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LES INFECTIONS DES VOIES RESPIRATOIRES

« Les infections des voies respiratoires représentent encore aujourd’hui l'une des causes

majeures de mortalité, en particulier chez les jeunes enfants. Ces infections ont également un

impact sur d'autres pathologies chroniques telles que I'asthme et les bronchites. La lutte contre

les infections respiratoires est donc un enjeu sociétal majeur. La chimiothérapie (antibiotiques,

anti-viraux) ainsi que la vaccination représentent des moyens efficaces de lutte contre ces

infections. » (Institut Pasteur de Lille 2013)

« La pneumonie est causée par un certain nombre d’agents infectieux, les plus courants sont

les suivants :

» Streptococcus pneumoniae — I'agent pathogéne le plus souvent a I'origine de la pneumonie
bactérienne chez I'enfant ;

e Haemophilus influenzae type b (Hib) — la deuxiéme bactérie la plus rencontrée ;

o Le virus respiratoire syncytial est I'agent pathogene le plus fréquent en cas de pneumonie
virale. » (OMS : Aide-mémoire n°331 Novembre 2016)

I 1. Examen cytobactériologique d’un prélevement trachéo-bronchique (13 points)

Le prélevement le plus couramment utilisé dans la recherche de I'agent responsable d’une
infection des voies respiratoires est I'expectoration. Elle est réalisée préférentiellement le matin a
jeun, aprés une toilette buccale, a lissue d’'une toux profonde ou apreés un effort induit par
kinésithérapie et recueillie dans un pot stérile acheminé rapidement au laboratoire.

1.1. Vérification de la qualité du préléevement

1.1.1. La qualité du prélévement est déterminée par le score de Murray et Washington.
Interpréter les résultats pour le patient X.

1.1.2. La mise en culture d’une expectoration nécessite une préparation préalable. Décrire
cette préparation et préciser son but.

1.2. Diagnostic des infections a Streptococcus pneumoniae
1.2.1. Déctire I'aspect de la bactérie a la coloration de Gram.

L'isolement et le dénombrement de S. pneumoniae sont effectués sur gélose au sang frais +
ANC.

Pour le dénombrement, I'expectoration du patient X a été diluée au 1/10 lors du traitement
préalable puis le crachat traité au 1/1 000 et 10 pL de cette dilution ont été ensemencés sur la
gélose.

1.2.2. Préciser les conditions d’incubation du milieu et décrire 'aspect des colonies.

1.2.3. Sachant que le seuil de significativité est >107UFC/mL, calculer, pour
I'expectoration du patient X, le nombre de colonies déterminant la poursuite de I'analyse.
Justifier.

Une identification rapide des Streptococcus pneumoniae est réalisable avec le test DRYSPOT
(Thermo Fisher Scientific™)

1.2.4. Exposer le principe de ce test et sa validation.

1.2.5. Présenter sous forme d’'un schéma le résultat d’'un test positif.
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1.3. Antibiogramme de Streptococcus pneumoniae
Un antibiogramme de Streptococcus pneumoniae a été réalisé par méthode de diffusion
en milieu gélosé en respectant les recommandations du CA-SFM. Les Streptococcus sont
naturellement résistants aux antibiotiques de la famille des aminosides.

1.3.1. Définir « naturellement résistant ».

1.3.2. Citer la cible cellulaire et le mode d’action des aminosides.
La résistance naturelle des Streptococcus aux aminosides (BNR : Bas Niveau de Résistance) est
due a une imperméabilitt membranaire. A la suite de I'acquisition d’'un plasmide, certaines
souches présentent une résistance acquise (HNR: Haut Niveau de Résistance). Certains
Streptococcus HNR sont classés dans les BMR.

1.3.3. Présenter succinctement le meécanisme biochimique de la résistance aux
antibiotiques des Streptococcus HNR.

1.3.4. Citer un mécanisme d’acquisition d’'un plasmide chez les bactéries.

1.3.5. Définir le sigle BMR et montrer en quoi 'acquisition d’un plasmide peut aboutir & cet
état.

L’association d’un aminoside et d’une B-lactamine peut étre efficace sur les Streptococcus BNR
mais pas sur les Streptococcus HNR.

