu selon les instructions du fabricant qui figurent sur la
bouteille. (Note : Il existe plusieurs sociétés qui vendent du LIA déshydraté. LIA
peut également étre préparé a partir d'ingrédients séparés maisil peut y avoir des
différences d'un lot al’autre.) Mettre 6,5 ml de milieu dans des tubes de 16 x
125 mm avec des bouchons pouvant étre vissés a fond (laisser les bouchons
desserrés). Stériliser al’autoclave. Laisser les tubes se solidifier afin d’ obtenir
un culot de 3,5 cm et une pente de 2,5 cm. Une foisle milieu refroidi et solidifié,
serrer les bouchons a fond et conserver a 4°C pendant 6 mois maximum.

Pour le contrdle de qualité de LI1A, on peut utiliser les organismes suivants: S.
flexneri devra donner une pente alcaline et un culot acide sans production de
H,S. On peut utiliser une souche de Salmonella produisant de I"H,S pour
contrGler laréaction H,S et visualiser la présence d' une probable lysine-
décarboxylase donnant une réaction alcaline dans le culot du tube.

5. Gélose de MacConkey

Lagéose de MacConkey (MAC) est un milieu recommandé pour I’ isolement
et ladifférenciation entre les germes intestinaux gram négatifs qui ne fermentent
pas le lactose et ceux qui le fermentent. Les colonies de Shigella dans la gélose
de MacConkey apparaissent convexes et incolores avec un diamétrede 2 a 3
mm. Les colonies de S. dysenteriae type 1 peuvent étre plus petites.

Il existe plusieurs marques disponibles dans le commerce de gélose de
MacConkey. La plupart des fabricants préparent des gélose de MacConkey dont
lasélectivité varie, ce qui se répercute sur I'isolement de Shigella. Par exemple,
certaines formulations de MacConkey ne contiennent ni cristal violet, un agent
sélectif, cesmilieux ne devraient pas étre utilisés pour I'isolement de Shigella.
Oxoid MacConkey Agar No 3, Difco Bacto MacConkey et BBL MacConkey
Agar conviennent parfaitement.

Préparation et contréle de qualité

Préparer selon les instructions du fabricant. (La gélose MAC peut également
étre préparée a partir d'ingrédients séparés mais cela donne des résultats bien
différents de ceux que I’ on obtient avec une formulation déshydratée
commerciale) Stériliser al’ autoclave a 121°C pendant 15 minutes. Refroidir a
50°C et verser dans des boites de Pétri. Laisser les couvercles |égérement
ouverts pendant 20 minutes pour que la surface de la gélose seche. Fermer le
couvercle et conserver a 4°C pendant un mois maximum. Si on veut conserver
les boites pendant plus de quelques jours, mettre les tubes dans des sachets en
plastique hermétiquement fermés afin que le milieu ne se desseche pas.

Pour le contrdle de qualité de MAC, les organismes suivants sont adaptés
pour confirmer les caractéristiques de croissance sélective et inhibitrice : E. coli
devra produire des colonies roses a rouges avec une culture allant de bonne a
excellente. S flexneri devra produire des colonies incolores avec un
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développement relativement bon maisles colonies de S. dysenteriae 1 peuvent
étre plus petites.

6. Gélose pour mise en évidence de la mobilité

Comme Shigella spp. est toujours immobile, le milieu de mise en évidence de
lamobilité représente un test de dépistage utile. Lamobilité est indiquée par la
présence d' une culture diffuse (comme s elle se brouillait) loin delaligne
d’inoculation (Figure 4-9). Les organismes immobiles ne se développent pas en
dehorsdelaligne d’'inoculation.

Préparation et contréle de qualité

Suivre lesinstructions du fabricant pour la réhydratation du milieu en poudre.
(Note: Il existe plusieurs formulations de milieux déshydratées disponibles dans
le commerce pour mettre en évidence lamobilité. Ce milieu peut également étre
préparé a partir de produits disponibles au |aboratoire.) Chauffer en faisant
bouillir pour étre sr que le milieu est entierement dissous. Mettre environ 4 a5
ml de milieu par tube de dimension 13 x 100 mm avec un bouchon laissé
desserré mais pouvant ére fermé afond, et stériliser a 121°C pendant 15
minutes. Laisser la culture se solidifier. Apres solidification et refroidissement de
la gélose, laisser |e bouchon desserré jusgu’ a ce que la surface du milieu soit
séche. Visser le bouchon afond et conserver a 4°C pendant 6 mois maximum.

Pour le contréle de qualité du milieu de mise en évidence de la mohilité, on
peut utiliser les organismes suivants : E. coli qui est mobile et Shigella spp. qui
est immobile. La surface du milieu doit étre séche lors de son utilisation. Si de
I"humidité s'accumule al’intérieur du tube, il faut laretirer soigneusement avant
d’ ensemencer le tube. L' humidité peut causer le développement d’un organisme
immobile sur le coté de la gélose créant un développement trouble avec une
fausse apparence de mobhilité.

7. Milieu SIM (Sulfure-indole-mobilité)

Le milieu SIM combine trois tests en un seul tube — production de sulfure
d' hydrogéne, production d’'indole et visualisation de lamobilité. Laréaction
d'indole n’est pas nécessaire pour dépister des souches suspectes du genre
Shigella car les réactions des souches sont variables. || est ensemencé comme
le milieu de mise en évidence delamobilité en utilisant une aiguille pour piquer
sur une profondeur d'environ 1 a2 cm puisil est incubé a 35° C pendant 18
heures. Laréaction de mobilité est lue de la méme maniére que pour le milieu de
mise en évidence de la mobilité. La production de sulfure d’ hydrogéne est
indiguée par le noircissement du milieu, comme pour KIA ou TSI. La production
d'indole peut étre testée par la méthode du papier filtre ou en gjoutant dans le
tube quel ques gouttes de réactif de Kovac.
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Préparation et contréle de qualité

Suivre les instructions du fabricant pour la réhydratation du milieu. Chauffer
jusqu’ aébullition afin que le milieu soit entiérement dissous. Mettre dans des
tubes et stériliser en passant al’ autoclave pendant 15 minutes a 121° C.

Pour le contrdle de qualité du milieu SIM, on peut utiliser les organismes
suivants : E. coli est positif pour I’indole, H,S négatif et positif pour Ia mobilité.
Une souche de Salmonella produisant de I"H_S peut étre utilisée pour controler la
réaction. Elle sera probablement mobile et négative pour I’indole. Shigella spp.
est négatif pour lamobilité, H,S-négatif mais variable concernant laréaction
pour I’indole.

8. Milieu du test de l'uréase

Les cultures positives al’ uréase produisent une réaction alcaline (couleur
rouge) dans le milieu (Figure 4-10). Les organismes négatifs al’ uréase ne
changent pas la couleur du milieu qui est d’un jaune-rose pale. Shigella est
toujours négatif al’ uréase (Tableau 4-2).

Préparation et contréle de qualité

Suivre les instructions du fabricant pour la préparation. (Note : Il existe dans
le commerce plusieurs margues de milieu pour le test de I’ uréase dont certaines
demandent la préparation d' un bouillon stérile qui est gjouté alagélose
autoclavée. Certains fabricants ont des concentrés d’ urée stérile préts a
I’emploi.)

Préparer |a base de gélose al’ urée comme indiqué sur labouteille. La stériliser
a121°C pendant 15 minutes. Laisser refroidir a une température de 50 a 55°C,
et gjouter ensuite le concentré d' urée en suivant les indications du fabricant.
Avant d'gjouter |I'urée ala gélose, vérifier que lagélose est froide car I’ urée est
thermolabile. Méanger et verser dans des tubes stériles. Incliner le milieu pour
gu’un culot profond se forme.

Pour le contrdle de qualité du milieu pour larecherche de I’ uréase, on peut
utiliser les organismes suivants : Proteus spp. est positif al’uréase. E. coli est
négatif al’ uréase.

9. Gélose de xylose-lysine-désoxycholate (XLD)

Cemilieu différentiel sélectif convient bien al’isolement direct de Shigella et
de Salmonella dans les échantillons de selles. La différenciation de ces deux
especes par rapport a des bactéries non pathogenes se fait al’ aide de la fermen-
tation du xylose et du lactose, la décarboxylation de lalysine et la production de
sulfure d hydrogene.

Les colonies Shigella sur lagélose XLD sont des colonies transparentes et
lisses d' une couleur rose ou rouge avec un diamétre de 1 a2 mm (Figure 4-5).
Les colonies de Shigella dysenteriae type 1 dansla gélose XL D sont souvent
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trés petites, contrairement aux autres especes de Shigella (Figure 4-4). Les
coliformes vont apparaitre en jaune (Figure 4-6). Les colonies de Salmonella
sont généralement rouges avec un centre noir mais elles peuvent étre jaunes
avec un centre noir.

Préparation et contréle de qualité

Préparer selon les instructions du fabricant. (Note : Il existe plusieurs
marques disponibles dans le commerce de lagélose XLD. Ce milieu peut
également étre préparé avec des ingrédients séparés mais aura des résultats bien
différents de ceux obtenus avec un milieu déshydraté commercial.) Bien
mélanger. Chauffer afeu fort jusqu’a ébullition du milieu. Ne pas surchauffer
(surchauffer lors de I’ éboullition, ou alors laisser le milieu refroidir trop longtemps
provoque sa précipitation). Faire refroidir la solution sous |’ eau froide pour
qu’ elle puisse étre coulée. Eviter également de laisser refroidir trop longtempsle
milieu. Couler dans des boites de Pétri, en laissant le couvercle |égérement
ouvert pour gque la surface de la gélose puisse sécher. Les boites de Pétri sont
conservées a 4°C pendant une semaine maximum.

Pour le contrdle de qualité, les organismes suivants sont appropriés pour
confirmer les caractéristiques de croissance sélective ou inhibitrices. S. flexneri
doit produire une culture moyenne a bonne de colonies lisses (Colonies S)
transparentes roses ou rouges avec un diamétre de 1 a2 mm. S. dysenteriae 1
doit produire des petites colonies transparentes roses ou rouges. E. coli doit
produire une culture faible a moyenne de colonies jaunes.
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Chapitre 5
Etiologie et épidémiologie du choléra

Les isolements de V. cholerae O1 se divisent en deux biotypes, El Tor et
classique, sur la base de plusieurs caractéristiques phénotypiques. Actuellement
le biotype El Tor est responsable de pratiquement tous les cas de choléra au
monde et des isolements du biotype classique ne sont pas retrouvés en dehors
du Bangladesh. De plus, V. cholerae O1 se divise en deux sérotypes, I naba et
Ogawa, selon I’ agglutination de I’ antisérum. Un troisiéme sérotype possible,
Hikojima, est décrit bien qu’il soit trés rare pendant une flambée ou une
épidémie. Il est intéressant de noter le biotype et le sérotype de I'isolement mais
il n'est pas nécessaire de connaitre cette information pour répondre de maniére
appropriée aune épidémie.

Dans les sérogroupes O1 et 0139, la capacité de produire la toxine cholérique
(TC) est un déterminant important de la virulence. En général, des isolements de
V. cholerae O1 et 0139 sont jugés tres virulents et susceptibles de déclencher
des épidémies de choléra (Tableau 5-1). La plupart des souches de V. cholerae
isolées pendant des flambées de cas appartiendront aux sérogroupes toxinogenes
Ol et O139. Mais certaines souches de V. cholerae ne produisent pas de TC et
ne peuvent pas étre al’ origine du choléra épidémique. Quand on trouve ces
souches, on doit les étudier dans leur contexte clinique et épidémiologique. Les
souches non toxinogenes risguent d’ étre associées a des diarrhées sporadiques.

A. Historique

On pense que le choléra est originaire du deltadu Gange en Inde. Au 19¢
siecle, différentes pandémies de choléra se sont répandues dans de nombreuses
parties du monde. En 1961, une épidémie massive a sévi en Asie du Sud-Est.
Cette épidémie est reconnue a présent comme le début de la septiéme pandémie
cholérique. Cette pandémie a été causée par |e biotype El Tor de V. cholerae O1
toxinogene. Il arapidement gagné |’ ensemble del’ Asie du Sud, du Moyen-Orient
et de |’ Europe du Sud-Est, arrivant en Afrique en 1970. En janvier 1991, le
chol éra épidémique est apparu en Amérique du Sud dans plusieurs villes cotiéres
du Pérou se propageant rapidement aux pays voisins. A lafin de 1996, le choléra
avait gagné 21 pays d' Amérique latine, causant plus d’ un million de cas et prés
de 12 000 décés. Le nombre de cas de choléra notifiés ailleurs dans le monde
s est accru pendant les années 90. En Afrique, au début des années 90, le
choléra sévissait essentiellement en Afrique australe. Mais, alafin de cette
décennie, le principal foyer de choléra s’ est déplacé en Afrique del’ Quest. D’un
point de vue général, c'est dans les années 90 que I’ Afrique a notifié le plus de
cas par rapport aux décennies précédentes.
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Le sérogroupe O139 de V. cholerae

V. cholerae 0139 est apparu fin 1992 en Inde. 1l s est rapidement répandu au
Bangladesh et dans d’ autres pays d’ Asie bien que le rythme ait ralenti depuis les
premiéres flambées de cas. Jusqu’ en 1998, 11 pays avaient officiellement notifié
al’OMS latransmission de V. cholerae 0O139. Des cas importés ont été notifiés
par les Etats-Unis et d autres pays. Pour le moment, V. cholerae semble confiné
enAse.

Tableau 5-1. Comparaison de souches de V. cholerae associées et non associées
aux épidémies

Types Associés aux épidémies  Non associés aux
épidémies

Sérogroupes 01, 0139 Non O1/non 0139
(plus de 150

sérogroupes existent)

Biotypes du sérogroupe O1 Classique et El Tor (non  Biotypesne
applicables au sérogroupe s appliquent pas aux

0139) souches non O1
Sérotypes du sérogroupe O1 Inaba, Ogawaet Hikojima Ces 3 sérotypes ne
(non applicables au sont pas applicables
sérogroupe 0139) aux souches non O1
Production de toxine Produit delatoxine Ne produisent
cholérique? généralement pasla

toxine cholériquemais
produisent parfois
d autres toxines

& Existence de souches O1 non toxinogénes qui sont rarement associ ées aux
épidémies.

L es caractéristiques épidémiol ogiques du sérogroupe 0139 semblent
identiques a celles du sérogroupe OL1. Les caractéristiques d'isolement et
d'identification du sérogroupe O139 sont identiques a celles du sérogroupe O1
sauf qu'il faut I"antisérum O139 pour I'identification. Des tests de biotypes pour
V. cholerae O1 ne sont pas valables pour V. cholerae 0139 ni pour les autres
sérogroupes non O1/non 0139,

B. Manifestations cliniques

Le choléra est une maladie diarrhéique sécrétoire. L' entérotoxine produite par
V. cholerae O1 et 0139 provoque la sécrétion de quantités importantes de
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liquides et d’ électrolytes dans |es intestins. Cela entraine rapidement une diarrhée
aqueuse, une diminution de la circulation et du volume sanguin, des acidoses
meétaboliques, une perte de potassium et par la suite un collapsus cardio-
vasculaire et lamort. Dans des cas plus graves, la diarrhée peut rapidement
causer la perte de 10% minimum du poids du corps, suivi d' un choc
hypovolémique précédant |e décés. Cependant, 75% ou plus des infections
initiales avec V. cholerae O1 ou 0139 peuvent étre asymptomatiques, suivant la
dose infectieuse. Sur les 25% de cas symptomatiques, la plupart ont une maladie
bénigne. Environ 5% des patients ont une maladie modérée surveillée
médicalement mais pour laquelle |’ hospitalisation n’ est pas nécessaire. Chez
environ 2% des patients, la maladie évolue vers un choléra grave et mortel. Les
personnes avec un groupe sanguin O ont plus de risque de contracter un choléra
grave que celles qui ont un autre groupe sanguin.

C. Traitement

Laréussite du traitement des patients atteints de chol éra dépend de la vitesse
de remplacement des pertes en liquide et en électrolytes. Grace a un traitement
correct, lamortalité est inférieure a 1% des cas. Les liquides et les éectrolytes
peuvent étre rapi dement remplacés soit par voie orale soit par voie intraveineuse.
Le traitement intraveineux est nécessaire pour les patients qui sont arrives en état
de choc ou ceux qui ne peuvent pas boire.

Letraitement a base d’ antibiotiques est utile mais pas essentiel pour traiter les
patients atteints de choléra. Les agents antimicrobiens diminuent ladurée de la
maladie, le volume des selles et la durée d’ émission des vibrions dans les selles.
Il est trésimportant d’ utiliser un agent antimicrobien auquel I’ organisme est
sensible. Les agents antimicrobiens recommandés par I' OMS pour traiter les
patients atteints de choléra sont les suivants : tétracycline, doxycycline, furazoli-
done, sulfaméthoxazol e-triméthoprime, érythromycine ou chloramphénicol. La
ciprofloxacine et la norfloxacine sont également efficaces. Comme la résistance
alx agents antimicrobiens devient un probléme grandissant dans de nombreuses
parties du monde, il faut suivre la sensibilité des souches de V. cholerae O1 aux
agents antimicrobiens au début d’ une épidémie puis aintervalles de temps
réguliers (voir Annexes C et E).

