
Drigalski                                        HektoenDrigalski                                        Hektoen

                                            SS                                            SS

Exemple 1Exemple 1



24 h 3724 h 37°°CC

                                                            ASAPASAP

Recherche par enrichissementRecherche par enrichissement

           en milieu liquide           en milieu liquide





Exemple 2Exemple 2



EXEMPLE 2EXEMPLE 2

Drigalski                                        Hektoen       Drigalski                                        Hektoen       

ASAP                                                SSASAP                                                SS
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Selles aqueuses chez un enfantSelles aqueuses chez un enfant

Drigalski                                     HektoenDrigalski                                     Hektoen





L'ensemencementensemencement se fait sur des milieux contenant des antibiotiquesmilieux contenant des antibiotiques pour inhiber la plupart
des bactéries de la flore intestinale. Le plus courant est le milieu demilieu de Skirrow Skirrow contenant
Vancomycine, Polymyxine et Triméthoprime. 

L'incubationincubation a lieu à 4242°° C C en atmosphère microa microaéérophilerophile (correspondant au mélange
oxygène 5 %, gaz carbonique 10 %, azote 85 %).  Cette atmosphère peut être obtenue de façon
simple avec des sachets sachets àà r rééhydrater extemporanhydrater extemporanéémentment : Anaerocult C mini, (Merck) ou en
jarre anaérobie (Campypack bioMérieux, ou Gaspak anaérobie biomérieux sans catalyseur) ou
autres réactifs du même type. 

L'incubation doit durer 48 heures48 heures pour obtenir des colonies visibles.  Les colonies sont petites,
brunâtres, elles peuvent être muqueuses ou en voile. 

Recherche deRecherche de Campylobacter Campylobacter



C. jejuni  est un petit bacille Gram npetit bacille Gram néégatif fin, spiralgatif fin, spiraléé, très mobile avec des formes en S, en
longues spires ou en vol de mouettes. Il est catalase + et oxydase +.catalase + et oxydase +. Il hydrolyse l'hippurate
et est sensible à la céfalotine et l'acide nalidixique. L'identification peut se faire par d’autres
caractères biochimiques
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Nouveau test ?



Examens spExamens spéécialiscialiséés: PCR (selles)s: PCR (selles)

                     Exceptionnel et en milieu sp                     Exceptionnel et en milieu spéécialiscialiséé
       Recherche des g       Recherche des gèènes nes stxstx1 et1 et stx stx2 par PCR directe2 par PCR directe

stx 2

stx 1

EI
124 pb

184 pb

263 pb

Ecouvillon : culture de 6 h en eauEcouvillon : culture de 6 h en eau pepton peptonééee



( + adultes dans un contexte de polyarthrite réactionnelle).
Les selles peuvent être ensemencées sur le milieumilieu Hektoen Hektoen (48 heures): colonies petites <
1 mm. ou au préalable dans un milieu d'enrichissementmilieu d'enrichissement (Rappaport, 24 - 48 h + 4°C) puis
repiquage sur milieu spécifique tel WautersWauters (gélose SS enrichie en désoxycholate), ou
SchiemanSchieman à l'Irgasan-cefsulodine et novobiocine (CIN) incubé 48 h à 30 °C. Les colonies
sont rouge sombre, d'un diamètre < 2 mm. 

ID: ID: API 20EAPI 20E    

Autre exemple chez lAutre exemple chez l’’enfantenfant
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RECHERCHES PARTICULIERESRECHERCHES PARTICULIERES



Exemple 6Exemple 6
Diarrhée hémorragique sous antibiotiques ou inf. nosocomiale
mais colite pseudomembraneuse

Recherche sur prescriptionRecherche sur prescription

DDéétection de la toxine par tection de la toxine par 
rrééactionaction immunoenzymatique  immunoenzymatique 

EffetEffet cytopathog cytopathogèènene



Technique de rTechnique de rééfféérencerence : mise en  : mise en éévidence de lavidence de la  cytotoxinecytotoxine dans les filtrats (selles) dans les filtrats (selles)