1.3.6. Nommer l'effet obtenu par ce type d’association.

1.3.7. Indiquer les tests a réaliser lors de I'antibiogramme pour vérifier la possibilité d’'une
association aminoside et B-lactamine.

| 2. Les hémocultures (10 points)

Les hémocultures sont indiquées lors de pneumonies nécessitant une hospitalisation car les
infections pulmonaires peuvent étre suivies de bactériémies et entrainer des infections
disséminées.
2.1. Réalisation et analyse des hémocultures

2.1.1. Décrire la réalisation du prélevement de sang pour 'hnémoculture.

2.1.2. Préciser les informations qui doivent impérativement accompagner le
prélévement.

Les hémocultures sont placées dans des incubateurs réalisant la lecture automatisée de la
croissance bactérienne.

2.1.3. Exposer un principe de lecture automatisée de la croissance bactérienne.

2.1.4. Citer deux facteurs qui peuvent entrainer de faux négatifs.
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2.2. Bactériémies a Haemophilus influenzae type b (Hib)

2.2.1. Préciser les caractéristiques morphologiques et tinctoriales d’Haemophilus
influenzae.

2.2.2. Ll'isolement des hémocultures est habituellement réalisé sur gélose au sang frais.
Discuter le choix de ce milieu dans le cas d’'une hémoculture contenant Haemophilus
influenzae et proposer un autre milieu.

L'identification d’Haemophilus influenzae se fait maintenant par spectrométrie de masse.

Cependant cette méthode ne permet pas d’identifier le biotype et les souches doivent étre
envoyées au CNR.

2.2.3. Exposer succinctement le principe de cette méthode appliquée a l'identification
bactérienne.

2.2.4. Définir la notion de biotype et préciser 'intérét de sa recherche.

2.2.5. Expliciter le sigle CNR.

[ 3. Les aspergilloses bronchiques (7 points)

Les pneumopathies chroniques a Aspergillus fumigatus sont souvent difficiles a identifier en
raison de symptémes non spécifiques.

La détection des anticorps circulants constitue la méthode de choix dans le diagnostic des
aspergilloses pulmonaires.

Actuellement, la Haute Autorité de Santé impose aux laboratoires la réalisation de deux
techniques, une technique de dépistage suivie d'une technique de confirmation si la premiére
est positive.

Une des techniques recommandées pour le dépistage est I'hémagglutination indirecte (HAI).

3.1. Réaliser un schéma légendé d’Aspergillus.

3.2. Compléter le tableau de répartition correspondant a la technique HAI avec le coffret
Biosynex-Fumouze® (a rendre avec la copie).

3.3. Indiquer le rdle et préciser I'aspect attendu pour les cupules 7 et 8.

3.4. Dans le coffret se trouve un contréle positif (titre : 160 +/- 1 dilution) et un contrble
négatif. Montrer I'intérét de ces contrdles et donner le résultat attendu.

3.5. Lire et fnterpréter le résultat du patient Y.
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L4. La paragonimose (4 points)

La paragonimose due a un trématode du genre Paragonimus, est une zoonose cosmopolite.

La contamination humaine se fait par ingestion de crabes ou d'écrevisses contaminés et

consommes crus ou mal cuits. Les symptdmes peuvent évoquer une tuberculose pulmonaire.
4.1. Définir le terme « trématode ».

4.2. Commenter le cycle des Paragonimus.

| 5. Le virus respiratoire syncytial (VRS) (6 points) |

Le VRS est un Paramyxovirus qui provoque des bronchiolites chez I'enfant. Bien que son
diagnostic soit basé sur la clinique (toux, difficultés respiratoires, fievre), sa recherche peut étre
effectuée par une technique de diagnostic rapide. Si la bronchiolite est sévére, le médecin
préconise un traitement curatif par inhalation a base de ribavirine (antiviral, analogue
nucléosidique de la guanosine).

5.1. Le VRS est un virus enveloppé, a capside hélicoidale et a ARN de polarité négative.
Réaliser un schéma légendé du VRS.

5.2. Citer le nom de I'enzyme nécessaire a la réplication du génome viral et qui doit étre
présente dans le virion puis préciser son r6le dans le cycle de multiplication du virus.