Pour V. cholerae, les résultats de la méthode de diffusion en gélose pour
I’ampicilline, les sulfonamides, latétracycline et | e sulfaméthoxazole-
triméthoprime (sensible, intermédiaire et résistant) sont bien liés aux résultats de
la concentration minimale inhibitrice (CMI) déterminées par |la méthode de
microdilution en milieu liquide. Les épreuves de diffusion en gél ose ne doivent
pas étre utilisées pour la doxycycline et I érythromycine car les résultats de ces
médicaments sont souvent inexacts pour les souches V. cholerae O1 et O139.
Mais le test de diffusion en gélose pour la tétracycline peut étre utilisé pour
prédire la sensibilité possible des souches ala doxycycline. Des détails
supplémentaires sur les tests de sensibilité aux agents antimicrobiens sont
donnés au chapitre 9.

41



Etiologie et épidémiologiedu choléra

D. Epidémiologie

Quand le choléra apparait al’ origine sous la forme d’ une épidémie dans une
population non exposée, il peut affecter tous les groupes d' &ge. Par contre, dans
des régions ol lamaladie est fortement endémique, la plupart de la population
adulte a acquis une certaine forme d’'immunité naturelle suite a des maladies ou
des infections asymptomati ques répétées. Dans un tel environnement, lamaladie
se présente essentiellement chez les jeunes enfants qui sont exposés pour la
premiére fois al’ organisme et chez les personnes plus &gées dont la production
d acide gastrique diminue et dont |e systéme immunitaire s affaiblit. Les
épidémies apparaissent en général alafin de |’ é&é et en automne. Ce sont les
personnes pauvres qui courent le plus de risques car elles manquent souvent
d'eau potable, n’ont pas de mesures d’ hygiéne correcte a la maison et achétent
de lanourriture et de I’ eau chez les vendeurs de rue.

De nombreuses enquétes ont fait |e lien entre latransmission du choléra et
I’ eau provenant des puits ou desriviéeres. Mais il faut savoir que la nourriture est
également un facteur important de transmission de cette maladie. Les produits
de lamer sont également al’ origine de la maladie, surtout |les produits crus ou
peu cuisinés récoltés dans des endroits contaminés par des eaux d’ égout ou
dans d’ autres environnements ou existe V. cholerae O1. Bien que V. cholerae O1
et 0139 puissent étre neutralisés par la dessication ou par lalumiére du soleil et
I’ acidité, ils se dével oppent bien sur les aliments humides danslesquelsla
cuisson a éliminé les autres organismes compétitifs. Leriz cuit est un milieu de
culture propice au mémetitre que les lentilles, le mil et autres aliments ayant un
pH neutre. Les fruits et |égumes cultivés pres des égouts et mangés sans étre
Cuits ou non traités par d' autres procédés de décontamination sont des facteurs
possibles de transmission du choléra. La congélation des aliments ou des
boissons ne prévient pas la transmission.

Aucun fait n’indique que le choléra puisse se propager par le contact direct
d’ une personne a une autre, par exemple en se donnant la main ou en soignant
un patient. Les flambées de cas dans les hdpitaux sont probablement dues a une
alimentation ou & une eau contaminée. De méme, les flambées de cas suivant
I’ enterrement d’un patient atteint de choléra sont généralement causées par la
consommation d’ aliments contaminés servis lors du repas de cérémonie et
préparés par les personnes qui ont embaumé le corps.

E. Vaccin contre le choléra

Ces quinze derniéres années, des progres trés importants ont été faits pour
mettre au point de nouveaux vaccins oraux contre le choléra. Deux d’ entre eux,
testés aupres de volontaires des pays industrialisés et dans des régions ou le
choléra est endémique, sont disponibles dans e commerce de quelques pays :
vibrions chol ériques tués combinés a un recombinant purifié B de sous-unités de
toxine cholérique (Wc/rBS) et vaccin atténué vivant contenant la souche
génétiquement modifiée V. cholerae O1 CVD 103-HgR. L' apparition de V.
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cholerae 0139 a entrainé de nouveaux efforts pour mettre au point un vaccin
antichol érique efficace et pratique. Aucun des vaccins actuels n' est efficace
contre cette nouvelle souche.
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Chapitre 6
Isolement et identification de V. cholerae O1 et
0139

L’'isolement et I'identification de V. cholerae O1 et 0139 peuvent étre
améliorés si on dispose de laboratoires et de techniques de pointe. Les méthodes
présentées ici sont de nature a économiser les ressources et permettent aux
techniciens de laboratoire de choisir dans une certaine mesure le protocole et les
milieux. Les laboratoires qui ne disposent pas de ressources suffisantes pour
adopter les méthodes décritesici et dans les chapitres suivants ne doivent pas
essayer d'isoler et d'identifier ces pathogeénes. |ls doivent envoyer les
échantillons ou les souches a d' autres laboratoires qui ont I’ habitude de réaliser
les procédures en question.

A. Méthodes d’'isolement

Avant 1992, sur les quelques 150 sérogroupes de V. cholerae qui ont été
identifiés, seul le sérogroupe O1 était associé au choléra épidémique et
pandémique. Maisalafin de 1992 et au début de 1993, on signalait des flambées
de cas de choléra imputables a un sérogroupe nouvellement décrit, 0139, en
Inde et au Bangladesh. Cette souche, de méme que celles du sérogroupe O1 de
V. cholerae, produit de la toxine cholérique. Les caractéristiques culturales et
biochimiques de ces deux sérogroupes sont identiques. Les deux doivent étre
identifiés par un antisérum spécifique. L' Annexe A donne une liste du matériel et
des réactifs nécessaires pour la confirmation en laboratoire et le test de la
sensibilité aux agents antimicrobiens de V. cholerae.

Bien que V. cholerae se dével oppe dans beaucoup de milieux communs,
I"isolement dans les échantillons de selles se feraplus facilement al’ aide de
milieux spécifiques. L’ eau peptonée alcaline (APW) est recommandée comme
bouillon d’ enrichissement et 1a gélose thiosulfate-citrate-sels biliaires-saccharose
(TCBS) est le milieu sélectif de choix (Figure 6-1). Dans certains cas (par
exemple, quand le patient se trouve aux premiers stades de lamaladie), il peut
s avérer nécessaire d' enrichir les échantillons et/ou d' utiliser des géloses
sélectives. Maislebouillon d enrichissement et le milieu sélectif devront toujours
étre utilisés avec des patients convalescents, en cas d'infections
asymptomatiques soupgonnées, avec des échantillons environnementaux et
quand il existe un nombre élevé d’ organismes compétitifs susceptibles de se
trouver dans|’ échantillon.

Veuillez consulter la section C « Milieux et réactifs pour V. cholerae » avant de
préparer ces milieux car des préparations incorrectes peuvent affecter les
réactions des organismes. Le chapitre 11 traite des méthodes de contréle de
gualité des milieux de culture choisis et des antisérums.
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Echantillon

Optionnel:
Enrichissement APW
6-8 hr, 35 -37 C*

TCBS

Colonies jaunes

Optionnel:
Gélose non sélective | —| Oxydase

l

Sérologie V. cholerae 01

+ o

l i

Seérologie Sérologie
Ogawa et Inaba V. cholerae 0139

+ pour I'un ou I'autre +

l i

Test de sensibilité
aux antimicrobiens

* Si on ne peut étaler '’APW en stries apreés 6 a 8 heures d'incubation, repiquer
aprés 18 heures dans un tube d’APW, incuber pendant 6 a 8 heures et repiquer
ensuite en stries sur une gélose TCBS

Figure 6-1. Procédure d'identification de V. cholerae O1 et 0139 dans les échantillons
de selles
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1. Enrichissement dans I'eau peptonée alcaline (APW)

L’ enrichissement dans |’ eau peptonée alcaline peut faciliter I'isolement de V.
cholerae quand peu de micro-organismes sont présents, comme par exemple
lors d’ échantillons provenant de patients convalescents ou de porteurs
asymptomatiques. Vibrio spp. se développe trés rapidement dans APW et sera
présent au bout de 6 a 8 heures en quantité plus importante que les organismes
n’ appartenant pas au genre Vibrio.

L' APW peut étre ensemencée avec des selles liquides, une suspension fécale
ou avec un écouvillon rectal. L’inoculum de selles ne doit pas représenter plus
de 10% du volume du bouillon. Incuber le tube, bouchon dévissé, a une
température comprise entre 35 et 37°C, pendant 6 a 8 heures. Apres cette durée
d’incubation, repiquer une ou plusieurs anses de I’ APW sur une gélose TCBS en
prélevant alasurface du milieu liquide car les vibrions ont tendance a se
développer dans la partie supérieure du milieu. Ne pas mélanger ou agiter le tube
avant de repiquer. Si le bouillon ne peut pas étre repiqué sur gélose apres 6 a 8
heures d’incubation, repiquer quelques gouttes aprés 18 heures dans un tube
d’ APW. Repiquer ce second tube sur un milieu solide au bout de 6 a 8 heures
d'incubation (Figure 6-1).

2. Isolement avec la gélose sélective TCBS

Lagélose TCBS est disponible dans le commerce. Elle est facile a préparer, ne
demande pas de stérilisation al’ autoclave et elle est tres différentielle et sélective
(voir section C). La culture sur ce milieu ne convient pas pour la réaction
d agglutination avec les sérums anti-V. cholerae O1 et anti-V. cholerae O139.

Inoculation du TCBS

La Figure 6-1 présente la procédure d'isolement de V. cholerae dans les
échantillons de selles. Inoculer 1a gélose TCBS comme décrit au chapitre 4
(Figure 4-2). Aprés 18 a 24 heures d'incubation a une température de 35 a
37°C, laquantité et le type de culture (fermentant le saccharose ou ne le
fermentant pas) sur la gélose TCBS devront étre notés sur les fiches de données
(Figure 6-2). Les colonies soupgonnées d' appartenir a |’ espéce V. cholerae
apparaitront sur la gélose TCBS sous la forme de petites colonies d’ un diamétre
de 2 a4 mm (Figure 6-3). La couleur jaune provient de la fermentation du
saccharose dans le milieu. Des organismes ne le fermentant pas tel que V.
parahaemol yticus produisent des colonies vertes ou bleues-vertes.

Isolement des colonies suspectes de V. cholerae

Choisir au minimum une colonie de chaque type fermentant le saccharose a
partir de lagélose TCBS et I’ ensemencer sur la pente de la gélose d’infusion de
caoaur (HIA) ou d’un autre milieu non sélectif. Ne pas utiliser de gélose nutritive
car elle n'a pas de sel gjouté et ne favorise pas une croissance optimale de V.
cholerae. A I'aide d’ une aiguille d'inocul ation, toucher |égérement le centre
méme de la colonie. Eviter de prendre entiérement la colonie et de toucher la
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Isolement et identification de V. cholerae O1 et 0139

Figure 6-3. Culture de V. cholerae sur un milieu d’isolement TCBS

Figure 6-4 Test d’oxydase positif (voir ci-dessus) qui donne une couleur violette foncée
en I'espace de 10 secondes. V. cholerae est positif a I'oxydase.
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surface de la boite. Cela évite de prendre des matiéres contaminantes pouvant se
trouver sur la surface de la gélose. En cas de doute, ré-isoler la colonie suspecte
en |’ étalant par stries sur une autre gélose.

Incuber les géloses en pentes HIA a 35-37°C pendant une période maximum
de 24 heures, cependant 6 heures peuvent suffire pour disposer d une culture
suffisante pour laréaction d agglutination sur lame. Cette agglutination avec les
sérums anti-O1 ou anti-O139 est suffisante pour I’ identification présomptive.
(Vair lasection B ci-aprés pour une description de I’ identification par
séroagglutination.)

3. Tests de dépistage pour les isolements suspects de V. cholerae

Généralement, pour les isolements suspects de V. cholerae dans les
échantillons de selles, il n'est pas nécessaire de procéder a des épreuves
biochimiques avant de réaliser laréaction d’ agglutination avec les sérums anti
anti-O139. Mais si les réserves d' antisérums aggl utinants sont limitées, le test de
I’ oxydase peut s avérer utile pour une détection supplémentaire, avant
I’ agglutination des germes.

Test de I’ oxydase

Faire le test de |’ oxydase a partir d' une culture fraiche issue d' une gélose en
pente HIA ou de toute autre milieu de culture ne contenant pas d’ hydrate de
carbone. Ne pas utiliser de culture provenant d'une gélose TCBS car des
résultats faussement négatifs ou positifs peuvent étre obtenus. Mettre 2 a 3
gouttes de réactif d’ oxydase (1% de tétraméthyl-p-phénylénédiamine) sur un
morceau de papier filtre placé dans une boite de pétri. Etaler la culture sur le
papier filtre imbibé avec une anse en platine (pas de nichrome), un applicateur
en bois ou un cure-dent stérile. Dans le cas d' une réaction positive, la culture
bactérienne devient immédiatement violet foncé (Figure 6-4). Les organismes
négatifs a I’ oxydase resteront incolores ou deviendront violets aprés 10
secondes. |l ne faut pas tenir compte des colorations apparaissant au-dela de ce
temps. Les témoins positifs et négatifs seront testés en méme temps. Des
organismes du genre Mibrio (y compris V. cholerae, Tableau 6-1), Neisseria,
Campylobacter, Aeromonas, Plesiomonas, Pseudomonas et Alcaligenes sont
tous positifs a |’ oxydase. Toutes les Enterobacteriaceae sont négatives a

I’ oxydase.
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Tableau 6-1 Réaction de V. cholerae dans les tests de détection

Test de détection Réactions de V. cholerae

Test de I’ oxydase Positive

String Test (fil) Positive

KIA K/A? (penterouge/cul ot jaune)

TSI A/A? (pentejaune/cul ot jaune)

LIA K/K &b (pente violette/cul ot viol et)

Coloration de Gram Petits batonnets recourbés a Gram négatif

Préparation al’ état frais Petits batonnets recourbés avec mobilité en
fleche

@ K = alcaline, A = acide

b Réaction alcaline (violette) dans le culot du milieu indique une décarboxylation de lysine. Une
réaction acide (jaune) dans le culot du milieu indique qu’il n'y a pas eu de décarboxylation de
lysine.

Autres tests biochimiques de détection

Laréaction du string test ou « fil », la gélose en pente au fer de Kligler (KIA)
ou lemilieu TSI (Triple sugar/iron/agar), la coloration de Gram ou I’ examen a
I état frais sont des tests possibles pour un dépistage supplémentaire des
souches avant I" agglutination avec les antisérums (Tableau 6.1). La valeur de ces
tests doit étre mesurée pour déterminer leur utilité avant de les appliquer
réguliérement. Voir section C pour des instructions sur la préparation de ces
milieux de culture et les souches adéquates de contrdle de la qualité.

String test ou test du fil

Le string test, avec une culture fraiche a partir d’ une gélose non sélective, est
utile pour éliminer la présence de microorganismes n’ appartenant pas au genre
\ibrio, surtout Aeromonas spp. Le string test peut étre réalisé sur une lame de
microscope en verre ou dans une boite de pétri en plastique avec une suspension
bactérienne mélangée dans une goutte de solution agueuse a 0,5% de
désoxycholate de sodium. Si le résultat est positif, les cellules bactériennes sont
lysées par |e désoxycholate de sodium, |a suspension perd immeédiatement son
aspect trouble et I’ ADN est libérée par les cellules lysées causant un aspect
visgueux au mélange. Il se forme un « fil » mucoide quand I’ anse d’inoculation
est retirée lentement de la suspension (Figure 6-5). La plupart des Mibrio (y
compris V. cholerae, Tableau 6-1) sont positifs alors que les souches
d’ Aeromonas sont généralement négatives. D’ autres Vibrio spp. peuvent avoir
une réaction positive ou faible au string test.

La gélose en pente au fer de Kligler (KIA) et le milieu TSI (triple sugar/iron/
agar)

Lagélose en pente au fer de Kligler (KIA) et le milieu TSI (triple sugar/iron/agar)
peuvent étre utilisés pour éliminer Pseudomonas spp. et certaines Enterobacteri-
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Figure 6-5. String test
positif avec V. cholerae

aceae. Les réactions de V. cholerae sur KIA qui contient du glucose et du
lactose sont identiques a celles des Enterobacteriaceae ne fermentant pasle
lactose (pente alcaline (rouge), culot acide (jaune), pas de gaz, pas de H,S) (voir
Tableau 6-1 et Figure 6-6). Le milieu TSI qui contient du saccharose en plus du
glucose et du lactose donne des réactions de type A/A (pente alcaline, culot
acide), sans gaz, ni H_S.

Inoculer les pentes des géloses KIA ou TSI en piquant le culot et en
ensemencgant en stries la surface du milieu. Incuber a une température comprise
entre 35 et 37°C et les examiner aprés 18-24 heures. Les bouchons de chaque
tube ne doivent pas étre serrés a fond pendant I’incubation, et cela est
particuliérement important pour les pentes KIA ou TSI. Lorsque les bouchons
sont trop serrés, des conditions anaérobies apparaissent dans le tube de KIA ou
TSI, et les réactions caractéristiques de V. cholerae risquent de ne pas se
produire. Il en résultera alors une réaction inexacte.