Diagnostic de rDiagnostic de rééfféérence :rence : d déétection de la toxine B par effettection de la toxine B par effet cytopathog cytopathogèènene sur cultures sur cultures
(fibroblastes, cellules(fibroblastes, cellules Vero Vero, MRC-5, Mac, MRC-5, Mac Coy Coy). M). Mééthode sensible et excellente spthode sensible et excellente spéécificitcificitéé
(effet(effet cytopathog cytopathogèènene neutralis neutraliséé par un antis par un antiséérum sprum spéécifique). Lecture aprcifique). Lecture aprèès 24 - 48 h (Labos 24 - 48 h (Labo
spspéécialiscialiséé))

MMééthodes rapidesthodes rapides immunoenzymatiques immunoenzymatiques : d : déétection de la toxine A (tection de la toxine A (ImmunocardImmunocard toxine A toxine A
-- Meridian Meridian, BMD;, BMD; Tox Tox A test - Bio A test - Bio Whittaker Whittaker) ou toxines A et B (test) ou toxines A et B (test cytoclone cytoclone A + B - A + B -
BiotechBiotech) avec d) avec déélais < 3 h.lais < 3 h.

TestTest immunofluorom immunofluoroméétriquetrique automatis automatiséé (Vidas C. difficile toxine A (Vidas C. difficile toxine A Vitek Systems Vitek Systems - -
bioMbioMéérieuxrieux).).

Biologie molBiologie molééculaire par PCRculaire par PCR (g (gèène de la toxine A), ou par hybridation directe ne de la toxine A), ou par hybridation directe àà partir des partir des
filtrats de selles pour toxine B  (labo spfiltrats de selles pour toxine B  (labo spéécialiscialiséé),),

La recherche directe deLa recherche directe de l'ent l'entéérotoxinerotoxine A par  A par technique ELISAtechnique ELISA est une m est une mééthode assezthode assez
sensible et trsensible et trèès sps spéécifique. Elle doit cifique. Elle doit êêtre dtre déétecttectéée sur les selles frae sur les selles fraîîches ou maintenues ches ou maintenues àà - -
8080°° C. C.



La La recherche de la bactrecherche de la bactéérie par culturerie par culture n néécessite des milieux spcessite des milieux spéécifiques :cifiques :
ggéélose Columbia au sang lose Columbia au sang àà la la c cééfoxitinefoxitine,, cyclos cycloséérinerine, fructose incub, fructose incubéée ene en
anaanaéérobiose pendant 48 heures (milieu de George CCFA).robiose pendant 48 heures (milieu de George CCFA).

Intérêt ?



Recherche de BMRRecherche de BMR
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BIBOITE/BIPLATEBIBOITE/BIPLATE



- Les Entérobactéries productrices de béta-lactamase à spectre étendu sont
sélectionnées sur Drigalski contenant 0,5 ou 1 mg/L de céfotaxime (ou à partir de ce
milieu sélectif). La présence d'une BLSE chez la ou les souches est affirmée par la
mise en évidence d 'une synergie entre l'acide clavulanique et
céfotaxime/ceftazidime/céfépime/aztréonam.

- Les Ent- Les Entéérocoques rrocoques réésistant sistant àà la la vancomycine vancomycine sont isolés sur gélose type bile
esculine contenant 6 mg/L de6 mg/L de vancomycine vancomycine..

DDéétection de la colonisation par bacttection de la colonisation par bactéériesries multir multiréésistantessistantes
aux antibiotiques (BMR)aux antibiotiques (BMR)



Coproculture quantitativeCoproculture quantitative

PRINCIPE : PRINCIPE : Etude quantitative de la Etude quantitative de la flore aflore aéérobierobie apr aprèès dilution et ensemencement de la selle.s dilution et ensemencement de la selle.

PRELEVEMENT : PRELEVEMENT :  selle recueillie dans un pot  selle recueillie dans un pot àà coproculture st coproculture stéérile.rile.

DILUTION : DILUTION : suspension de la selle (1 g/1 ml dans 9 ml dsuspension de la selle (1 g/1 ml dans 9 ml d’’eau physiologique steau physiologique stéérile), agiterrile), agiter
Dilution obtenue 10-1Dilution obtenue 10-1

MISE EN CULTURE : MISE EN CULTURE : dilutions successives de la selle :10-3 10-5 10-9 (100 dilutions successives de la selle :10-3 10-5 10-9 (100 µµl/9,9ml dl/9,9ml d’’eau )eau )
Ensemencer (Ensemencer (oese oese 10 10 µµ) l: ) l: Milieu chromogMilieu chromogèènene (URI 4) et  (URI 4) et SSSS, en a, en aéérobiose robiose àà 37 37°°C-24 h.C-24 h.