5.3. Donner le principe de la recherche du VRS, par le kit BD DIRECTIGEN™ EZ RSV,
sous forme d’'un schéma légendé.

5.4. Expliquer le mode d’action de la ribavirine.
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DOSSIER TECHNIQUE

Liste des documents

Document 1: Tableau d'interprétation de I'examen microscopique des expectorations et
résultats pour le patient X

Document 2 : Test d’agglutination au latex DrySpot™ Pneumo (Thermo Fisher Scientific ™)
Document 3: Tableaux des concentrations critiques pour [linterprétation des CMI de
Streptococcus pneumoniae

Document 4 : Sérodiagnostic de I'aspergillose par hémagglutination indirecte

Document 5 : Cycle du Paragonimus

Document 6 : Détection directe du Virus Respiratoire Syncytial (VRS)
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DOCUMENT 1

Tableau d’interprétation de I’examen microscopique des expectorations

Référentiel de microbiologie médicale 5.1 (Rémic) 5°™ édition 2015 chapitre 19 page 184

(X 100)
e .._,__...,Cf ﬁuleslcham‘?wm“mW_wmmj Score (Murray et | Indication de mise en
Epithéliales | Leucacytes k Washington) , culture (Bartlett)
>25 <10 i 1 Non
>25 10-25 2 Non
>25 >25 3 Non
10-25 <10 Non précisé Non
10-25 1025 Non précisé Non
10 -25 >25 4 Oui
<10 <10 Non précisé Non
<10 10-25 Non précisé QOui
<10 >25 5 Oui

Résultats pour le patient X

Origine du prélévement : expectoration
Caracteres généraux : aspect muqueux

Examen cytologique (coloration MGG)
Cellules buccopharyngées :

Observation au grossissement x100
3 par champ

Leucocytes : 45 par champ
Cellules bronchiques : 8 par champ
Macrophages alvéolaires : 5 par champ
Hématies : Absence
Levures : Absence
Flore bactérienne : Monomorphe
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DOCUMENT 2 el

Test d’aqqglutination au latex DrySpot™ Pneumo
Extrait de la notice (Thermo Fisher Scientific™)

Principe :
Les particules de latex bleues sensibilisées avec des anticorps de lapin sont déshydratées sur
la carte test. Elles réagissent avec les sérotypes de pneumocoques.

Les particules de latex bleues sensibilisées avec des globulines de lapin non réactives sont
déshydratées sur la carte test pour fournir la zone de réaction de controle.

Composition du coffret (DR 420M) :
- Cartes de réaction Dryspot Pneumo avec :

e Particules de latex bleues sensibilisées avec des
anticorps de lapin reconnaissant les types
sérologiques de pneumocoques (zone test) ;

e Particules de latex bleues sensibilisées avec des
anticorps non réactifs (zone de contréle).

- Tampon PBS pH 7,3 +/- 0,1

Mode opératoire :

1. Ajouter 1 goutte (50 puL) de PBS dans le petit cercle (a la base de chaque ovale) a la fois
dans la zone test et la zone de contrble en s’assurant que le liquide ne touche pas les réactifs
déshydratés.

2. A l'aide d'une cese stérile appliquer plusieurs colonies suspectes sur la zone de contrble.
Dissocier les colonies dans le tampon PBS jusqu’a obtenir une suspension opalescente et
homogeéne.

3. A laide d'une cese stérile, mélanger cette suspension dans les réactifs déshydratés de
contrble jusqu’a homogénéisation compléte en recouvrant toute la zone de réaction. Jeter
ensuite I'cese de fagon appropriée.

4. Avec une autre cese, procéder de facon identique avec le latex test.

5. Imprimer a la carte un mouvement de rotation douce pendant 60 secondes et observer
I'agglutination sous une lumiére normale. Ne pas utiliser de loupe pour la lecture.