Géosedelysineau fer (LI1A)

Lagélosedelysine au fer (LIA) est utile pour détecter Aeromonas et certains
Vibrio spp. qui, contrairement a V. cholerae, ne provoquent pas de
décarboxylation delalysine. Ensemencer lagélose LIA en piquant le culot puis
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Figure 6-6. Réactions de V. cholerae dans une gélose en
pente au fer de Kligler (gauche) et dans un milieu TSI ou triple
sugar/iron/agar (droite)

en réalisant des stries sur la pente. Aprés une incubation de 18 a 24 heures a une
température entre 35 et 37°C, examiner les géloses LIA pour rechercher les
réactions typiques de V. cholerae. Des organismes qui produisent une lysine-
décarboxylase sur LIA entrainent une réaction alcaline (couleur violette) dansle
culot du tube (Voir chapitre 4, Figure 4-11). Les organismes sans I’ enzyme
produisent souvent une couleur jaune (acide) dans le culot du tube. La produc-
tion d’ hydrogéne sulfuré est indiquée par un noircissement du milieu. Avec V.
cholerae, lagélose LIA présente en général une pente alcaline (violette), un
culot alcalin (violet), une absence de gaz et d'H_S (Tableau 6-1). Proteus et
Providencia spp. produiront souvent une pente rouge causée par la désamination
delalysine.

Il est important que les milieux KIA, TSI et LIA soient préparés de sorte que
les tubes aient un culot profond et une longue pente. En effet si le culot n’est
pas assez profond, des réactions erronées seront obtenues dans ces milieux.
Danslagélose LIA, la décarboxylation de lalysine ne se fait que dans des
conditions anaérobies et une réaction faussement négative peut survenir si le
milieu est présent en quantité insuffisante dans le tube (section C).
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Coloration de Gram

L’ examen de la culture d’ une pente HIA par la coloration de Gram montrera
de petits batonnets recourbés a Gram négatif (Tableau 6-1). La coloration au
cristal violet est une technique plus rapide et montrera quand méme la
morphologie des cellules qui sont trés typiques de Vibrio spp.

Examen direct

La microscopie sur fond noir et la microscopie en contraste de phase sont
utilisées pour détecter des colonies suspectes d appartenir a |’ espece V.
cholerae. En utilisant ces techniques, des suspensions salines sont examinées au
microscope pour détecter la présence d’ organismes en petits batonnets
recourbés de mohilité de type polaire en fleche (« étoile filante ») (Tableau 6-1).

B. Identification sérologique de V. cholerae O1 et 0139

1. Identification de présomption utilisant les sérums anti-O1 et
anti-0139

Une culture fraiche suspecte de V. cholerae dans un milieu gélosé non sélectif
peut étre testée avec un anti-sérum polyvalent anti-O1 ou anti-0139. |l ne faut
pas faire de réaction d' agglutination a partir de cultures sur gélose TCBS car des
réactions faussement négatives pourraient résulter. Généralement, aprés 5 a 6
heures d'incubation, la culture sur la surface de la gélose est suffisante pour
faire une agglutination sur lame avec les antisérums. Sinon il faut a nouveau
incuber. Si laréaction est négative avec |’ antisérum OL, il faut tester I antisérum
0139. S'il est positif avec I’ antisérum polyvaent O1, il faut le tester avec les
antisérums monovalents anti-Ogawa et anti-Inaba. Une fois qu’ une colonie
prélevée sur une boite de Pétri a été identifiée comme V. cholerae O1 ou 0139, il
n'est plus nécessaire de faire un test avec d’ autres colonies de la méme boite.

2. Confirmation de V. cholerae O1 en utilisant les antisérums
Inaba et Ogawa

Le sérogroupe O1 de V. cholerae est encore une fois divisé en trois
sérotypes : Inaba, Ogawa et Hikojima (tres rare). L’ identification des sérotypes
se fonde sur |’ agglutination avec les antisérums spécifiques du sérotype (voir
Tableau 6-2). L' identification de ces sérotypes n' est valide qu’ avec les souches
du sérogroupe O1. C'est laraison pour laquelleil est déconseillé d utiliser les
antisérums Inaba et Ogawa avec des souches qui sont négatives avec les
antisérums polyvalents OL1.

Les souches qui sont faiblement ou lentement agglutinés avec le sérum
spécifique du sérogroupe O1 mais qui ne sont agglutinés ni avec le sérum anti-
Inaba ni avec le sérum anti-Ogawa ne sont pas considérés comme appartenant
au sérogroupe O1. Des souches d'un sérotype ont souvent une réaction croisée
lente et faible avec le sérum spécifique de I’ autre sérotype, suivant le degré
d absorption des antisérums spécifiques des sérotypes. Les réactions
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d’ agglutination avec les deux antisérums Inaba et Ogawa devront étre examinés
simultanément et laréaction laplus forte et la plus rapide indique | e sérotype.
Avec des antisérums pareillement absorbés, les souches qui sont agglutinées tres
fortement et de maniére égale avec les deux antiseérums Ogawa et | naba sont
extrémement rares, tant est qu’ elles soient jamais rencontrées. Si I’ on soupconne
detelles réactions, il faut procéder al’envoi de ces souches a un laboratoire de
référence pour examen supplémentaire et seront appel és « sérotype possible
Hikojima. »

Se référer au chapitre 11 pour une discussion sur le contrdle de qualité des
antisérums.

Tableau 6-2. Sérotypes de V. cholerae sérogroupe O1

Agglutination par sérum absorbé

Sérotypes sérum anti-Ogawa sérum anti-Inaba
Ogawa + -
Inaba - +
Hikgjima + +

3. Réaction d’agglutination sur lame

Les tests d' agglutination pour les antigénes somatiques O de V. cholerae
peuvent étre réalisés dans une boite de Pétri ou sur une lame propre. On utilise
une anse ou une aiguille d'inoculation, un applicateur stérile ou encore un cure-
dent stérile pour retirer une partie dela culture delasurfaced unKIA, TSI, dela
gélose d' infusion de coaur (HIA) ou d’ une autre gél ose non sélective. Emulsionner
la culture dans deux petites gouttes de sérum physiologique et bien mélanger.
Ajouter une petite goutte d’ antisérum al’ une des suspensions. Généralement,
des volumes plus ou moins égaux d’ antisérum et de suspension de la culture
sont mélangés mais le volume de suspension peut étre le double du volume de
I anti sérum. Pour économiser |’ antisérum, on peut utiliser desvolumes aussi petits
que 10 microlitres. Bien mélanger la suspension avec I’ antisérum et incliner la
lame alternativement d' un coté et de |’ autre pour observer I’ agglutination. Si la
réaction est positive, des agglutinats vont apparaitre dans un délai compris entre
30 secondes et une minute. Examiner attentivement la suspension saline pour
vérifier qu’ elle ne contient pas de grumeaux dus aun phénomene d' auto-aggl uti-
nation. Si des grumeaLix se forment, la culture est appelée rugueuse et il est
impossible de la sérogrouper.

4. Confirmation de V. cholerae 0139

Un isolat suspecté V. cholerae qui réagit dans un sérum anti-0139 mais qui ne
réagit pas avec un sérum anti-O1 polyvaent devra étre envoyé a un laboratoire
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de référence. La confirmation de V. cholerae 0139 repose sur le test de produc-
tion del’ entérotoxine cholérique et la vérification de I’ antigéne O139. Aucun
sérotype n' a été identifié dans le sérogroupe 0139.

C. Milieux et réactifs pour V. cholerae
1. Eau peptonée alcaline (APW)
(Note: Il existe plusieurs formules publiées pour ce milieu.)

Peptone 100 g
Chlorure de sodium 10,0 g
Eaudistillée 1litre

Incorporer lesingrédients al’ eau et gjuster le pH a 8,5 avec une solution de
NaOH 3N. Répartir en tube et autoclaver a121°C pendant 15 minutes. Conserver
a4°C pendant six mois en vérifiant que les bouchons sont serrés afond pour
éviter une baisse du pH.

Pour le contréle de qualité, V. cholerae O1 devrafournir une bonne culture 6 a
8 heures aprésinoculation dans I’ APW.

2. Gélose au fer de Kligler (KIA) et milieu TSI (Triple sugar/iron/
agar)

(Note: Il existe plusieurs formulations déshydratées disponibles dans le
commerce de KIA et de TSI. Ces milieux peuvent également étre préparés a
partir d'ingrédients séparés mais |’ on risque d’ avoir une variation entre les lots.)

Préparer selon les instructions du fabricant. Le volume de milieu doit étre
suffisant pour obtenir un culot profond et une pente longue. Mettre 6,5 ml de
milieu dans destubes de 16 x 125 mm possédant des bouchons hermétiquement
fermés (les bouchons ne doivent pas étre serrés afond). Autoclaver. Lestubes
doivent étre préparés de fagon aobtenir un culot de 3,5 cm et une pente de 2,5 cm.
Serrer les bouchons a fond et conserver a 4°C pendant 6 mois.

Laqualité de chaque nouveau lot doit étre contrdlé avant I’ utilisation. E. coli
doit avoir une pente et un culot acides avec production de gaz mais pas de H_S.
S flexneri doit avoir une pente alcaline, un culot acide sans production de gaz ni
de H_S. (Note : Certaines souches de S. flexneri 6 produisent du gaz.)

3. Gélose de lysine au fer

(Il existe plusieurs sociétés qui vendent du LIA déshydraté. LIA peut
également étre préparé a partir d’'ingrédients séparés mais on risque d’ avoir des
variations entre les lots).

Préparer le milieu selon les instructions du fabricant. Mettre une certaine
quantité de milieu dansle tube afin d’ avoir un culot profond et une longue pente.

Mettre par exemple 6,5 ml de culture dans des tubes de 16 x 125 mm avec des
bouchons pouvant étre vissés a fond (laisser les bouchons desserrés) et, aprés la
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stérilisation al’ autoclave, laisser le milieu gélosé se solidifier de maniére aavoir
un culot de 3 cm et une pente de 2 cm delong. Unefoisle milieu refroidi et
solidifié, serrer les bouchons afond et conserver a4°C pendant 6 mois maximum.

Chaque nouveau lot de culture déshydratée doit étre contrélé avant
I’utilisation. S. flexneri doit donner une pente alcaline et un culot acide, sans
production de H,S. L es souches de Salmonella produisant de |'H_S doivent
donner une pente alcaline et un culot alcalin avec noircissement du milieu
imputable aH_S. Les souches de V. cholerae sont positives alalysine et
produisent une réaction alcaline dansle culot de LIA.

4. Réactif de I'oxydase

Dichlorhydratede N, N, N', N’ -tétraméthyl-p-phénylénediamine 0,05 g
Eaudistillée 5,0 ml

Dissoudre le réactif dans de I’ eau purifiée (ne pas chauffer pour dissoudre).
Préparer une solution fraiche tous les jours.

Des contréles positifs et négatifs devraient étre testés chague fois que le
réactif est préparé. V. cholerae est positif al’oxydase et E. coli est négatif a
I’ oxydase.

5. Réactif de désoxycholate de sodium (0,5 %) pour le string test

Désoxycholate de sodium 05¢
Eau stériledistillée 100,0 ml

Ajouter de |’ eau stérile distillée au désoxycholate de sodium et bien mélanger.
Conserver atempérature ambiante pendant un maximum de 6 mois.

Chaque nouveau |ot doit étre contrdlé avant utilisation. La souche V. cholerae
O1 doit étre utilisée comme témoin positif. E. coli, comme souche de référence
négative.

6. Gélose thiosulfate-citrate-sels biliaires-saccharose (TCBS)

(Note: Il existe plusieurs marques différentes dans e commerce de gélose
TCBS. Cemilieu peut étre préparé avec des ingrédients séparés mais donnera des
résultats bien plus variables qu’ avec I’ emploi d’ une formulation déshydratée
commerciale.)

Suivre les instructions du fabricant pour peser et réaliser la suspension du
milieu déshydraté. Chauffer en agitant. Le milieu doit étre entierement dissous.
Laisser refroidir la gélose dans un bain-marie réglé a 50-55°C avant de la couler
dans des boites de Pétri. Laisser les couvercles ouverts pendant 20 minutes pour
gue lasurface de lagélose puisse sécher. Fermer les couvercles et conserver les
boites a4°C pendant une semai ne maximum.

Chaque nouveau lot devra étre contrdlé avant utilisation car le TCBS ades
variations de sélectivité en fonction du lot et de lamarque. V. cholerae O1 donne
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des colonies jaunes. E. coli, soit ne pousse pas, soit pousse faiblement en
donnant de pauvres colonies translucides.
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Chapitre 7
Epidémiologie d’E. coli O157:H7

E. coli O157:H7 est un pathogéne reconnu depuis peu comme étant
responsable de dysenterie. La maladie est généralement une diarrhée sanglante,
souvent sans fievre importante, avec complication possible sous forme de
syndrome hémolytique et urémique. On |e trouve essentiellement dans les pays
développés. Seule une épidémie confirmée a été retrouvée dans un pays en voie
de dével oppement—au Swaziland en 1992—quand 20 000 personnes ont été
affectées par une flambée de cas importante. D’ autres flambées de cas se sont
produites, mais n'ont pas été confirmées.

L es principaux modes de transmission sont les suivants : viande bovine
insuffisamment cuite, lait non pasteurisé ou aliments en contact avec laviande.
Des flambées de cas transmis par |’ eau ont été signal ées au mémetitre que
d’ autres cas consécutifs a des baignades dans des | acs contaminés.

L’ organisme produit des toxinesidentiques acelles qui sont produites par
Shigella dysenteriae sérotype 1. Le traitement avec un agent antimicrobien ne
S est pas avéré utile pour endiguer I’ évolution de I’ infection par E. coli O157:H7.
Aingi, letraitement par antimicrobiens pourrait aggraver lasituation. Vu qu’ aucun
traitement n’ est recommandé, il n’ est pas nécessaire de tester la sensibilité aux
antimicrobiens des souches de E. coli O157:H7.

Leslaboratoires doivent étre informés de cet organisme et doivent faire destests
de détection périodiques dans | es sell es des patients atteints de diarrhée sanglante.
Il N’ est pas nécessaire d’ examiner toutes les selles présentées au laboratoire pour
détecter cet organisme. || faut également le rechercher lorsd’ épidémiesde
dysenterie quand Shigella spp. n’est pas isolé dans les selles des patients
souffrant de diarrhée sanglante. Les fournitures de laboratoire nécessaires pour le
diagnostic de E. coli O157:H7 sont données en Annexe H.
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Chapitre 8
Isolement et identification d’E. coli sérotype
0157:H7

L’isolement et I’ identification d' E. coli sérotype O157:H7 seront nettement
meilleurs si on dispose de laboratoires et de techniques de pointe. Les méthodes
présentées ici ont pour but d’ économiser les ressources et permettent aux
techniciens de laboratoire de choisir dans une certaine mesure le protocole et les
milieux. Les laboratoires qui ne disposent pas de ressources suffisantes pour
adopter les méthodes décritesici et dans les chapitres suivants ne doivent pas
essayer d'isoler et d’identifier ces pathogenes. |ls doivent de préférence envoyer
les échantillons ou lesisolements a d’ autres laboratoires qui ont |’ habitude
d’ exécuter les procédures en question. Les fournitures de laboratoire
nécessaires pour le diagnostic de E. coli O157:H7 sont données en Annexe H.

A. Méthodes d’'isolement et d’identification

E. coli O157:H7 fermente rapidement |e lactose et ne se distingue pas de la
plupart des autres E. coli dans des milieux traditionnels contenant du lactose.
Mais contrairement a environ 80% des autres E. coli, pratiquement toutes les
souches de E. coli O157:H7 ne fermentent pas le D-sorbitol ou le fermentent
lentement. La gélose MacConkey (SMAC) au sorbitol a été mise au point pour
profiter de cette caractéristique en remplagant le lactose par du sorbitol dansla
gélose MacConkey et ¢’ est le meilleur milieu pour I'isolement de E. coli
0157:H7. Des colonies négatives au sorbitol apparaitront incolores sur le SMAC
(Figure 8-1).

[T C

- s e -
a [ i '
S : 1 15"

Figure 8-1. Les colonies E. coliO157 sont incolores sur SMAC. Les colonies non E.

coli 0157 sont roses.

61



Isolement et identification d E. coli sérotype O157:H7

L’ enrichissement d'E. coli O157:H7 n’est en principe pas nécessaire pour
I'isolement d’ organi smes provenant de patients gravement mal ades.

LaFigure 8-2 montre comment identifier E. coli O157:H7 a partir
d' échantillons de selles. Inoculer SMAC selon |e protocol e décrit au chapitre 4
(Figure 4-2). Incuber de 8 a 24 heures a une température entre 35 et 37°C. Voir
Figure 8-2 pour laprocédure d'isolement de E. coli O157:H7. Aprés 18 a24
heures d’incubation, la quantité et le type de culture (par exemple, sorbitol positif
ou sorhitol négatif) sur SMAC doivent étre notés sur des fiches de données pour
les échantillons de chaque patient (Figure 8-3). Les colonies supposées étre de
I"E. coli O157:H7 se manifesteront sous forme de coloniesincoloresd un
diamétrede 2 a3 mm (Figure 8-1).