Diviser en 4, les boDiviser en 4, les boîîtes tes àà ensemencer et  ensemencer et éétaler 1 dilution par cadran taler 1 dilution par cadran 

LECTURE ET INTERPRETATIONLECTURE ET INTERPRETATION cf  cf biologiste  biologiste  
DDéénombrer le nombre de colonies (N) diffnombrer le nombre de colonies (N) difféérentes sur chaque borentes sur chaque boîîte: N = n x100 x dilutionte: N = n x100 x dilution



TIAC: EnquTIAC: Enquêête microbiologiquete microbiologique

•• Coprocultures supplCoprocultures suppléémentairesmentaires
– Chez les malades retrouvés

– Chez les contacts exposcontacts exposééss

•• Recherche de portage chez le personnelRecherche de portage chez le personnel
– Coproculture si Salmonella

– Nez/gorge si S. aureus

•• ÉÉchantillon alimentairechantillon alimentaire (repas témoin)

• Enquête vétérinaire



Exemple 9Exemple 9

culture aérobie





                  Exemple 10Exemple 10

•• RRééservoir:servoir: Porteur (rhino-pharyng Porteur (rhino-pharyngéé ou plaie infect ou plaie infectéée)e)
–– Toxine thermostable produite dans lToxine thermostable produite dans l’’aliment (100%)aliment (100%)
–– Produits laitiers ou non, plats manipulProduits laitiers ou non, plats manipuléés, prs, prééparparéés la veilles la veille

•• Incubation:Incubation:

•• Tableau clinique : Tableau clinique : apparition brutaleapparition brutale
–– Vomissements, douleurs abdominales (diarrhVomissements, douleurs abdominales (diarrhéée + rare)e + rare)
–– Pas de fiPas de fièèvrevre

Diagnostic clinique et Diagnostic clinique et éépidpidéémiologique  +++++miologique  +++++
Diagnostic bactDiagnostic bactéériologique  ????riologique  ????

–– IdentificationIdentification  ententéérotoxinerotoxine  (aliments, malades, personnel) :  PCR(aliments, malades, personnel) :  PCR
ouou kitten  kitten testtest

1 1 àà 4 heures 4 heures

http://www.microbes-http://www.microbes-eduedu..orgorg



Exemple 11Exemple 11

•• Incubation Incubation 2 heures 2 heures àà 8 jours 8 jours
••Tableau clinique:Tableau clinique:  signes neurologiquessignes neurologiques  == neurointoxination neurointoxination

Diplopie, troubles de lDiplopie, troubles de l ’ ’accommodation,accommodation, midriase midriase, s, séécheresse muqueusecheresse muqueuse

Paralysie (muscles respiratoires)Paralysie (muscles respiratoires)

Clinique ++++ Clinique ++++ Recherche sur prescriptionRecherche sur prescription 



BOTULISME: EpidBOTULISME: Epidéémiologie en Francemiologie en France
  DO, mDO, mêême pour 1 cas me pour 1 cas                            DONC ENQUETE DONC ENQUETE
 20  20 àà 30 cas/an    30 cas/an     mortalitmortalitéé 6%    alimentaire 100%   origine familiale 6%    alimentaire 100%   origine familiale
3 cas par foyer d3 cas par foyer déélai moyen de dlai moyen de dééclaration 12 jours > 85 % hclaration 12 jours > 85 % hôôpitauxpitaux

Aliments :Aliments : salaisons, salaisons,
charcuterie, conservescharcuterie, conserves
familiales, consommfamiliales, consomméées danses dans
les rles réégions rurales du centregions rurales du centre



DiagnosticDiagnostic

Diagnostic clinique: +++++++
ED: -
Culture: rare, surtout aliment
Recherche de la toxine préformée = intoxination
                                  Centre spécialisé IP Pasteur
      Epreuve de séroneutralisation chez la souris



Exemple 12Exemple 12

•• RRééservoir:servoir: tellurique, tellurique,
                       tractus digestif (animal, homme)                       tractus digestif (animal, homme)

–– SporulSporuléé, thermor, thermoréésistant (tsistant (t°°C)C)
–– Viandes prViandes prééparparéées (en sauce), mixes (en sauce), mixééeses
–– Refroidies et consommRefroidies et consomméées es àà distance distance