6. Une fois le test terminé, éliminer les cartes de réaction dans une solution désinfectante.
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| DOCUMENT 3

Tableaux des concentrations critiques pour I’'interprétation
des CMI de Streptococcus pneumoniae
D’aprés les recommandations 2017 V.1.0 du Comité de I’Antibiogramme
de la Société Francaise de Microbiologie (EUCAST)

Recherche de la résistance aux béta-lactamines chez 8. pneumoniae

Disque d'oxacilline & 1 yg Antibiotique Tests complémentaires et/ou interprétation
Diamatre de la zone d'inhibition

Béta-lactamines pour lesquelles une catégorisation | Rendre «sensible», quelle que soit Indication clinique,
mwm&mc@ﬁaW‘m} excepté pour le céfaclor qui, s'il est rendu, doit étre
catégorisé «intermédiaire».
<20 mm* me G {Wtes) et péniciline V (toutes | Rendre «résistantn.
indications)

Pénicilline G (en dehors des méningites) et autres béta- | Déterminer la CMi de Pantibiotique et interpréter en
lactamines fonction des concentrations critiques. .

*La CMI d'au moins une des béta-lactamines dont les propriétés pharmacodynamiques sont compatibles avec une efficacité thérapeutique (amoxicilline, céfotaxime,
ceftriaxone) doit toujours étre déterminée, mais cela ne doit pas retarder le rendu du résultat selon les recommandations ci-dessous.

Concentrations | Charge |  Diamétres | Notes
Pénicillines i critiques du critiques | Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques (CMI)
| (mg/L) | disque {mm) i Letires pour les commentaires portant sur les diamétres critiques d'inhibition
8s R> (bg) | 82 R< |
Les valeurs critiques pour les pénicillines autres que la pénicilline G et 'amoxicilline ne sont pas applicables en cas de méningite.
Les souches sensibles a la péniciline G (CMI < 0,0084 mg/L) et/ou présentant un diamétre 2 20 mm autour du disque d'oxacilline (1 pg) (cf note C) peuvent étre rendues

sensibles aux béta-lactamines pour lesquelles les valeurs aiﬁtiggas sont listées (y compris celles qui ont une «Note»).
Pénicilline G (2 'exception des | 0,0064' 2’* : Note* | Note* | 1. En cas de pneumonie, si une dose de 1,2 g x 4 est utilisée, les souches ayant une
méningites) CMI 50,5 mg/L peuvent étre interprétées comme sensibles.
En cas de pneumonie, si une dose de 2,4 g x 4 ou 1,2 g x 6 est utilisée, les souches
ayant une CMi s1 mg/L peuvent étre interprétées comme sensibles.
En cas de pneumonie, si une dose de 2,4 g x 6 est utilisée, les soudwasayantm
CMI =2 mg/L peuvent étre interprétées comme semiﬂm
. , Am&mmwmm&ﬁammmmmmmmamm
e : e : disque d'oxacilline chargé & 1 pg (cf. Note C).
Pénicilline G (méningites) 0,08 0,06 - -
Ampicilline . 0,5 o2 Note* | Note?
Ampicilline (pneumonie) 2 2 z =
Ampicilline-sulbactam Note* | Note® Note* | Note* |2. Sensibilité déduite de la CMI de I'ampicilline ou de I'amoxicilline.
: ; ; 3Lesmmmasmpmdus&ﬁpasdﬂb%%m£modaﬁoném
. . inhibiteur de béta-lactamase n'apporte aucun bénéfice
Amoxicilline 0,5 22 Note*® | Note*® | B. Sensibilité déduite de la CMI de I'ampicilline ou de I'amoxicilline.
Amoxicilline (méningites) | 05 05 - - .
Amoxicilline (pneumonie) 2 2 - -
Amoxicilline-acide clavulanique®| Note? Note? | Note*® | Noter®
Pipéracilline Note? Note? Note*® | Noter®
Pipéracilline-tazobactam® Note? | Note* | Note*® | Noter®
Ticarcilline - - - -
Ticarcilline-acide clavulanique® - - o -

Phénoxymethylpénicilline Note' Note! Note* | Note*
| Concentrations | |  Diamdtres Notes
Pénicillines | critiques | | critiques | Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques (CMI)
{suite) | {mg/L) | disque | (mm) Letires pour les commentaires portant sur les diamétres critiques d'inhibition

{ 8s R> | (ug) | S2 R< |
Oxacilline (Test de dépistage) Note® | C. Pourl'interprétation du test de F'oxacilline, voir Ie tableau complémentaire ci-dessus.
Ce test ne peut pas apprécier le niveau de résistance 2 la pénicilline G ou aux
autres béta-lactamines. L'utilisation d'autres disques de béta-lactamines ne permet
pas de déterminer le niveau de résistance a ces béta-lactamines. En conséquence,
notamment en cas d'infection sévére, d'échec clinigue ou devant toute souche de
sensibifité diminuée (OXA-1 <20 mm), il y a lieu de déterminer la CMi d'au moins une

des béta-lactamines dont les propriétés pharmacodynamiques sont compatibles avec
une efficacité thérapeutique (amoxicilline, céfotaxime, cefiriaxone).