Tester les colonies sorbitol négatives choisies sur une gélose SMAC avec un
antisérum E. coli O157 ou des réactifs au latex (latex avec anticorps O157 et
latex témoin) selon les procédures recommandées par |e fabricant. Ces colonies
suspectes peuvent étre testées avec un antisérum directement a partir du SMAC
ou bien repiquées sur un milieu non sélectif (HIA par exemple) et testéesle
lendemain (certains fabricants de réactifs 0157 latex préconisent de tester
seulement | es colonies provenant directement delagélose). Si les colonies sont
testées directement a partir du SMAC, les colonies positives avec le sérum 0157
doivent étre transférées sur un autre milieu pour des tests ultérieurs. Unefois
gu’ une colonie d’ une gélose a été identifiée comme positive pour 0157, il n'est
plus nécessaire de tester d autres colonies de la méme gélose.

Spacimen
s R Ciptionnal: .
calanies incolores geloaa non salactive

1

Se&rologie 0157

*

}

Laboratoirs d
“réfbrence

Figure 8-2. Procédure d’isolement d’'E. coli 0157
a partir des échantillons de selles
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Isolement et identification d E. coli sérotype O157:H7

Si on utilise des réactifs au latex 0157, il est important de tester |es souches
avec le latex témoin pour détecter une agglutination non spécifique des
organismes avec le latex. Les fabricants des réactifs au latex 0157
recommandent de chauffer les souches qui agglutinent avec le latex témoin et le
latex réactif et ensuite de les tester a nouveau avec les anticorps O157 et les
réactifs du latex témoin. Toutefois, dans une étude qui a utilisé ce procédé,
aucune des souches avec agglutination non spécifique n’a é&é identifiée par la
suite comme E. coli O157:H7.

On doit envoyer les isolements positifs pour O157 pour confirmation a un
laboratoire de référence. La confirmation de E. coli O157 consiste en
I"identification des souches par I’ étude des caractéres biochimiques des E. cali,
les souches de plusieurs espéces pouvant présenter une réaction croisée avec
I"antisérum O157. L’ identification del’ antigéneflagellaire H7 est également
nécessaire pour la confirmation. Lors de présence de souches qui sont non
mobiles ou qui sont négatives pour I’ antigéne H7, la production de toxines Shiga
devrait étre recherchée, afin d’identifier les souches pathogenes. L' identification
biochimique, letest de détection de I’ antigéne H7 et le test de latoxine Shiga
sont disponibles dans les |aboratoires de référence.

Il n"est pas nécessaire de tester la sensibilité aux agents antimicrobiens des
souches E. coli O157:H7 (voir chapitre 7).

B. Préparation et contréle de qualité de la gélose sorbitol-
MacConkey

Préparer suivant les instructions du fabricant. (Note : |l existe plusieurs
marques disponibles dans e commerce de gélose de sorbitol-MacConkey. Ce
milieu peut étre préparé avec des ingrédients séparés mais on obtiendra des
résultats bien plus variables que si I’ on utilise une formulation déshydratée
commerciale.) Stériliser al’autoclave a 121°C pendant 15 minutes. Refroidir a
50°C et verser dans des boites de Pétri. Laisser les couvercles |égérement
ouverts pendant 20 minutes pour que la surface de la gélose puisse sécher.
Fermer le couvercle et conserver a 4°C pendant un mois maximum. Si on veut
conserver le milieu pendant plusieurs jours, mettre les tubes dans des sachets en
plastique hermétiquement fermés afin que le milieu ne se desséche pas.

E. coli devrait produire une culture bonne a excellente de colonies roses a
rouges. E. coli O157:H7 devrait produire des colonies incolores.
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Chapitre 9
Sensibilité aux agents antimicrobiens (méthode
de diffusion en milieu gélosé)

Laméthode de diffusion en milieu gél osé présentée dans ce chapitre a été
standardisée par |le Comité national des normes pour laboratoires cliniques
(NCCLYS) et elle est exécutée exactement comme I’ indique le protocole ci-apreés.
Elle peut prévoir avec certitude I’ efficacité in vivo du médicament en question.
Mais, tout changement dans la méthode risgue de rendre les résultats non
valables. C'est laraison pour laguelle, si les laboratoires manquent de ressources
pour réaliser la procédure de diffusion en gélose exactement telle qu'elle est
décrite, il leur est vivement conseillé d’ envoyer les souches a d’ autres
laboratoires pour les tests de sensibilité aux agents antimicrobiens.

A. Divers aspects a prendre en compte pour la méthode de
diffusion en gélose

Dés lors que la résistance aux antimicrobiens augmente partout dans le
monde, il devient de plus en plus important de suivre la résistance aux
antimicrobiens de Shigella et V. cholerae O1 et 0O139. En revanche, comme le
traitement par agents antimicrobiens de I'infection & E. coli 0157 s est montré
inefficace et non sans risgque, sauf dans des cas de cystite et de pyélonéphrite, la
détermination du type de sensibilité aux antimicrobiens pour E. coli 0157 n'est
généralement pastres utile.

Voir les chapitres 3 et 5 pour un débat sur le choix des antimicrobiens pour le
traitement de la dysenterie et du choléra. Les essais avec Shigella, V. cholerae et
E. coli O157:H7 et certains antimicrobiens peuvent étre al’ origine d’ une
mauvaise interprétation quand les résultats in vitro ne sont pas corrélés a
I’ activité in vivo. Par exemple, Shigella spp. est généralement sensible aux
aminoglycosides (gentamicine, kanamycine, etc.) dans la méthode de diffusion
en géelose mais le traitement avec ces médicaments n’ est souvent pas efficace.
Une concertation sur les caractéristiques spéciaes pour le test de sensibilité de
V. cholerae est présentée dans la section B ci-aprés. Le tableau 9-1 indique les
antimicrobiens proposés pour le test de résistance de Shigella et de V. cholerae.

B. Procédure de diffusion en gélose

LaFigure 9-1 reprend la méthode de diffusion en gélose pour le test de
sensibilité. Les fournitures de laboratoire nécessaires pour cette méthode pour
Shigella et V. cholerae sont indiquées dans les Annexes A et B.

1. Gélose de Mueller-Hinton

Lagélose de Mueller-Hinton est le seul milieu de culture solide pour I’ é&ude de
sensibilité qui ait éé validé par le NCCLS. |l est recommandé de toujours utiliser
lagélose Mueller-Hinton pour les épreuves de diffusion en gélose, en fonction
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des directives internationales et du NCCLS. Etant donné que la maniére dont la
gélose Mueller-Hinton est préparée peut affecter les résultats de la procédure de
diffusion par disque, il est trés important de se reporter a la section C ci-aprées
pour des instructions sur la préparation et le contrdle de qualité de ce milieu.

Tableau 9-1 : Antimicrobiens proposés pour le test de sensibilité de Shigella et V.
cholerae O1 et 0139

Antimicrobiens pour Shigella Antimicrobiens pour V. cholerae
Sulfaméthoxazol e-triméthoprime Sulfaméthoxazol e-triméthoprime
Chloramphénicol Chloramphénicol

Ampicilline Furazolidone

Acidendidixique? Tétracycling®

3Si résistant a I'acide nalidixique, tester avec ciprofloxacine.
bLes résultats du disque de tétracycline sont utilisés pour prédire également la
sensibilité a la doxycycline.

2. Préparation du standard de turbidité McFarland

Un standard de McFarland 0,5 doit étre préparé et un contréle de laqualité
sera effectué avant de commencer le test de sensibilité (voir section C). S'il est
hermétiquement fermé et gardé dans le noir, le standard peut étre conservé
pendant 6 mois. Le standard McFarland est utilisé pour gjuster laturbidité de
I"inoculum pour letest de sensibilité.

3. Préparation de I'inoculum

Chaque culture doit étre ensemencée en stries sur une gélose non inhibitrice
(gélose au sang, gélose d'infusion de coaur et de cerveau ou gélose trypticase
soja) pour obtenir des colonies isolées. Aprés une incubation d’ une nuit a une
température comprise entre 35 et 37°C, choisir 4 a5 colonies bien isolées avec
une anse ou une aiguille d'inoculation et les transférer dans un tube de solution
salée stérile (voir section C) ou dans un bouillon non sélectif (bouillon de
Mueller-Hinton, bouillon d’infusion de coeur ou trypticase soja). Emulsionner
une quantité suffisante de culture bactérienne dans la solution salée ou le bouillon
pour que laturbidité avoisine celle du standard McFarland 0,5. Cette
comparaison peut étre faite plus facilement si les tubes sont observés contre une
fiche de papier blanc avec lignes noires (voir Figures 9-2 et 9-3). Si C’est
nécessaire, laturbidité peut étre diminuée en gjoutant plus de solution saline
stérile ou de bouillon.

La méthode de culture peut aussi étre utilisée pour préparer |'inoculum.
Quatre ou cing colonies issues de la culture dével oppée pendant une nuit sur la
gélose sont inocul ées dans e bouillon (bouillon de Mueller-Hinton, infusion de
coaur ou bouillon trypticase soja). Incuber le bouillon 435°C jusqu’ace qu'il
devienne trouble et ensuite gjuster laturbidité ala bonne densité.
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souche

fest et témoin

l

gelose non sélective

suspension saline

l

méthode optionelle:
bouillon Mueller-Hinton

adjustement de la
turbidité

l

ensemencement
d’'une gélose
Mueller-Hinton

l

placer les disques
sur les géloses

l 16-18 hr, 35 C

mesure de la taille des
zones, interprétation

Figure 9-1. Procédure de test de
la sensibilité aux antimicrobiens
avec diffusion en gélose par la

méthode des disques
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Figure 9-3. Comparaison de McFarland 0,5 avec la suspension de l'inoculum. De
gauche a droite, les tubes sont le standard McFarland 0,5, E. Coli ATCC 25922
ajusté a la turbidité McFarland 0,5 et la solution saline non inoculée.
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4. Procédure d’'inoculation

Dans les 15 minutes suivant |’ gjustement de la turbidité de la suspension
servant d'inoculum, tremper un écouvillon de coton dans la suspension. Presser
fermement contre la paroi intérieure du tube juste au-dessus du niveau du
liquide, tourner I’ écouvillon pour enlever lesliquides excédentaires. Etaler atrois
reprises sur la surface entiére de la gélose, en tournant la boite a environ 60°C
apres chague application pour obtenir une distribution égale de I’ inoculum.
(Figure 9.4). Enfin, écouvillonner partout autour du bord de la surface de la
gélose.

Figure 9-4. Plaque de Mueller-Hinton a ensemencer en stries avec I'écouvillon sur
toute la surface du milieu a trois reprises en faisant tourner la boite de Pétri d’'un
angle de 60°C aprés chaque application.

5. Disques imprégnés d’antibiotiques

Les réserves de disques imprégnés d’ antibiotiques doivent étre gardées au
réfrigérateur (4°C). Une fois les disques retirés du réfrigérateur, laisser &
température ambiante | es récipients fermés pendant environ une heure pour
permettre alatempérature de s équilibrer. Celalimite la condensation qui se
produit quand |"air entre en contact avec les disques. Si on utilise un distributeur,
son couvercle doit fermer et parfaitement il doit étre conservé au réfrigérateur. I
faut également le laisser se réchauffer a température ambiante avant |’ utilisation.

69



'STDDN Jed sijgeis 919 sed juo,u 8essjoyd A Inod sauoz sap sa|ie}
s8] ‘wepuada) aeaseslorqolaiug 198 Blebiys inod sanbsip sep spoyiow el Jed asojab us uoisnyip ap sieynsal sap uonelaidiaiul,| Inod sapijeA sauoz sap Ssaj|iel »
"'STOON Jed sessj0ya A inod sijgels 919 sed Juo,u SaI9D S8 'SanbLIUSINNW SBPNID SBP INS SPPUO) uoleIRIdIsiuLp SaISMID 5

‘(salnaulw sinalla,p 9AsI9 xnel) sawsiuehio,p
alqwiou puelb un,p UORIYISSE|D BSIeANBW aun € Jauaw Inad sanbsip sap apoyiaw | sed aso|9h ua uoISNYIP ap 1S9} 9| Jed aauapnid daAe SyeYNSI S JasIN o
'866T ‘(STOON) spJepuels Alojeloge] [ed1uljD U0 S31WWOD [BUOHEN : 32IN0S

ae.B[oyYd A Jnod

61< - 6T> 0 AnbixpieuspY
8¢-2¢ 6T< 8T-T ers o€ SNbIXIPIeUSPPY
ov-0e Tc< 02-9T GTS g peRUITEX0(J04d 1D
G2-8T 6T< 8T-GT 4% o€ Hu1AJeIR |
LS ldoypwin
cee 91< ST-TT oT> GL'€C/SCT -9l0Zexoypuelns
ae.B[oyYd A Jnod
9¢-¢¢ 8T< - gT> 00T Luopljozeind
2291 AR 9T-vT eTs 0T Sul||pidwy
L2-T¢ 8T< LT€T Zrs o€ qel001LRYdWRIOIYD
2265¢ D01V 1100 3 E[SIES aJeIpaWRU| wessoy (6r)
Jnod (ww) auoz anbsip np uaigooiwnue
e|spaipueIpap salI (ww) suoze|ap apwelq 911301413 Wweby

Sensibilité aux agents antimicrobiens (méthode de diffusion en milieu gélosé)

sIsioyd sualgoJolwnue,p
sanbsip sap 29Ae araoeLBIdRqoIaIUT S8] Jnod UOIIGIYULP SBU0Z Sap Sa||iel sep uoielaidiaulp SaWIoN "Z-6 hesjgel



Sensihbilité aux agents antimicrobiens (méthode de diffusion en milieu gélosé)

Appliquer les disques d’ antibiotiques sur les boites de Pétri dés que possible
mais pas plus de 15 minutes aprés I’ inoculation. Placer les disques
individuellement avec des pinces stériles ou avec un distributeur mécanique et
les placer doucement contre la gélose. En général, il ne faut pas placer plus de
12 disgues sur une boite de 150 mm et pas plus de 4 disques sur une boite de
100 mm. Cela évite le chevauchement des zones d’ inhibition et une erreur
possible de mesure. Certains antimicrobiens du disque diffusent presque
immédiatement et par conséguent, une fois que le disgue entre en contact avec
lasurface delagélose, il ne doit plus étre déplacé.

6. Lecture et interprétation des résultats

Une fois que les disques sont placés sur lagélose, il faut incuber la boite a
35°C pendant 16 a 18 heures. Aprés une nuit d’incubation, le diamétre de
chague zone d'inhibition (diamétre du disque compris) est mesuré en mm et
noté (Figures 9-5, 9-6 et 9-7). Les mesures peuvent étre prises avec une regle
sur le fond de la boite sans enlever le couvercle. Avec les sulfamides et le
sulfaméthoxazol e-triméthoprime, un |éger dével oppement apparait al’intérieur de
la zone d'inhibition. Dans ce cas, on ne tiendra pas compte de ce |éger
développement (inhibition 80%) et le diamétre de la zone sera mesuré dans les
marges de développement important. Les zones d' inhibition doivent étre
comparées au tableau d’ interprétation des tailles des zones (voir Tableau 9-2) et
notées en fonction des catégories suivantes : sensible (S), intermédiaire (1) et
résistant (R) pour chague antibiotique testé.

Les colonies se dével oppant dans lazone claire d' inhibition peuvent
représenter des variants résistants ou un inoculum mixte. Pour ces colonies, il
faudra également déterminer le diamétre d’ inhibition qui sera obtenu en mesurant
et en doublant la distance comprise entre les colonies les plus proches du disque
et le centre du disque. Le diamétre de la zone claire extérieure doit également
étre mesuré et I interprétation sera notée pour chaque diamétre. Les colonies a
I"intérieur de la zone seront prélevées, ré-isolées, ré-identifiées et re-testées par
I’ épreuve de diffusion en gélose pour confirmer les résultats précédents. La
présence de colonies dans une zone d' inhibition peut prédire une éventuelle
résistance du microorganisme a cet agent.

7. Contrble de qualité

Pour vérifier I’ exactitude des résultats des tests de résistance, il est important
d'inclure au moins une souche de référence (ATCC 25922 est |a souche de
référence E. coli utilisée pour le test de résistance des Enterobacteriaceae).
Comparer les diamétres de zone obtenus pour ATCC 25922 avec les limites
publiées par le NCCLS (voir Tableau 9-2 pour les diamétres des zones
d'inhibition pour ATCC 25922). Si |es zones observées avec les souches de
référence sont en dehors des limites prévues, alors le technicien de laboratoire
devra envisager les sources possibles d’ erreur.
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Figure 9-5. Résultats de la procédure de diffusion en gélose par la
méthode des disques. Cet souche de Shigella est résistante au
sulfaméthoxazole-triméthoprime et s’étend jusqu’au disque dont la
zone est notée 6 mm.

Les tests de sensibilité sont affectés par des variations du milieu, la charge de
I'inoculum, le temps d’incubation, la température et d’ autres facteurs. Le milieu
utilisé peut étre une source d’ erreur s'il n'est pas conforme aux directives
recommandées par le NCCLS. Par exemple, une gélose contenant des quantités
excessives de thymidine ou de thymine peut inverser les effets inhibitoires des
sulfamides et du triméthoprime, d' ol des zones d’ inhibition plus petites et moins
distinctes. Par conséquent, les organismes peuvent sembler résistants a ces
médicaments alors qu’ en fait, ils ne le sont pas. Si la profondeur de la gélose
n'est pasde3a4 mmou s le pH n'est pas compris entre 7,2 et 7,4, la diffusion
des agents antimicrobiens ou I’ activité des médicaments peuvent étre affectées.