•• IncubationIncubation 6 6 àà 24 heures 24 heures
•• Tableau cliniqueTableau clinique

–– DiarrhDiarrhéée, douleurs abdominales, nause, douleurs abdominales, nausééeses
–– FiFièèvre et vomissements raresvre et vomissements rares
–– spontanspontanéément favorable en 24 Hment favorable en 24 H

•• Diagnostic bactDiagnostic bactéériologiqueriologique
–– NumNuméération du microorganisme dans lration du microorganisme dans l’’alimentaliment

suspectsuspectéé (> 10.6 g) (> 10.6 g)
–– MaladeMalade: > 10.7 : > 10.7 cfucfu

GerminationGermination

trtrèès rare ED +++s rare ED +++



DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUEDIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE

ED: Bacille à Gram positif

Culture: Anaérobie stricte
colonies hémolytiques

Caractères: catalase -, très gazogène, fermentaire

S : pénicilline G, métronidazole;      R:  aminoglycosides

ALIMENT ++++ , car TIACALIMENT ++++ , car TIAC

Antibiogramme:



Exemple 12Exemple 12

Clinique ++++ Clinique ++++ Recherche sur prescriptionRecherche sur prescription

maladie maladie entrainant entrainant une une diarrhdiarrhéée avec de avec dééshydratation aigushydratation aiguëë..
AprAprèès une courte incubation (s une courte incubation (qq qq heures heures àà 5 jours), la maladie d 5 jours), la maladie déébute par unebute par une
diarrhdiarrhéée fe féécalocaloïïde, puis de, puis aqueuse sans fiaqueuse sans fièèvrevre, associ, associéée e àà des  des douleurs violentesdouleurs violentes
éépigastriques et abdominales et des pigastriques et abdominales et des vomissements en fusvomissements en fusééee..
La diarrhLa diarrhéée devient incoercible, avec des grainse devient incoercible, avec des grains riziformes riziformes,,
ddééshydratation aigushydratation aiguëë et hypothermie et collapsus et hypothermie et collapsus cardio cardio-vasculaire.-vasculaire.



DiagnosticDiagnostic
Diagnostic clinique:Diagnostic clinique: forte suspicion forte suspicion
Demande : Demande : particuliparticulièère ++++re ++++
ED:ED:  éétat frais et Gram (incurvtat frais et Gram (incurvéé))
Culture:Culture: milieux liquides et solides  milieux liquides et solides àà pH alcalin pH alcalin
aspect caractaspect caractééristiques des coloniesristiques des colonies

agglutiner agglutiner 
galerie APIgalerie API
Envoi AU CNR Envoi AU CNR 



autres autres éétiologiestiologies

Habitat Habitat :: marin > 20 marin > 20°°CC

Forme sporadiqueForme sporadique apr aprèèss

consommation de consommation de fruits de la merfruits de la mer gastro gastro-ent-entéérites, f.rites, f.
cutancutanéées, septices, septicéémie...........mie...........

maladie sous-jacente +maladie sous-jacente +

Diagnostic bactDiagnostic bactéériologique:riologique:  d  déécouverte par hasard !couverte par hasard !
selles, plaie, sang                  culture en milieu salselles, plaie, sang                  culture en milieu saléé (halophile) (halophile)

41 esp41 espèèces de vibrions ces de vibrions 

11 pathog11 pathogèènes nes 

V.V. parahaemolyticus parahaemolyticus



DIAGNOSTIC SEROLOGIQUEDIAGNOSTIC SEROLOGIQUE

Recherche dRecherche d’’anticorps circulantsanticorps circulants
         par agglutination         par agglutination
         par immunofluorescence.................         par immunofluorescence.................

DiarrhDiarrhéée aiguee aigue
        IntIntéérrêêt nul t nul 
        Sauf         Sauf 
fifièèvre typhovre typhoïïdede



BILAN COCHINBILAN COCHIN
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GOOGLE:GOOGLE:

REMIC:REMIC:
http://medecinepharmacie.univ-
fcomte.fr/bacterio_web/TD_DCEM1/copro.htm

CNRCNR: : http://www.pasteur.fr/sante/clre/chap/intro1.html

Sites Internet : Sites Internet : www.microbes-edu.www.microbes-edu.orgorg
www.bacterionet.orgwww.bacterionet.org
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