- |Charge | Diamétres | Notes
Aminoglycosides i iti It critiques | Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques (CMi)
' i {mm) i Letires pour les commentaires portant sur les diamétres critiques d'inhibition

|
|
|
|
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Glycopeptides

Concentrations
critiques
(mg/L)

R>

| Charge

du

| disque

(1g)

Diamétres
critiques
(mm)
S2 R<

| Chiffres arabes pour les commentaires portant sur

Notes
concentrations critiques (CMI)

Lettres pour les commentaires portant sur les res critiques d'inhibition

~ jconcemant la mewmsmmnmtmm

mrmmmmmmmm&éesmmm

Télavancine EPI EPI
Vancomycine 2 i s 186 18
Concentrations | Charge | D Notes
Macrolides, lincosamides et critiques P du | criti Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques (CMI) |
streplogramines (mg/L) | disque | Lettres pour les commentaires portant sur les diamétres critiques d'inhibition
Ss R> (ug) | 82
Azithromycine 0,25! 0,5! Note* 1A memmuumwdemawmea?mmm
: : . la clarithromycine et la roxithromycine.
Clarithromycine_ 0,25' 0,5 Note* | Note*
Erythromycine 0,25" 0,5° 15 228 19
Roxithromycine 0,5 1 Note* | Note*
Télithromycine 0,25¢ 0,52 15 28 20° mmmmmmmmmmﬁeammmm’ma
: : : laca
Clindamycine? 05 0,5 2 19¢ 19¢ 13/C. Devant une souche résismmo a f’éfymro:muna et sensible 3 clindamycine
ou lincomycine, rechercher le caractére inductible de cette résistance. Il est mis en
évidence sur l'antibiogramme par une image d'antagonisme entre la clindamycine ou
fa lincomycine et I'érythromycine (D-test).
Merp:étaﬁon
En I'absence d'induction, répondre «sensible» 2 W\e fincomycine et
clindamycine.
+ En présence d'induction, répondre «résistante» & spiramycine, lincomycine et
clindamycine.
Lincomycine® 8 15 21 1 4 '
Pristinamycine* 1 1 15 18 18 | 4, Interprétation valable pour quinupristine-dalfopristine.
Les souches sensibles 2 la quinupristine-dalfopristine aont également sensibles & la
pristinamycine.
Les souches ayant une CMI qui dépasse la concentration critique supérieure sont trés
rares. Lidentification et la sensibilité & I'antibiotique d'une telle souche doivent étre
vérifiées et si le résultat est confirmé, la souche doit étre adressée 4 un laboratoire
de référence. En l'absence de données concemant la réponse thérapeutique vis-
4-vis des souches dont ia CMI dépasse la valeur crtique supérieure, elles doivent
considérées comme résistantes.

Tétracyclines

Concentrations
critiques
{mg/L)

8s R>

msqua H
{ug) |

Diamétres
critiques
{mm)
S2 R<

Notes

| Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques (CM1)

Lettres pour les commentaires portant sur les diamétres critiques d'inhibition

1zammmaammntmsmmmmmm

a la minocydiine. Les souches résistantes 2 Ia tétracycline sont parfois sensibles 4 la
minocyciine etlou 4 la doxycycline. Si nécessaire, la sensibilité 4 a doxycycline des

souches résistantes 4 la tétracycline pourra étre évaluée en déterminant la CMI.

Concentrations
critiques
(mglt)

S< R>

Diamétres
critiques
{mm)
§2 R=<

Notes
Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques (CM1)
Lettres pour les commentaires portant sur les diamétres critiques d'inhibition

Daptomycine

EPI EPI

Fosfomycine iv

EPI EPI

Linézolide

1. Les souches ayant une CMI qui dépasse la concentration critique supérieure sont
irés rares. Lidentification et la sensibilité 2 I'antibiotique d'une telle souche doit étre
vérifiée et si le résultat est confirmé, ia souche doit étre adressée 2 un laboratoire de
référence. En I'absence de données concemant la réponse thérapeutique vis-a-vis
des souches dont la CMI dépasse la valeur critique supérieure, elles doivent étre
considérées comme résistantes.