Si I"inoculum n’est pas une culture pure ou S'il contient une concentration de
bactéries qui n’est pas identique au standard de McFarland, les résultats du test
de sensibilité seront affectés. Par exemple, un organisme résistant pourra
apparaitre sensible si I'inoculum est trop Iéger. De plus, si les coloniesde la
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Figure 9-6. Exemple de fiche pour noter les résultats de la procédure de diffusion
en gélose par la méthode des disques pour V. cholerae O1 et 0139
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Shigella - Résultats de la sensibilité aux antimicrobiens
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Figure 9-7. Exemple de fiche pour noter les résultats de la procédure de diffusion
en gélose pour les souches de Shigella
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gélose au sang sont utilisées pour préparer une suspension par la méthode
directe d’inoculation, un effet antagoniste du triméthoprime ou des sulfamides
peut apparaitre et il pourra se produire un développement des bactéries a
I'intérieur des zones d’inhibition autour des disques de triméthoprime-
sulfaméthoxazole, aors qu’ en fait les souches sont sensibles.

Conserver précieusement les disques imprégnés d’ antibiotiques et ne pas les
utiliser au-deladeladate de péremption indiquée. Une diminution delatailledela
zone d'inhibition autour de la souche de référence peut étre le signe d’ une baisse
d' efficacité du disque.

De plus, tel que mentionné ci-dessus, le test de sensibilité de certaines
bactéries a des agents antimicrobiens pourra donner des résultats induisant en
erreur car les résultats in vitro ne correspondent pas forcément a |’ activité in
vivo. Les exemples en sont donnés avec les spectres étroits et larges des
céphal osporines et des aminoglycosides testés contre Shigella spp. (voir
chapitre 3) et I’ érythromycine testée contre V. cholerae (voir section C ci-

apres).

C. Eléments particuliers dont on tiendra compte lors des tests
de sensibilité de V cholerae

Laméthode de diffusion en gélose est |a technique la plus couramment utilisée
pour tester la sensibilité mais les critéres d interprétation de la zone pour V.
cholerae O1 et 0139 ont été uniquement établis pour lal’ampicilline, le
chloramphénicol, les sulfonamides, latétracycline et |e sulfaméthoxazole-
triméthoprime. On s est rendu compte que les résultats de la méthode par
diffusion par disque ne sont pas exacts pour V. cholerae avec |’ érythromycine et
la doxycycline et il est donc préférable de ne pas tester ces agents avec cette
méthode. Utiliser les résultats du disque de tétracycline pour prévoir lasensibilité
aladoxycycline. Si elle est sensible alatétracycline, la souche le sera également
aladoxycycline. Il n’existe pas actuellement de méthode qui puisse déterminer
exactement lasensibilité al’ érythromycine.

Lafiabilité des résultats de la diffusion par disque pour d’ autres
antimicrobiens (ciprofloxacine, furazolidone et acide nalidixique) n' apas é&té
validée. Ladiffusion par disque peut étre utilisée pour détecter larésistance ala
ciprofloxacine en utilisant les critéres d’interprétation pour Enterobacteriaceae
comme normes provisoires des tailles de zone. Des limites préliminaires sont
proposées pour I’ épreuve avec | e furazolidone et I’ acide nalidixique pour V.
cholerae (voir Tableau 9-2). Les résultats doivent étre interprétés avec prudence
quand on utilise la méthode de diffusion par disque pour ces antimicrobiens. Si
les tailles des zones pour ces médicaments entrent dans la fourchette
intermédiaire, elles doivent étre interprétées comme pouvant étre résistantes.
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D. Préparation et contréle de qualité des milieux et des réactifs
1. Gélose Mueller-Hinton

(Note: Il existe plusieurs formulations commerciales de la gélose Mueller-
Hinton. Ce milieu ne devrait pas étre préparé a partir d’' ingrédients individuels car
cela peut diminuer la qualité. Laformule déshydratée de cette gélose quel’on
trouve dans le commerce fait I objet d’' un contrdle attentif de la qualité avant
d’ étre mis en vente))

Préparer le milieu de Mueller-Hinton en suivant les instructions du fabricant.
Aprés autoclavage, refroidir lagélose a50°C, verser e milieu sur une épaisseur
de 4 mm soit dans des boites de Pétri de 15 x 100 mm de diamétre (environ 25-
30 ml par boite) soit dans des boites de pétri de 15 x 150 mm de diamétre
(environ 60-70 ml par boite). Utiliser plus ou moins de gélose affecterales
résultats de sensibilité. Si |’ épaisseur de la gélose est supérieure a4 mm, des
souches pourront apparaitre faussement résistantes. A I’inverse, avec une
épaisseur de gélose inférieure a 4 mm, des souches pourront apparaitre
faussement sensibles.

Des hoites de Pétri fraichement préparées peuvent étre utilisées le méme jour
ou conserveées au réfrigérateur (2 a 8°C) pendant deux semaines. Si les boites de
Pétri ne sont pas utilisées dans les 7 jours suivant la préparation, il faut les
envelopper dans un sac en plastique pour minimiser les risques d' évaporation.
Juste avant I’emploi, s'il existe une humidité excessive sur la surface, mettre les
boites de Pétri dans un incubateur (35 &37°C) jusqu’a ce que I” humidité
s évapore (généralement entre 10 et 30 minutes). Ne pas ouvrir les boites, car le
milieu se contamine facilement.

Contrdler laqualité de chague nouveau lot avant leur utilisation en faisant un
test avec des souches standard d’E. coli ATCC 25922 et/ou de Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Ces derniéres sont utilisées pour les tests
d Enterobacteriaceae et les aérobies Gram positives respectivement. Le pH de
chague nouveau lot de Mueller-Hinton devra se situer entre 7,2 et 7,4. S'il se
trouve en dehors de cette fourchette, il ne faut pas gjuster le milieu pH en
ajoutant de I’ acide ou une base. |l faut jeter les boites de Pétri et en préparer de
nouvelles. Si le pH detousleslots est trop élevé ou trop faible, lelot entier de
milieu déshydraté doit étre renvoyé au fabricant.

2. Standards de turbidité (McFarland)

Les standards de turbidité McFarland 0,5 sont disponibles aupres de divers
fabricants. Ou alors, on peut préparer une solution en gjoutant 0,5 ml de dihy-
drate de chlorure de baryum (BaCL ,2H,0) a 1,175 % (p/v) 299,5 ml d' acide
sulfurique a1 %. La solution est ensuite mise dans des tubes de test identiques a
ceux qui ont été utilisés pour préparer la suspension de |’inoculum. Fermer
hermétiquement avec de la cire ou de la paraffine ou tout autre moyen évitant
I’ évaporation. Réfrigérer ou conserver a température ambiance (22-25°C) dans
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dihydrate de acide sulfurique
baryum 1.175 % pv 1 % viv
0.5 ml l l 99.5 ml

mélanger er fermer
le tube

l

préparer la susp. de
la souche de controle

l

adjuster la turbidité

l

préparer les dilutions

l ensemencer les boites (0.1 ml)

gélose non sélective

l

compter les colonies

l

calculer les UFC/mI

Figure 9-8. Procédure pour la préparation et le contréle de qualité du standard
McFarland 0,5
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I’ obscurité pendant 6 mois maximum. Lajeter au-dela de ces 6 mois ou avant si
le volume diminue. Bien agiter avant chaque emploi, en mélangeant lefin
précipité de sulfate de baryum dans le tube.

Controler I’ exactitude de la densité d’' un standard préparé de McFarland en
utilisant un spectrophotomeétre avec un trajet optique de 1 cm. Pour le standard
de McFarland 0,5, I’ absorbance a une longueur d’ onde de 625 nm devra étre
comprise entre 0,08 et 0,1. Ou bien, vérifier I’ exactitude du standard de
McFarland en gjustant une suspension de la souche de référence ala méme
turbidité, en préparant des dilutions successives de 10 en 10, et en faisant la
méme numération (voir Figure 6-8). La suspension gjustée devra contenir 10°
unités formant colonies/ml (UFC/m).

3. Solution salée physiologique

NaC1 8,5 grammes
Eaudigtillée 1litre

Dissoudre NaC1 dans de I’ eau, chauffer si nécessaire. Peut étre stérilisée a
I"autoclave ou par filtration sur membrane. Stocker a température ambiante
pendant 6 mois maximum avec les bouchons serrés a fond pour éviter
I’ évaporation.
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Chapitre 10
Conservation des isolements

Des cultures de Shigella, V. cholerae ou E. coli O157 resteront généralement
viables pendant plusieurs jours dans un milieu solide a température ambiante (22
a25°C) jusqu’a ce que le milieu ne séche ou ne devienne acide. Mais si on veut
garder les cultures au-dela de quelques jours, il faut les préparer correctement
pour les conserver. Le choix de la méthode de conservation dépend de la durée
pendant laguelle on veut garder les organismes ainsi que de |’ équipement et des
locauix de laboratoire dont on dispose.

A. Conservation de courte durée

Lagélose au sang (BAB), lagélose Trypticase-soja (TSA) et lagélose
d’infusion de coaur (HIA) sont des bons milieux de conservation des organismes
entériques. Il ne faut jamais conserver les souches dans un milieu contenant des
hydrates de carbone car les produits acides du métabolisme diminuent
rapidement laviabilité. BAB, TSA ou HIA contiennent du NaCl, qui améliorela
pousse de V. cholerae. Ne pas employer de gélose nutritive car elle n’a pas de
sel gjouté.

Préparer le milieu de conservation et placer les tubes encore chauds en
position inclinée de fagon a obtenir une petite pente et un culot profond.
Ensemencer le culot en piquant une ou deux fois puis ensemencer la pente en
stries. Incuber une nuit a une température entre 35 et 37°C. Fermer
hermétiquement les tubes avec des bouchons de liege trempés dans de la
paraffine chaude ou avec des bouchons a vis bien serrés. Conserver a
I’ obscurité a une température comprise entre 22 a 25°C.

Del’ huile minérale stérile peut aussi étre utilisée pour prévenir le
desséchement des géloses en pente. Recouvrir les colonies de la pente avec une
couche d' huile minérale stérile pour arriver 1 cm au-dessus de I’ extrémité de la
pente. Repiquer si nécessaire en raclant la culture sous la couche d' huile. Les
souches maintenues pures de cette maniére survivent généralement pendant
plusieurs années.

B. Conservation de longue durée

L es cultures bactériennes peuvent étre conservées congelées ou lyophilisées
dans diverses suspensions préparées a cet effet. |l existe de nombreuses
formulations de suspension mais en général on utiliselelait écrémé, un milieu a
base de sérum ou le milieu de polyvinylpyrrolidone (PV P) pour lalyophilisation.
Pour la congélation, on utilise un bouillon de lait écrémé ou de sang ou encore
un bouillon trypticase-soja avec 15 a 20 % de glycérol.
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Méthode de conservation par congélation (conservation a -70°C ou
dans l'azote liquide a -196°C)

On peut conserver les souches indéfiniment si elles sont gardées a une
température inférieure ou égale a-70°C. La conservation a-20°C n’est pas
recommandée pour une période supérieure a 12 ou 18 mois car certains
microorganismes perdront leur viabilité a cette température.

* Inoculer lapente d un milieu TSA ou HIA (ou un autre milieu de culture non
inhibiteur avec du sel) et laisser incuber une nuit entre 35 et 37°C.

* Récolter les bactéries sur la pente et faire une suspension dans un milieu de
congélation.

* Répartir la suspension dans des cryotubes (tubes de congélation servant a la
conservation a des températures trés faibles). Attention : Ne pas utiliser
des ampoules en verre pour congeler dans de I’ azote liquide car elles
peuvent exploser quand on les retire du container a azote.

* Préparer un bain de carboglace (glace seche) en plagant de la carboglace
(CO, congelé) dans un récipient en metal étanche et assez grand pour
contenir un portoir métallique a culture puis gjouter del’acool éthylique
pour submerger environ lamoitié du cryotube. Congeler rapidement la
suspension en plagant les cryotubes fermés dans le bain de carboglace.
Transférer ensuite les cryotubes dans le congélateur. S'il n'y a pas de
carboglace, un récipient d’ alcool peut étre placé dans le congélateur pendant
une nuit puis utilisé pour congeler rapidement les cryotubes.

Mise en culture des souches congel ées

* Placer les cultures congel ées sur de la carboglace ou dans un bain d' acool
qui en contient et transférer sous une hotte de laboratoire ou sur un autre

espace propre.
* A I'aide d'une anse stérile, racler lapartie supérieure de laculture et la

transférer dans le milieu en faisant attention a ne pas contaminer |e haut ou
I"intérieur du tube.

» Refermer lafiole avant que le contenu ne soit décongel é et la remettre au
congélateur. Si |’ on opére soigneusement, des prélévements peuvent étre
effectués a plusieurs reprises a partir du méme tube.

Lyophilisation

La plupart des organismes peuvent étre conserveés apres lyophilisation. Pour
cela, on retire I’ eau des suspensions bactériennes congel ées par voie de sublima-
tion sous pression réduite. |l est préférable de conserver a4°C les tubes
lyophilisés.
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Chapitre 11
Contrdle de qualité des milieux et réactifs

Chaque |aboratoire doit s assurer de laqualité des milieux et desréactifsqu'il
utilise. Contréler laqualité signifie choisir des matiéres premiéres satisfai santes,
préparer les milieux selon les formules approuvées ou les instructions du
fabricant et utiliser des souches de référence parfaitement caractérisées pour
vérifier lemilieu préparé.

A. Contrble de qualité des milieux

1. Aspects dont on tiendra compte pour le contréle de qualité
des milieux

Chague lot de milieu préparé avec des ingrédients séparés ou chague numéro
de lot de milieu déshydraté doit étre testé pour déterminer les caractéristiques
suivantes :

o Stérilité
* Capacité a permettre la croissance du pathogéne cible
» Capacité a produire des réactions biochimiques appropriées

Stérilité
Incuber un tube ou une boite de Pétri de chaque lot de milieu passé a

I’ autoclave ou stérilisé au filtre pendant toute une nuit &35 ou 37°C et
I’ examiner pour détecter les contaminants.

Capacité a permettre la croissance de I’ organisme cible

* Pour des milieux sélectifs: utiliser au moins une souche pour tester la
capacité a permettre la croissance du pathogéne ciblé (par exemple, pour la
gélose MacConkey (MAC), une souche de Shigella telle que S. flexneri). 1
faut également noter si cette souche produit les réactions biochimiques ou
des couleurs adéquates sur le milieu (voir ci-apres).

Capacité a produire des réactions biochimiques appropriées

* Pour des milieux sdlectifs: utiliser au moins un pathogéne et un non
pathogene pour tester la capacité du milieu afaire la distinction entre les
organismes ciblés et |es organismes en compétition (par exemple, pour
MAC, un organisme qui ne fermente pas le lactose tel que S. flexneri et un
organisme qui le fermente tel que E. coli).

* Pour des milieux supports de réactions biochimiques : utiliser au moins un
organisme qui produira une réaction positive et au moins un autre avec
réaction négative (par exemple, pour le milieu al’ urée, un organisme
producteur d’ uréase tel que Proteus et un organisme non producteur
d'uréase tel que E. cali).
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2. Méthodes de controle de qualité du milieu

Lorsque I’ on teste les capacités de croissance, on peut préparer une suspen-
sion diluée pour ensemencer le milieu et éviter ainsi I’ utilisation d’ un inoculum
trop important. Un petit inoculum permet de s assurer que le milieu permet la
culture d'un petit nombre de bactéries provenant d’ un échantillon. Voici un
exemple de protocol e pour e contréle de qualité du milieu :

« La souche témoin est inoculée dans un bouillon non sélectif (gélose
trypticase soja par exemple) et elle est cultivée pendant 24 heures.

* Afin de préparer un inoculum standard pour tester des milieux sélectifs et
inhibiteurs, préparer une dilution au 1:10 d’ une culture d' une nuit dans un
bouillon non sélectif. Si I on teste un milieu non sélectif, préparer une autre
dilution au 1:10 (pour donner une dilution au 1:100 du bouillon).

« Un tube ou une gélose de chague milieu doivent étre inocul és avec
I'inoculum standardisé de la souche témoin. Lorsgu’ on teste des milieux
sélectifs, il faut inoculer en méme temps un milieu non sélectif tel que la
gélose d'infusion de coeur, afin de pouvoir effectuer une comparaison.

* Les boites de Pétri seront ensemencées en utilisant les dilutions au 1:10 ou
au 1:100 préparées comme décrit plus haut (utiliser si possible une anse
calibrée), puis mises en culture par stries. La méme anse peut étre utilisée
pour tous les contréles de laqualité ; a défaut d’ utiliser une anse calibrée, il
est important de toujours utiliser la méme anse pour les ensemencements.

3. Sources des souches de contréle de qualité

On peut obtenir des souches adéquates pour le contréle de qualité de plusieurs
maniéres. Un laboratoire peut utiliser des souchesisolées d’ échantillons cliniques
ou d' échantillons d' assurance de qualité, a condition que les souches soient bien
caractérisées par toutes les méthodes disponibles (biochimiques,
morphologiques, sérologiques, moléculaires, etc.). Un grand nombre de
laboratoires achétent des souches de contréle de qualité auprés de collections
officielles de cultures, telles que la collection national e des cultures de types ou
National Collection of Type Cultures (Public Health Laboratory Service, London
NW9, England) ou la collection de cultures des Etats-Unis ou American Type
Culture Collection (ATCC, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852). Les
souches de contrdle de qualité peuvent aussi étre achetées a des compagnies
commerciales comme Lab M (Topley House, 52 Wash Lane, Bury, BL9 6AU,
England).

B. Contrbéle de qualité des réactifs

Comme pour les autres produits utilisés pour les tests, les réactifs, qu'ils
soient achetés ou préparés au |aboratoire, doivent porter une étiquette indiquant
clairement ladate alaquelleils ont été ouverts pour lapremiérefoisainsi que si
possible la date de péremption. Chaque réactif doit étre testé pour vérifier
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I’ obtention des réactions attendues. Si le réactif est un produit rare, cher ou
encore difficile a obtenir comme par exemple les antisérums agglutinants, il n’est
pas obligatoire de le jeter apres la date de péremption. Si I’ on peut vérifier que le
réactif est encore suffisamment sensible ou spécifique apres des procédures
normales de contrble de qualité, e laboratoire peut alorsindiquer, sur I’ étiquette
du réactif, la date de vérification de la qualité du réactif. Tous les réactifs doivent
fairel’ objet aintervalle régulier d' un contrdle de qualité pour vérifier qu’ aucune
détérioration n'aeulieu.

Controle de qualité des antisérums : méthode d'agglutination sur lame

Pour le contrdle de qualité de I’ antisérum, utiliser deux souches ou plus (I’ une
positive et |’ autre négative) pour tester leurs caractéristiques d’ agglutination.
Noter les résultats de toutes les réactions. Voir ci-aprés un exemple de procédure
typique de contréle de qualité.

* Déposer une goutte (environ 0,05 ml) de chagque antisérum sur une lame ou
une bofte de Pétri. Déposer également une goutte de sérum physiologique a
0,85 % sur chague lame ou boite pour tester chaque souche et voir s elle
est rugueuse ou autoagglutinable.

* Pour chague souche témoin, préparer une suspension de turbidité dense
(McFarland #2 ou 3, voir Tableau 11-1) en solution saline normale avec une
culture de 18 a 24 heures récoltée de maniére aseptique sur une gélose non
sélective (par exemple, une gélose d'infusion de coaur ou une gélose
trypticase soja).

» Ajouter une goutte de suspension bactérienne al’ antisérum et ala solution
sdline. Bien mélanger avec un applicateur, une tige en verre ou une anse
d'inoculation. Faire basculer lalame d’ avant en arriére pendant une minute.

« Lirelaréaction d’ agglutination ala lumiére indirecte et sur fond noir. Pour
que letest soit interprétable, le témoin en solution saline ne doit pas
agglutiner.

Ledegré d agglutination doit étre lu et noté de lamaniére suivante :
Pourcentage d’ agglutination  Noter laréaction de la maniére suivante

100 4+
75 3+
50 2+
25 1+

0 négatif

C. Avantages de l'acquisition centralisée des milieux et réactifs

L’ acquisition centralisée des milieux et réactifs auprés d’ un laboratoire de
référence ou du Ministére de la Santé présente plusieurs avantages :
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* Permet I achat de grandes quantités d’ un seul lot de milieux ou de réactifs
pouvant ensuite étre répartis en aliquots plus petits pour distribution aux
laboratoires de province ou de districts. La mesure aussi efficace par
rapport aux codts (remises pour commandes importantes, baisse éventuelle
des colts d’ expédition, moins de gaspillage dii aux produits périmés).

* Le contréle de qualité sera plus efficacement réalisé dans le laboratoire
central, évitant par lala duplication du contréle avec |les laboratoires de
province ou de district. Si un milieu ou un réactif est jugé inadéquat, le lot
sera retourné au fabricant avant méme d'avoir éé distribué aux autres
laboratoires.

« La standardisation des méthodes entre les |aboratoires de tous | es niveaux
est facilitée par I’ utilisation d’ un seul lot de milieux.

Tableau 11-1. Composition des standards de turbidité McFarland

Standard de Dihydrate de Acidesulfurique  Densitéapproximative
turbidité chlorurede baryum (1%),enml correspondante de
numéro (1,275%), enml bactéries/ml
05 05 95 1.108
1 01 99 3.10°
2 02 98 6.10°
3 03 97 9.10°
4 04 96 12.10°
5 05 95 15.10°
6 06 94 18.10°
7 07 93 21.10°
8 08 92 24.10°
9 09 91 27.10°
10 1 90 30.10°
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Chapitre 12
Pratiques de sécurité standard dans le
laboratoire de microbiologie

Le personnel de laboratoire travaillant en contact avec des agents infectieux
peut contracter des infections par le biais d’ accidents ou d’incidents ignorés.
Le degré de risque dépend de la virulence de |’ agent biologique concerné et de
larésistance de I’ héte. Les infections contractées dans le laboratoire
interviennent lorsgque, par inadvertance, des germes sont aval és, inhalés ou
introduits dans les tissus. L'ingestion accidentelle est le plus grand risque avec
des pathogénes intestinaux comme Shigella et E. coli O157:H7. Les pratiques
de bio-sécurité de niveau 2 (BSL-2) doivent étre appligquées pour tout travail
avec des organismes présentant des risques pour le personnel et
I"environnement. Ces pratiques indiquent que :

* Le personnel de laboratoire dispose d’ une formation spécifique sur la
manipulation des agents pathogénes et travaille sous la direction de
chercheurs compétents ;

* L’ accés au laboratoire est limité lors de la réalisation des manipulations ;

» Des précautions extrémes sont prises en ce qui concerne les objets pointus
contaminés ;

» Certaines manipulations produisant des aérosol s infectieux ou des risques
d’ éclaboussures sont effectuées en utilisant des vétements et un
équipement de protection.

A. Pratigues de sécurité standard en microbiologie

Les directives de sécurité données ci-dessous s appliquent a tous les
laboratoires de microbiologie quelque soit le niveau de bio-sécurité.

Limiter I’accés au laboratoire

Mettre des pancartes ou signaux de type « biohasard » sur toutes les portes
de laboratoire et sur tout I’ équipement (incubateurs, hottes, réfrigérateurs,
congélateurs) utilisé pour le travail de laboratoire. Ne pas faire entrer les enfants
de moins de 12 ans et les animaux dans |es |aboratoires. Ces derniers doivent
étre fermés lorsqu’ils sont inutilisés. Tous les réfrigérateurs et congélateurs
placés dans les couloirs doivent étre fermés aclé.

Lavage des mains

Equiper chague |aboratoire d’ un évier pour se laver les mains. Se laver
souvent les mains est |’ une des procédures les plus efficaces pour éviter de
contracter des infections dans le laboratoire. Les mains doivent étre lavées avec
un savon bactéricide avant de sortir du laboratoire ou aprés avoir touché du
matériel infectieux.
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Repas

Il est interdit de manger, de boire ou de fumer dans les zones de travail. La
nourriture doit étre gardée a |’ extérieur de la zone de travail dans des espaces
prévus uniquement a cet effet. Ne pas laisser d’ objets personnels tels que les
sacs amain ou les lunettes sur les paillasses.

Prélevement par la bouche avec la pipette

Tout pipetage par la bouche est strictement interdit. Utiliser une poire ou une
propi pette.

Objets pointus

Faire extrémement attention avec des objets pointus contaminés, notamment
lesaiguilles et les seringues, les lames, les pipettes, les tubes capillaires et les
bistouris. Jeter les objets pointus dans des récipients congus a cet effet. Afin
d’ éviter les piqlres aux doigts, il ne faut pas chercher a plier ou a casser les
aiguilles ou ales recapuchonner car c'est ainsi que I’ on risgue de se piquer les
doigts. Les objets pointus non jetés doivent étre mis dans un récipient clairement
identifié afin de les décontaminer avant le nettoyage. Ne pas toucher de verre
cassé directement avec lamain mais |’ enlever par des moyens mécaniques
comme des brosses, pelle et balayette ou pinces.

Aérosols

Exécuter attentivement toutes les procédures pour éviter la création
d’ éclaboussures ou d’ aérosols. Eviter les techniques qui ont tendance a produire
des aérosols. Faire refroidir les anses et fils d’ ensemencement en les tenant en
I"air pendant 5 a 10 secondes avant de toucher les colonies ou le matériel
clinique. Faire sécher al’air chaud au-dessus du bec Bunsen les anses contenant
du matériel infectieux avant de les passer alaflamme. Faire les opérations de
centrifugation ou de vortex dans des récipients fermés. Utiliser de la gaze pour
retirer les bouchons des échantillons de sang et placer de la gaze autour du
bouchon des flacons d’ hémoculture pour minimiser la production d’ aérosol au
moment de retirer I’aiguille. Ne jamais couper les aiguilles ou les Oter des
seringues avant autoclavage. Centrifuger lesliquides biol ogiques uniquement
dans des plots comportant des bouchons de sécurité.

Pendant les procédures ou il existe un grand risque de créer des aérosols
infectieux ou lorsque I’ on craint des éclaboussures ou pulvérisations de matériel
infectieux ou dangereux, effectuer le travail en laboratoire dans un endroit slr en
se protégeant le visage (lunettes, masgues ou autres moyens le protégeant). Il
S agit de toutes |les opérations de centrifugation, mélange, agitation, traitement
aux ultrasons, ouverture de récipients contenant du matériel infectieux dont la
pression interne peut étre différente des pressions ambiantes, inoculation a
I"animal par le nez et collecte de tissus infectés sur des animaux ou des ocaifs. Il
faut se protéger le visage en cas d' utilisation de concentrations élevées ou de
grandes quantité d' agents infectieux.
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Décontaminer le dessus des paillasses et des autres surfaces

Décontaminer réguliérement les surfaces des paillasses avec un désinfectant
(désinfectant au phénol, hypochlorite de sodium a 1% (Javel) ou alcool a 70°C)
apres chague manipulation d’ agents infectieux ou d' échantillons cliniques, aprés
une éclaboussure ou autre contamination avec un matériel infectieux. Les
désinfectants doivent étre présents sur les lieux de travail.

Evacuation du matériel contaminé

Les boites de Pétri, les tubes, les échantillons cliniques ou tout autre matériel
contaminé, doivent étre mis dans des récipients-poubelles placés prés de chaque
paillasse. Utiliser des boites spéciales pour lesaiguilles et le verre contaminés
pour minimiser |e plus possible le risque de blessure. Eviter de trop remplir ces
récipients. Porter précautionneusement les poubelles jusqu’ alalaverie avant de
les autoclaver.

Autoclave

Un autoclave doit étre adisposition pour les laboratoires de niveau de
biosécurité 2/3, il ne sera utilisé que par un personnel formé en lamatiére. Des
tests de stérilité seront effectués réguliérement avec des bandes de spores ou
autres indicateurs biologiques congus a cet effet. Chaque autoclavage doit étre
suivi avec une bande sensible a la température, un thermographe ou d’ autres
moyens (par exemple des indicateurs biol ogiques).

Conduite générale au laboratoire

Garder toutes les zones du laboratoire bien propres et bien rangées. Il est
inacceptable de faire une recherche biologique dans des locaux sales,
poussiéreux, en désordre et encombrés. Les sols doivent étre bien propres, sans
entassement inutile et lavés avec un produit désinfectant et plus particuliérement
apres tout renversement de matériel infectieux.

Réfrigérateurset congélateurs

Les réfrigérateurs et congéateurs doivent étre inspectés régulierement pour
étre sOr qu'ils ne contiennent pas de fioles ou de tubes cassés contenant des
agentsinfectieux. Le matériel cassé doit étre enlevé par une personne qui porte
des gants et une blouse de protection. Nettoyer réguliérement les réfrigérateurs
et les congélateurs avec un désinfectant et les décongeler pour éviter toute
contamination possible ainsi qu’ une remontée de latempérature.

Prévention desincendies

Garder tous les becs Bunsen a1’ abri des lampes et des produits inflammables,
les réserves de produits inflammables doivent étre placées dans un lieu sir. On
peut conserver des petites quantités de ces produits inflammables dans des
récipients siirs (par exemple, I’ acétate d' éthyle, I'acool éthylique et le
méthanol). Eteindre les becs Bunsen quand on ne les utilise pas. Connaitre
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I’emplacement des extincteurs et des douches. Les instructions a suivre en cas
d'incendie et les voies d’ évacuation doivent étre affichées.

B. Pratiques spéciales
Transport du matériel bio-dangereux

Le transport du matériel bio-dangereux d'un établissement a un autre
augmente le risque de casse ou de fuites. Observer les directives suivantes si le
transport est nécessaire : e récipient primaire des agents infectieux (quelle que
soit sataille) doit étre placé dans un second récipient incassable et pouvant étre
fermé hermétiquement (avec un bouchon que I’ on peut visser ou avec un sac en
plastique).

Désinfectants

Les organismes ont des sensibilités différentes aux divers désinfectants.
Comme désinfectant de surface, I'alcool a 70° est généralement actif contre les
entérobactéries, mais d’ autres organismes sont plus résistants. Cependant,
I"alcool & 70° n'est pas le désinfectant de choix pour décontaminer lors d’une
fuite ou lorsgue I’ on arenversé un liquide contaminé. Les désinfectants
phénoliques, bien que chers, sont généralement actifs contre beaucoup
d’ organismes. Toujours lire la notice d’ utilisation ou les recommandations du
fabricant pour les dilutions et le temps d’ action, spécialement pour des
organismes recommandant des normes de biosécurité de type 3 (comme les
mycobactéries par exemple). L’ hypochlorite de sodium a 1% (eau de Javel)
constitue un bon désinfectant. A cette dilution, on peut I’ utiliser sur les surfaces
des paillasses, les hottes et tout autre matériel. Une dilution au 1:10 (10%) est
corrosive et ronge le métal. Ne pas utiliser régulierement la dilution de 10% mais
I’employer pour nettoyer tout déversement de matériel infectieux en cas de forte
contamination. Préparer quotidiennement les dilutions d'hypochlorite de
sodium.

Décontamination en cas de déversement

La procédure suivante est recommandée lors des déversements : isoler les
lieux afin que personne n’entre. Porter des gants et des habits de protection
(blouse ou autre revétement, masque si |e déversement peut contenir un agent
respiratoire ou si I’ agent est inconnu). Eponger ou recouvrir le déversement
avec des serviettes absorbantes. Saturer les serviettes avec un désinfectant
adapté, dilué en quantité adéquate. Laisser les serviettes ainsi imbibées sur la
surface pendant 15 minutes au minimum. Frotter la zone en utilisant des
serviettes imbibées puis laisser sécher la zone. Placer ensuite les serviettes dans
un récipient destiné au matériel contaminé. Elles doivent étre traitées de laméme
maniére que tout autre déchet infectieux.
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Accidents

Toute blessure ou accident inhabituel doit étre rapporté immédiatement au
superviseur du laboratoire. Lorsqu’ une pigdre ou une coupure a eu lieu avec des
aiguilles ou autre matériel potentiellement contaming, laver lablessure avec un
savon désinfectant et de I’ eau. Dans le cas d' un accident de centrifugation,
quand des portoirs de sécurité n’ ont pas été utilisés, prévenir les autres
personnes du laboratoire afin d' éviter la zone puis en informer le superviseur.

C. Habits et équipement de protection
Blouses de laboratoire

Porter des blouses ou des uniformes de protection pendant que |’ on travaille
dans le laboratoire. Enlever ces vétements de protection au moment de quitter le
travail (ou lazone du laboratoire) et les laisser au laboratoire. Tous les vétements
de protection sont soit détruits au laboratoire soit nettoyés par I'institution. Ils ne
doivent jamais étre emportés ala maison par le personnel.

Gants

Quelque soit le type de matériel infectieux, porter des gants lors de
I’ exécution de procédures jugées dangereuses (par exemple, I agglutination sur
lame) quand il y a un risque d’ éclaboussure ou de contamination de la peau ou
encore quand le technicien de laboratoire a des coupures ou autres |ésions sur la
main. Les gants doivent toujours étre portés lors du travail avec des échantillons
clinigues, des liquides biologiques et des tissus humains ou animauix. |1 faut
partir du principe qu’ils peuvent étre contaminés par le virus de | hépatite B, du
VIH, d' autres pathogénes transmis par le sang ou par Mycobacterium tubercul o-
sis. Enlever les gants quand ils sont contaminés ou quand le travail avec le
matériel infectieux est terminé. Ne pas porter les gants al’ extérieur du
laboratoire. Ne pas utiliser le téléphone et ne pas ouvrir les portes avec des gants
qui ont été utilisés pendant les manipulations de laboratoire. Jeter tous les gants
utilisés avec le reste du matériel & usage unique destiné a étre autoclavé. Les
mains doivent étre lavées juste aprés avoir enleveé les gants.