Rifampicine

008 | 05

référence. En I'absence de données concemnant fa réponse thé
| considérées comme résistantes.

2. Les souches ayant une CMI qui dépasse la concentration critique supérieure sont
frés rares. Lidentification et la sensibilité  I'antibiotique d'une telle souche doit étre
vérifiée et si le résultat est confirms, la souche doit &ire adressée 4 un laboratoire de

rapeutique vis-a-vis
des souches dont la CMI démlammmmﬁem,mmmm

Triméthoprime-
sulfaméthoxazole®

1,25
23,75

18 15

3. Triméthoprime-sulfaméthoxazole dans un rapport 1:19. Les CMI critiques sont
exprimées en concentration de triméthoprime.
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~ DOCUMENT 4
A RENDRE AVEC LA COPIE

Sérodiagnostic de '’ASPERGILLOSE par hémagqgaglutination indirecte
(Extrait de la notice) Biosynex - FUMOUZE® Diagnostic

Principe :

L’ASPERGILLOSE Bioynex-Fumouze est basée sur le principe de 'hémagglutination indirecte
et réalisée en microplaque a fond en U. Les hématies sensibilisées sont constituées d’hématies
de mouton recouvertes d’'un antigene Aspergillus fumigatus. La présence d’anticorps sériques
spécifiques entraine une agglutination des hématies sensibilisées qui se traduit par un voile
rouge/marron tapissant la cupule. En l'absence d’anticorps spécifiques, ces hématies
sédimentent au fond de la cupule sous la forme d’'un anneau.

Mode opératoire :
Le volume final de chaque cupule est de 50 pL avant I'addition de la goutte d’hématies.

N° cupule 1 2 3 4 5 6 ¥ 8
Tampon
phosphate 50 50
en uL

Sérum au 1/40
en uL

50

Sérum
redistribué
dans la cupule
suivante en pL
Hématies
sensibilisées 1
en goutte
Hématies non
sensibilisées 1

en goutte

Titre

Aspect de la gamme de la microplaque pour le patient Y

Cupules 1 2 4 5 i 8
Q.
Interprétation des résultats
TITRE < 320 | Reaction non significative
Absence probable d’aspergillose profonde
Renouveler le test 2 & 3 semaines plus tard
TITRE = 320 | Réaction douteuse
TITRE > 640 | Réaction positive en faveur d’une aspergillose profonde
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DOCUMENT 5

Cycle du Paragonimus
Schéma modifié https.//www.cdc.gov/parasites/paragonimus/biology.html

Cercariae invade the crustacean
and encyst into meiaﬁercariae. Z
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DOCUMENT 6

Détection directe du Virus Respiratoire Syncytial (VRS ou RSV)

BD Directigen EZ RSV

APPLICATION

Le test RSV Directigen EZ est un dosage immunologique chromatographique rapide congu pour
la détection qualitative directe d’antigéne de virus syncytial respiratoire dans les lavages, les
aspirations et les écouvillonnages rhino-pharyngiens, et les écouvillonnages/lavages rhino-
pharyngiens en cas de suspicion d’infection respiratoire virale.

PRINCIPE DE LA METHODE

Le test Directigen EZ RSV est un dosage chromatographique congu pour la détection
qualitative d’antigéne de RSV dans des échantillons issus de prélevements respiratoires.
Lorsque les échantillons extraits sont ajoutés au dispositif de test, les antigénes de RSV A et/ou
B se lient aux conjugués d’anticorps et d’or colloidal dans la bandelette réactive en formant un
complexe antigéne-anticorps. Ce complexe migre a travers la bandelette réactive vers la zone
réactionnelle ou il est capturé par la ligne d’anticorps anti-RSV présents sur la membrane. Le
conjugué en excés se lie & une seconde ligne composée d’antigéne de RSV inactivé qui sert de
contrble fonctionnel.
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