Protections

Toujours considérer les échantillons cliniques, lesliquides biologiques et des
tissus humains ou animaux comme potentiellement positifs pour le virus de
I"hépatite B, le VIH, d autres pathogéenes transmis par le sang ou pour Mycobac-
terium tuberculosis. Ces échantillons devraient ére manipul és dans des hottes de
securité en se dotant de protections appropriées comme les lunettes, les gants,
un masgue ou tout autre moyen de protéger le visage des éclaboussures ou des
aérosols.
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Chapitre 13
Emballage et expédition d’échantillons cliniques
ou d’agents étiologiques

A. Préparation d’échantillons infectieux et de cultures pour le
transport

Le transport d' échantillons cliniques et d’ agents étiol ogiques doit étre fait
soigneusement pour éviter au maximum les risques pour les personnes ou
I’ environnement ainsi que pour protéger la viabilité des pathogénes suspectés.
Le transport des articles infectieux par les systémes publics ou commerciaux de
livraison doit é&tre soumis alaréglementation locale ou internationale.

Si possible, envoyer les échantillons de maniere a ce qu'ils arrivent pendant
les heures de travail afin de permettre une manipulation correcte et un
ensemencement immédiat des échantillons. Il est bon d’informer le laboratoire
de destination aussi rapidement que possible de |’ arrivée des échantillons, de
préférence avant leur envoi.

Suivant les conditions locales, le transport dans le pays se fait soit par voie
terrestre, soit par voie aérienne. Si les échantillons sont envoyés par un coursier,
il doit connaitre I’ emplacement du laboratoire et 1a personne a contacter.

L’ expéditeur doit pré-identifier le moyen de transport le plusrapide et le plus
fiable, que ce soit par bicyclette, par motocyclette, par ambulance ou transport
public et il doit vérifier ladisponibilité desfonds pour le carburant ou lesfrais de
transport public. Pour les distances plus longues, le service de transport le plus
rapide est le fret aérien ou des services de coursier rapide. Etant donné la durée
limitée de la carboglace (de 24 a 48 heures seulement), conclure des arrange-
ments pour une collecte immédiate al’ aéroport d’ arrivée. Quand les échantillons
sont envoyés par voie aérienne, les informations suivantes doivent étre
immeédiatement communi quées au laboratoire récepteur : numéro de lalettre de
transport aérien, numéro du vol et horaire et dates de départ et d arrivée du val.

B. Transport et expéditions des cultures et échantillons
1. Organismes de réglementation

Le Comité des Nations Unies des experts pour le transport des matiéres
dangereuses recommande certaines procédures pour le transport des produits
dangereux. L’ Organisation del’ Aviation Civile Internationale (OACI) utilise ces
recommandations pour déterminer les réglementations concernant |e transport
sans risques par avion de matiéres dangereuses. Les réglementations de
I” Association du Transport Aérien International (IATA) indiquent toutes les
instructions techniques de I’ OACI pour le transport sans risques de ces
matieres. MaisI'|ATA ad’ autres exigences qui sont plus restrictives que celles
del’OACI. Les compagnies aériennes de I’ | ATA ont adopté |’ utilisation des
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réglementations de I’ |ATA pour |e transport des articles dangereux et les
expéditeurs doivent s'y conformer en complément de toute autre stipulation en la
matiéere émanant du pays d’ origine, de transit ou de destination.

Le transport par voie aérienne d’ agents infectieux ou d’ échantillons diagnos-
tics doit étre en conformité avec les réglementations locales, nationales et
international es. Ces dites réglementations pour |e transport aérien international
sont indiquées dansla publication de I’ | ATA intitul ée « Dangerous Goods Regul a-
tions. » Cette référence est publiée une fois par an en janvier. Les
réglementations peuvent changer d' une année al’ autre. Pour cela, il est bon
d’ obtenir un exemplaire des réglementations de I’ |ATA en anglais, en espagnol,
en francais ou en allemand auprés de I’ un des bureaux régionaux indiqués ci-

apres:

Genéve M ontr éal Singapore

IATA Centre, IATA 77 Robinson Road
Route de |’ Aeroport 33 800 Place Victoria #05-00 SIA Building
P.O. Box 416 P.O. Box 113 Singapore 068396
15 - Airport Montréal, Québec, Canada Té : (65) 438-4555
CH - 1215 H4z 1M1 Fax : (65) 438-4666
Genéve, Suisse Té : +1 (514) 874-0202

Tél : +41 22 799 2525 Fax : +1 (514) 874-9632
Fax : +41 22 798 3553

Commandes par Internet : sales@iata.org
Site Internet : www.iata.org

2. Réglementations pour le transport de substances
infectieuses et d’échantillons cliniques/diagnostic

En général, tous les paquets qui sont envoyés par des transitaires
commerciallx, par voie aérienne ou maritime, tels que Federal Express, sont
soumis aux réglementations de I’ |ATA. Ces réglementations sont présentéesici
comme des exemples de procédures d’ empaguetage tolérées pour les substances
infectieuses. Mais elles ne représentent peut-étre pas les conditions actuelles de
Il ATA pour I’emballage et I’ étiquetage des substances infectieuses. Pour des
informations & jour en lamatiére, merci de consulter les réglementations
existantes au niveau national et |’ édition actuelle de Dangerous Goods Regula-
tions.

Définition d’ une substance infectieuse

L es substances infectieuses sont définies comme des substances qui
contiennent ou qui risquent de contenir des pathogénes. L es pathogénes sont des
micro-organismes dont les parasites, les virus, les bactéries, les rickettsies et les
champignons ou encore les micro-organismes recombinants, hybrides ou
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mutants, dont on connait ou dont on soupconne la responsabilité dans des
mal adies infectieuses chez |es humains ou les animaux.

Classement des échantillons cliniques et diagnostics

» Les échantillons (humains, animaux, nourriture, environnement) qu’on
suppose contenir des pathogenes sont a présent classés comme substances
infectieuses. Quand ces échantillons sont transportés, quelle que soit la
raison, incluant le diagnostic initial ou la confirmation, on doit les emballer et
les expédier comme des substances infectieuses.

* Les échantillons qui ont une faible probabilité de contenir des pathogénes
sont classés comme des échantillons cliniques/diagnostiques. Quand ces
échantillons sont transportés pour des tests de routine pour détection ou un
premier diagnostic autre que la détermination de la présence de pathogenes,
on lesemballe et on les expédie en tant qu’ échantillons cliniques/
diagnostiques.

* Les échantillons que I’ on connait étre dépourvus de pathogenes doivent étre
expédiés sans restrictions, ainsi |e transport et I’ emballage ne sont pas
réglementés. |ls sont mis dans des récipients primaires imperméables et des
récipients secondaires étanches.

Sauf s'il est spécifié qu’ un échantillon clinique/diagnostique ne contient pas
de pathogenes, on juge qu'il entre soit dans la catégorie de ceux pouvant
contenir des pathogenes, soit dans ceux ayant une faible probabilité de contenir
des pathogeénes.

Directives pour I’emballage et I" é&iquetage des substances infectieuses

Les personnes qui expédient des agents infectieux ou des échantillons
diagnostiques doivent se conformer a toutes les réglementations locales et
international es se rapportant al’ emballage et ala manutention de ces articles.
Ces personnes doivent vérifier que les échantillons arrivent a destination en bon
état et qu'ils ne représentent aucun danger pour les personnes ou pour les
animaux pendant le voyage.

L' emballageinterne est le suivant :

» Unrécipient intérieur primaire étanche (en verre, en métal ou en plastique
fermé hermétiquement.) L es boites de Pétri ne devront pas étre
expédiées.

* Un récipient secondaire étanche et résistant aux chocs.

» Du matériel absorbant entre le récipient primaire et le récipient secondaire. Si
de multiples récipients primaires sont placés dans un seul récipient
secondaire, il faut les emballer individuellement pour éviter tout contact
entre eux. Le matériel absorbant tel que lalaine de coton doit étre en quantité
suffisante pour absorber le contenu entier de tous les récipients primaires.
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» Uneliste détaillée article par article doit étre placée al’ intérieur entre
I’emballage secondaire et I’ emballage extérieur.

De multiples récipients primaires placés dans un seul emballage secondaire
doivent étre emballésindividuellement, ou, pour des substances infectieuses
transportées dans de I azote liquide, séparées et conditionnées de telle fagon
gu’ aucun contact entre elles ne soit possible. 1l faut mettre suffisamment de
matériel absorbant pour pouvoir absorber tout le contenu des emballages
primaires.

L’ emballage extérieur doit :
« Etre suffisamment solide pour bien protéger le contenu ;
« Avoir une dimension externe dont lataille la plus petite est de 100 mm (4
inches) ;

* Porter une étiquette bien lisible et résistante al’ extérieur avec |’ adresse et
le numéro de téléphone de |’ expéditeur. Une étiquette de mise en garde doit
étre apposée sur le récipient avec I'inscription suivante : « Substance
infectieuse. En cas d’ endommagement ou de fuites, en avertir
immeédiatement les autorités sanitaires publiques. » L' emballage des
substances infectieuses doit étre marqué avec les spécifications des
Nations Unies prouvant que I’ emballage a été testé et certifié pour le
transport de substances infectieuses.

La Figure 13-1 indigque ces recommandations d’ embal lage.

Directives pour I'emballage et I &iquetage des échantillons cliniques/
diagnostiques non destinés a I’ examen microbiologique

Emballer de lamaniére suivante les échantillons cliniques qui ne présentent
guére de risque de contenir un agent infectieux et qui ne sont pas transportés
pour étre examinés a des fins de dépistage d’ agents pathogénes :

* Avoir un triple emballage tel que décrit pour les agentsinfectieux ;

* Avoir un emballage qui est étanche aprés un test consistant a faire tomber
le paquet depuis une hauteur de un métre ;

* Mettre une étiquette stipulant « échantillons cliniques » al’ extérieur du
paguet ou du conteneur ;

* Si le pagquet est envoyé par avion, mettre les termes suivants « contenu ne
faisant I’ objet d’ aucune restriction, emballé conformément a |’ instruction
650 del'lATA. »

La Figure 13-2 indigue ces recommandations d’ emballage.

Référence

International Air Transport Association. Annual Publication. Dangerous Goods
Regulations. Montréal, Québec, Canada: | ATA Publications Office.
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Annexe A

Fournitures diagnostiques nécessaires pendant
une année pour la confirmation de flambées de
cas et la surveillance au laboratoire de la
sensibilité de Vibrio cholerae 01/0139 aux
agents antimicrobiens

Hypothéses :

« Equiper chaque district avec du matériel pour collecter et transporter

50 échantillons.
« Equiper chaque laboratoire régional pour le traitement de 100 échantillons.
« Equiper chaque laboratoire de référence pour confirmer 500 isolements.

Niveau district
Fournituresnécessaires pour chaquedistrict

50 écouvillons en coton
50 milieux de transport de type Cary Blair en bouteilles ou en tubes
Transport des échantillons au |aboratoire régional

Laboratoires régionaux
Fournitures nécessaires pour chaque laboratoirerégional

100 écouvillons de coton ou de polyester stériles

500 g de milieu de Cary-Blair

500 g demilieu TCBS

25 g de désoxycholate de sodium

Lames en verre pour les agglutinations et |e string test

5 g de chlorhydrate tétraméthyl-p-phénylenediamine

Papier filtre (oxydase)

Tiges en bois ou anses d'inoculation en platine pour |’ oxydase

500 mg de gélose non sélective* (gélose trypticase-soja, gélose d'infusion de
caoaur et de cerveal)

4x2 ml d'antisérum polyvalent de diagnostic du choléra sérogroupe O1
500 g de milieu de Bacto-peptone

500 g NaCl

NaOH

Papier pH ou pH métre

500 boites de Pétri (9 cm)

1000 tubes de test (13 x 100 mm ou 16 x 125 mm)

Transport pour échantillons au laboratoire de référence

Matériel et timbres pour la production et |a diffusion des rapports

* Ne pas utiliser de la gélose nutritive car certaines formulations n’ ont pas de sel
ajouté et ne permettent pas une croissance optimale de V. cholerae.
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Laboratoires de référence

Fournitures nécessaires pour chaque laboratoire de référence a desfinsde
confirmation

5 x 100 écouvillons de coton ou de polyester stérile

5x 500 g de milieu de Cary-Blair

5x 500 g de milieu TCBS

5 x 25 g de désoxycholate de sodium

Lames de verre pour le « string test » et les sérologies

5 x 5 g de chlorhydrate tétraméthyl-p-phénylénediamine

Papier filtre

Tiges de bois ou anses d’inoculation en platine

5 x 500 mg de gélose non sélective* (gélose trypticase-soja, gélose d'infusion de
coaur et de cerveal)

Antisérums pour le diagnostic

20 x 2 ml d' antisérum polyvalent de diagnostic du choléra sérogroupe O1
5 x 2 ml d’antisérum de diagnostic du choléra sérogroupe 0139
Antisérum de diagnostic sérotype Ogawa 5 x 2 ml

Antisérum de diagnostic sérotype Inaba 5 x 2 ml

5 x 500 g de milieu de Bacto-peptone

5x 500 g NaCl

NaOH

Papier pH ou pH métre

5 x 500 boites de Pétri (9 cm)

5 x 1000 tubes de test (13 x 100 mm ou 16 x 125 mm)

Fournitures pour le test de sensibilité aux agents antimicrobiens (méthode de
diffusion en gélose)

5 x 500 g de gélose de Mueller-Hinton
10 x 100 disques (2 cartouches) avec les antibiotiques suivants:
« triméthoprime-sulfaméthoxazole
» chloramphénicol
» furazolidone (si le furazolidone est envisagé pour le traitement du chol éra)
* tétracycline
Escherichia coli ATCC 25922 souche de référence
Standard de turbidité 0,5 McFarland
Ecouvillons de coton stériles
Solution saline stérile
Pinces et alcool a 95 degrés pour passer les instruments a la flamme
Tableau des criteres avec les tailles des zones d' inhibition
Matériel et timbres pour la production et la diffusion des rapports

* Ne pas utiliser de gélose nutritive car certaines formulations n’ ont pas sel
ajouté et ne permettent pas une croissance optimale de V. cholerae.
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Fournitures de laboratoire pour I'isolement et
I"identification présomptive de Shigella
dysenteriae 1 pendant une flambée de cas

Hypotheses :

« Equiper chaque district de matériel pour collecter et transporter
50 échantillons.

« Equiper chaque laboratoire régional pour le traitement de 100 échantillons.
« Equiper chaque laboratoire de référence pour confirmer 500 isolements.

Niveau district (matériel pour collecter et transporter 50
échantillons)

Fournitures nécessaires pour chaquedistrict

100 écouvillons de coton ou de polyester stériles
50 tubes de Cary-Blair ou autre milieu de transport
Transport des échantillons au laboratoire régional

Niveau régional (matériel pour traiter 100 échantillons)
Fournitures nécessaires pour chaque laboratoire régional

200 écouvillons de coton ou de polyester
100 tubes de Cary-Blair ou autre milieu de transport
500 milieux XLD
500 g de milieu MacConkey
500 g de gélose au fer deKligler
500 g de milieu de mohilité
500 g de gélose non sélective, par exemple la gélose trypticase-soja ou la gélose
d'infusion de cerveau
Antisérums pour le diagnostic :
antisérum monovalent 4 x 2 ml S. dysenteriae sérotype 1 (pas le sérum
polyvalent de groupe A)
antisérum polyvalent 2 x 2 ml S. flexneri (groupe B)
antisérum polyvalent 2 ml S. sonnei (groupe D)
Lames de verre pour sérologie
500 boites de Pétri jetables (9 cm)
1000 tubes de test jetables (13 x 100 mm ou 16 x 125 mm)
Transport des échantillons au laboratoire de référence
Matériel et timbres pour la production et diffusion de rapports
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Laboratoire national de référence (matériel pour confirmer 500
isolements)

Fournitures nécessaires pour chaque laboratoire de référence a desfinsde
confirmation

100 écouvillons de coton ou de polyester
5x 500 g de Cary-Blair
5x 500 g de milieu XLD
5 x 500 g milieu MacConkey
3x 500 g degélose au fer deKligler
3 x 500 g de milieu de mohilité
3 x 500 g de gélose non sélective (gélose trypticase-soja, gélose d’infusion de
Caaur)
Antisérums pour le diagnostic :
antisérum monovalent 20 x 2 ml S. dysenteriae sérotype 1 (pas le sérum
polyvalent de groupe A)
antisérum polyvalent 10 x 2 ml S. flexneri (groupe B)
antisérum polyvalent 5 x 2 ml S sonnei (groupe D)
Lames de verre pour sérologie
5 x 500 boites de Pétri jetables (9 cm)
5 x 1000 tubes de test jetables (13 x 100 mm ou 16 x 125 mm)

Fournitures pour les épreuves de sensibilité aux agents antimicrobiens pour
100 isolements de Shigella

2 x 500 g de gélose Mueller-Hinton
200 boites de pétri (9 cm)
200 disques (2 cartouches) avec les antibiotiques suivants:
triméthoprime-sulfaméthoxazole
chloramphénicol
ampicilline
acidendidixique
ciprofloxacine (une cartouche seulement)
Escherichia coli ATCC 25922 souches de référence
Standard de turbidité MacFarland 0,5
Ecouvillons de coton stériles
Solution salée stérile
Pince et alcool a 95 degrés pour passer les instruments a la flamme
Tableau avec critéres destailles de zones d’ inhibition
Matériel et timbres pour la production et diffusion de rapports
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Directives pour la mise en place d’'un réseau de
laboratoires de santé publique pour la lutte
contre le choléra

But

* Mettre en place un systéme de contrdle de routine pour confirmer la
présence de V. cholerae O1 et 0139.

» Suivre les profils de sensibilité aux antimicrobiens des souches de V.
cholerae testés sur I’ ensemble du pays.

« Fournir un retour d’informations pour mettre au point une politique de
traitement & base d’ antimicrobiens contre le choléra.

Généralités

Des données exactes sont nécessaires pour confirmer la présence de V.
cholerae en cas de flambée de cas de diarrhées ressemblant au choléra. De plus,
des données sur les profils de sensibilité aux agents antimicrobiens chez les
souches de V. cholerae provenant de I’ ensemble du pays sont nécessaires pour
formuler une politique efficace de traitement a base d’ agents antimicrobiens. On
trouvera ci-apres I’ ébauche d' un systéme pouvant étre mis en place gréce a des
laboratoires régionaux et des laboratoires de référence chargés de ces activités.
Les laboratoires des différents niveaux auront diverses responsabilités
concernant la collecte et le transport des échantillons ainsi que I’ identification et
la confirmation des isolements et le retour des informations et des résultats aux
niveaux appropriés. Les roles et |es responsabilités de chague niveau sont
donnés ci-dessous ainsi que les produits de base nécessaires pour réaliser ces
activités. Une liste compl éte des fournitures nécessaires se trouve en Annexe A.

A. Surveillance
Lasurveillance en laboratoire comprend deux parties :
* Confirmationinitiale del’ épidémie
* Surveillance continue de la sensibilité aux antimicrobiens chez |es souches
de V. cholerae.
1. Confirmation initiale de la flambée de cas

Dans les régions ou il n’existe pas de fréquentes flambées de cas, on
soupgonnerale cholérasi un patient &gé de plus de 5 ans est gravement
déshydraté ou s'il meurt suite a une diarrhée agueuse aigué ou encore si on
assi ste soudainement a une augmentation du nombre quotidien de patients
atteints de diarrhée agueuse aigué. Dans une telle situation, procéder al’ envoi de
5 a10 échantillons de selles a un laboratoire régional en vue de la confirmation.
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L es aspects spécifiques de la collecte et du transport des selles sont donnés au
chapitre 2 et dans la publication de I’ OMSintitul ée « Directives pour lalutte
contre le choléra. » Un exemple de fiche de données a faire parvenir avec

I’ échantillon de selles se trouve en Annexe F.

Une fois laflambée de cas confirmée, il n’est pas nécessaire d’ obtenir
d autres échantillons de patients. Le diagnostic pour le traitement peut étre fait
en fonction de critéres cliniques supplémentaires. En effet, le recueil et I’ examen
d’un nombre excessif d’échantillons de selles peuvent obérer les ressources
d'un laboratoire.

Dans les régions oul I’ on sait que le choléra est présent, cette activité de
confirmation de flambée de cas n’ est pas nécessaire.

2. Surveillance de la sensibilité aux antimicrobiens chez les
souches de V. cholerae

Les laboratoires régionaux des zones affectées par le choléra enverront
trimestriellement 10 & 20 isolements de V. cholerae dans un laboratoire de
référence pour déterminer le profil de résistance aux agents antimicrobiens. Les
laboratoires des districts des régions touchées devraient envoyer suffisamment
d’ échantillons au laboratoire régional afin d’ obtenir ce nombre pour |’ envoyer au
laboratoire de référence pour confirmation. Un échantillon représentatif des
isolements provenant de chague laboratoire de référence (10 a 20 au total) doit
étre envoyé périodiquement a un laboratoire de référence international pour
confirmer le profil de résistance aux antimicrobiens et pour laréalisation
d’ études supplémentaires, par exemple, I’ électrophorése en champ pulsé (PFGE)
ou d autres études moléculaires. Des arrangements seront pris par le biais de
I’OMS en vue d’ envoyer réguliérement ces isolements a un laboratoire de
référenceinternational.

B. Rbles des laboratoires de district, régionaux et de référence
1. Niveau district

Quand une flambée de cas se déclenche, il faut la confirmer en collectant
entre 5 a 10 échantillons de selles et en les envoyant au laboratoire régional pour
confirmer la présence de V. cholerae. Le matériel de base nécessaire au niveau
dedistrict pour collecter les échantillons est le suivant :

* Milieu de transport Cary-blair (ou autre) dans des tubes
* Ecouvillons stériles

Chaque district aura des fournitures suffisantes pour envoyer 50 échantillons
de selles au laboratoire régional. Outre ses fournitures, le district aura besoin de
trouver un moyen pour envoyer les échantillons au laboratoire régional.
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2. Niveau régional

Le laboratoire régional recevra des échantillons des districts et procéderaa
I"isolement initial de V. cholerae. Chaque région aura des fournitures suffisantes
pour identifier 100 isolements de V. cholerae et envoyer les isolements au
laboratoire de référence afin de procéder a des tests supplémentaires. Le matériel
de base nécessaire au niveau régional est le suivant :

*MilieuTCBS

* Eau peptonéeacaline

* Antisérum polyvalent V. cholerae O1

» Gélose d'infusion de coaur (HIA) ou autre milieu non sélectif

* Boites de Pétri

* Tubes de transport (HIA utilisé comme milieu de transport pour les
isolements)

3. Niveau de référence

Lelaboratoire régional enverrales souches al’ un des laboratoires de
référence au niveau national pour confirmation et test de la sensibilité aux
antimicrobiens. Les laboratoires de référence auront besoin de matériel suffisant
pour confirmer au moins 500 isolements envoyés par le niveau régional sur
I’ensemble de |’ année. A cette fin, le matériel suivant est nécessaire :

*Milieu TCBS

* Eau peptonéealcaline

* Antisérum polyvalent pour le sérogroupe O1 et 0139 (V. cholerae)

* Antisérum pour I'identification du sérotype Ogawa

* Antisérum pour I’ identification du sérotype Inaba

» Gélose d'infusion de coaur (HIA) ou autre gélose non sélective

* Boites de Pétri

* Tubes pour le transport et le stockage des isolements (milieu HIA utilisé
pour cela)

* Fournitures pour le test de résistance aux antimicrobiens (voir Annexe B)

4. Envoi aux laboratoires de référence internationaux

Dans le cadre du processus de surveillance au laboratoire, envoyer
périodiquement des isolements a un laboratoire de référence international pour
confirmation des profils de sensibilité aux antimicrobiens. C’ est particuliérement
important si la souche démontre un profil de résistance aux agents
antimicrobiens d’ un caractére nouveau ou inhabituel. Des dispositions seront
prises avec I’OMS pour envoyer de tels échantillons a un laboratoire de
référence international et pour fournir un retour rapide d’ informations sur les
résultats.
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5. Retour d’'informations des résultats

Laboratoire régional au laboratoire de district, confirmation de la flambée de
cas

Quand le laboratoire régiona confirme la présence de V. cholerae O1 dansles
échantillons de selles recus du district, il contactera le district aussi rapidement
gue possible pour informer les autorités sanitaires que V. cholerae Ol a été
identifié dansle district.

Laboratoires de référence aux laboratoires régionaux

Le laboratoire de référence enverra régulierement les résultats des études
faites sur les souches transmises par le laboratoire régional. Les résultats seront
envoyés au laboratoire régiona et au Ministere de la Santé. 1l s agit notamment
des résultats des isolements envoyés pour confirmation des flambées de cas et
de la surveillance routiniére de V. cholerae faite tous les 3 mois. Ces résultats
permettent de faire un contréle interne de la qualité pour les laboratoires
régionaux. De plus, de facon trimestrielle, les résultats des laboratoires de
référence seront récapitul és et distribués aux laboratoires régionaux et aux
personnes responsables au sein du Ministére qui les communiqueront aux autres
parties concernées.

Laboratoire de référence international au laboratoire de référence

Lelaboratoire de référence international fournira un retour régulier des
résultats au laboratoire de référence national qui coordonne I’ expédition des
échantillons. Ces résultats seront partagés avec d’ autres laboratoires de
référence et permettront de faire un contrdle externe de la qualité pour
I"identification de V. cholerae et pour déterminer la sensibilité aux antimicrobiens
des souches de V. cholerae.

6. Eléments supplémentaires du réseau

Ce systéme peut étre mis en place pour d autres bactéries, par exemple celles
qui sont al’ origine de la dysenterie. Par exemple, une enquéte périodique des
isolements de patients avec une diarrhée sanglante pourrait déterminer la
prévalence de divers organismes causant la dysenterie et leurs profils de
résistance aux antimicrobiens.
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Laboratoires de référence internationaux

WHO Collaborating Centre for Research, Training and Control in Diarrhoeal
Diseases

International Centre for Diarrhoeal Diseases Research, Bangladesh (ICDDR,B)
G.POBox 128

Dhaka 100

BANGLADESH

WHO Collaborating Centre for Diarrhoeal Research and Training
National Institute of Cholera and Enteric Diseases

P-33, CIT Road Scheme XM

Bdiaghata

PO. Box 177

Calcutta 700 016

INDIA

WHO Caollaborating Centre for Phage-Typing and Resistance of Enterobacteria
Central Public Health Laboratory

61 Colindale Avenue

London NW9 5HT

WK

International Escherichia and Klebsiella Centre (WHO)
Department of Clinical Microbiology

Statens Seruminstitut

Artillerivej 5, 2300 Copenhagen S

DENMARK

WHO Collaborating Centre for Shigella

National Reference Laboratory for Escherichia coli and Shigella
Foodborne and Diarrheal Diseases Laboratory Section
Centers for Disease Control and Prevention

1600 Clifton Rd., N.E., MS CO3

Atlanta, GA 30333

USA

WHO Collaborating Centre for Global Monitoring of Antimicrobial Resistant
Bacteria

Nosocomia Pathogens Laboratory Branch

Centers for Disease Control and Prevention

1600 Clifton Rd. N.E., MS G-08

Atlanta, GA 30333

USA
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National Reference Laboratory for Vibrio Cholerae O1 and 0139
Epidemic Investigations and Surveillanc Laboratory

Foodborne and Diarrheal Diseases Laboratory Section
Centers for Disease Control and Prevention

1600 Clifton Rd., N.E., MS CO3

Atlanta, GA 30333

USA
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Conception d’'une étude en pour examiner la
sensibilité aux agents antimicrobiens des
organismes a l'origine de la diarrhée épidémique

Explication

Dans de nombreux endroits ou sévissent le choléra et la dysenterie
épidémique causée par Sd1, les ressources des laboratoire sont limitées. De plus,
les caractéristiques de la population de patients sont telles qu’il faut commencer
le traitement complet avec tel ou tel antimicrobien des que le patient vient
consulter. Le clinicien ne peut pas attendre les résultats du test. Souvent, le délai
peut étre d’ une semaine pour obtenir les résultats nécessaires al’identification
du profil de sensibilité aux antimicrobiens.

Une des méthodes pour pallier ces problémes, au niveau des tests de
laboratoire, consiste aréaliser une étude afin de déterminer quels sont les
organismes causant les diarrhées épidémiques ainsi que leurs profils de
sensibilité. On utilise!’information pour choisir un agent antimicrobien
approprié et pour formuler une politique de traitement en fonction du syndrome
(par exemple, les patients avec dysenterie ou les patients avec une diarrhée
aqueuse). Cette méthode permet de conserver les ressources et d améliorer la
prise en charge de la diarrhée.

Une description de laréalisation de cette étude est donnée ci-dessous. Le
modeéle devra étre adapté aux conditions locales. Il est important que le
laboratoire et |e département d’ épidémiologie travaillent ensemble dans e cadre
d’ études de ce type. Cela encourage la coopération, le partage des taches et
ameéne une expertise complémentaire.

Méthodes
Emplacement

L’ étude doit étre faite dans des lieux représentatifs de la population. 11 faut
inclure des centres de santé urbains et ruraux. Choisir des endroits facilement
accessibles pour que les échantillons puissent étre transportés rapidement au
laboratoire qui en fait I’ é&ude. De plus, les centres devront avoir un nombre
suffisant de patients souffrant de diarrhée pour que I’ agent de santé puisse
collecter 10 a 20 échantillons par jour.

Durée

Si possible, effectuer cette étude au début de la saison du choléraou de la
dysenterie afin d avoir un nombre adéquat de patients ayant une diarrhée, et,
pour que I’information acquise aide a établir des consignes de traitement et donc
I’ achat des médicaments pour |’ année a venir.
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Nombre de patients

Des prélévements doivent étre faits sur un nombre suffisant de patients afin
d’ obtenir 40 & 50 isolements. Les taux d'isolement vont de 25 % a 75 %. Aussi,
un bon objectif est d' arriver a 100 échantillons. Choisir un nombre suffisant de
sites avec une circulation suffisamment élevée de patients pour atteindre cet
objectif en I’ espace d'une a deux semaines.

Logistique

L es patients devront étre choisis de maniére systématique : par exemple les 5
premiers patients de la journée ou un patient sur trois ou encore dans le cas de
centres de santé avec un nombre moindre de patients, tous les patients
présentant des diarrhées agueuses ou sanglantes ce jour la. Le nombre
d’ échantillons collectés ne doit pas dépasser |es capacités du laboratoire.

Si I’ étude est faite pour la dysenterie, les patients devront étre atteints, si
possible, d’ une diarrhée sanglante, avec une maladie sans évolution depuis moins
de 4 jours et, de préférence, n’avoir pas recu de traitement antimicrobien avant
gu’ un échantillon de selles soit recueilli. Examiner |” échantillon pour détecter 1a
présence de sang. Si du sang est visible, prendre un écouvillon avec un
échantillon de selles et le placer dans un milieu de transport réfrigéré (4°C). Se
reporter au chapitre 2 pour des instructions sur le transport. Jeter le récipient qui
contenait I’ échantillon pour éviter tout risque de contaminer d’ autres personnes.

Si I'étude est faite pour une présomption de choléra, les patients devront avoir
une diarrhée aqueuse inférieure a4 jours et ne pas avoir recu d’ agent
antimicrobien avant que I’ échantillon de selles ne soit collecté. Pour le choléra, il
vaut mieux se concentrer sur les adultes et les enfants de plus de deux ans (les
enfants de moins de deux ans ont souvent d autres causes de diarrhée aqueuse et
celarisgue d'interférer avec les résultats).

Transporter les échantillons au laboratoire. Les examiner et tester la sensibilité
aux antimicrobiens des souches de S. dysenteriae et de V. cholerae 01/0139
(voir Annexes A et B pour les fournitures de |aboratoire nécessaires).

Que faire avec les résultats

Partager les résultats avec d’ autres agents de santé du pays, surtout ceux qui
formulent les politiques de santé ou qui s occupent de I’ achat de médicaments.
Si le pays aun bulletin de santé, publier les résultats et les distribuer. 1l est utile
de partager les résultats avec des pays voisins et |e bureau national deI’OMS ou
encore avec un bureau régional del’OMS, pour que les résultats puissent étre
communiqués rapidement aux autres pays de la région.

Que faut-il faire avec les souches ?

Garder les souches si possible. Pour cela, utiliser les méthodes décrites dans le
chapitre 10. Tout isolat inhabituel tel qu’ un organisme nouveau ou un nouveau
profil de sensibilité aux agents antimicrobiens doit étre envoyé au laboratoire de
référence pour confirmation.
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Annexe G
Réactions rencontrées le plus souvent lors de
I'identification d’organismes biochimiques?

Organisme
Test Shigella  Escherichiacoli  Salmonella  Salmonella ser. typhi V. cholerae
Gélose aufer deKligler® K/A- AIAG- K/IAG+ KIA(+) K/A-
Gélose aux trois sucres K/A- A/AG- K/IAG+ KIA(+) AlA-
aufer
Gélosedelysineau fer® K/A- K/K- K/K+ K/K(+) K/K-
Décarboxylation de - + + + +
lysinesd
Mobilité - + + + +
Hydrolysed' uréef
Production d’indole*? +ou- + - - +
Production d' oxydase® - - - - +

2 Pour chacun de ces organismes, les réactions peuvent étre variables.

b Les réactions sont exprimées de la maniére suivante : pente/culot; K = alcaline ; A = acide ; G = gaz
produit ; + = production de sulfure d’hydrogene (H,S) ; (+) = faible production de H,S ; - = pas de
production de H,S

¢ + = réactions positives ; - = réactions négatives.

4 Pour V. cholerae, 1 % de sel (NaCl) ajouté a la formulation biochimique.
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Fournitures de laboratoire pour I'isolement et
I'identification de présomption d’E. coli O157:H7
pendant une flambée de cas (suffisant pour 100
échantillons)

100 écouvillons de coton ou de polyester

500 g de Cary-Blair ou autre milieu de transport

500 g de gélose Sorbitol MacConkey

500 g de gélose non sélective, par exemple la gélose trypticase-soja, la gélose
d'infusion de coaur

0157 kits d' agglutination latex pour 100 tests

200 boites de Pétri (9 cm)

200 tubes de test (13 x 100 mm ou 16 x 125 mm)
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