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Annexe 16–C : Exemple de procédure opératoire standardisée 

Cet exemple montre une procédure
 de 5 pages  pour réaliser un examen microbiologique de crachat.

La POS suit un format standard, permettant une mise à jour et un stockage très facile des différentes versions. L’en tête est standardisé et comprend des informations sur :

· le titre, numéro et la localisation dans le manuel de procédure ; 

· l’auteur ou la personne en charge de la validation ; 

la date et autres versions, et la date à laquelle cette POS a été mise en circulation..
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	Section : Manuel de culture pour les voies respiratoires
	Titre du sujet : CRACHATS (incluant les tubages trachéaux et les spécimens de trachéotomie)

	Emise par : Responsable du laboratoire
	Date initiale : 25 Septembre 2000 

	Approuvé par : Le directeur du laboratoire


	Date de révision : 14 Septembre 2006 

	
	Date de révision annuelle : 13 Août 2007 : 


CRACHATS (INCLUANT LES SPECIMENS DU TUBE ENDOTRACHEAL ET LES TRACHEOSTOMIES)

I. Introduction 

Les pneumonies peuvent être divisées en 4 grandes catégories incluant :

1. Les pneumonies communautaires (acquises dans la communauté) ;
2. Les pneumonies nosocomiales (acquises à l’hôpital) ;
3. Les pneumonies d’aspiration ;
4. Les pneumonies de patients immunodéprimés (VIH, transplantation).
Généralement, les étiologies des pneumonies varient suivant les catégories. Les organismes les plus courants incluent Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, les virus respiratoires, Chlamydia pneumoniae, Haemophilus influenzae et Legionella pneumophila.  

Les infections nosocomiales sont souvent dues à des bacilles Gram négatif aérobies, comme Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae et autres. Les pneumonies d’aspiration peuvent être d’étiologie chimique ( un mélange de germes oraux aérobies et anaérobies. En addition aux micro-organismes mentionnés plus haut, les patients immunodéprimés peuvent présenter des pneumonies à pneumocystis, à champignons ou cryptococcus. Les bronchites aigues sont généralement virales et exceptionnellement bactériennes.
II. Recueil du spécimen et transport 

Voir les procédures pré analytiques – prélèvement des spécimens QPCMI02001.
III. Réactifs/Matériel/Milieux

Voir processus d’analyse - Réactifs de bactériologie_Matériel_Milieux Liste QPCMI10001.
IV. Procédure
A. analyse des spécimens : Voir Procédure d’analyse des spécimens QPCMI06003.
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a) Observation directe - Coloration de Gram

Les crachats sont toujours contaminés à une certaine mesure par les germes oropharyngés.

Par conséquent, une procédure de dépistage préalable à une culture de routine est nécessaire, afin d’exclure les spécimens contaminés et/ou salivaires.
NE PAS pratiquer ce dépistage chez les patients PMH, sur les aspirations de tubage endotrachéal ou les spécimens pour recherche unique de Mycobacterium tuberculosis (TB) ou pour la recherche d’éléments mycéliens.
Procédure de dépistage
Sélectionner la partie la plus purulente du spécimen pour la coloration de Gram et la culture. Regarder le crachat à faible grossissement (X10) le plus rapidement possible et rechercher les cellules épithéliales.
	Cellules épithéliales squameuses
	Action

	> 25 cellules/champ (X10)
	Rejeter les cultures sans les examiner



	< 25 cellules/champ (X10)
	Examiner et noter les résultats de la coloration de Gram, en quantifiant. Continuer l’incubation des cultures



NB :
Si les levures sont prédominantes le noter les quantifier.
Si les levures étaient mélangées avec d’autres micro-organismes prédominants, les noter comme « flore contaminante » sans préciser qu’il s’agit de levures.
b) En cas de recherché de tuberculose, pratiquer une coloration de ZN ‘STAT’ à partir d’un étalement du crachat non concentré.
c) En cas de recherche fungique, préparer les étalements pour Fungifluor puis faire passer au département de mycologie pour coloration et interprétation.
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b)
Culture:


	
Milieux 
	Incubation

	Gélose au sang GS

Milieu d’isolation des Hémophiles HI

Gélose Mac Conckey MAC


	CO2,
 35oC x 48 heures 

CO2,
 35oC x 48 heures

CO2,
 35oC x 48 heures


	Si B. cepacia est recherché ou si le spécimen provient d’un patient présentant une fibrose kystique, ajouter :

Gélose OCBL (base OF, colistine, bacitracine & lactose    O2,
     35oC x 5 jours

Garder les géloses GS, HI et MAC                                   CO2,   35oC x 5 jours


	 Si Nocardia est recherché, ajouter :

Gélose Sodium Pyruvate (PYRA)

	O2,
 35oC x 4 semaines

	Si l’on recherche des éléments fongiques, ajouter :

Gélose Mold inhibitrice (IMA)*



Gélose Esculine Base (EBM)*


Gélose Sang Œuf Albumine (BEAA)*

	O2,
 28oC x 4 semaines 

O2,
 28oC x 4 semaines

O2,
 28oC x 4 semaines


* Faire suivre les milieux ensemencés à la section mycologie pour incubation et identification.
B. Interprétation des cultures : 


Cultures de routine : 

Examinez les boîtes après 24 et 48 heures d’incubation.

1. Identifier tous les pathogènes respiratoires probables si une pousse modérée à forte est observée (>2+). EXCEPTION: Identifier toute quantité de Cryptococcus neoformans et des champignons filamenteux (se référer à 4. et 5.).
2. Identifier tous les pathogènes respiratoires possibles si une pousse modérée à forte est observée (>2+) ET si un germe est prédominant.
3. Identifier tous les pathogènes respiratoires probables et possibles en cas de pousse faible (1+) ET si un germe est prédominant ET si du pus a été observé à la coloration de Gram.
4. Pour les levures ayant poussé sur les milieux bactériologiques, se référer à l’identification des levures.
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5. Pour les champignons filamenteux, sceller les boîtes de Pétri et les envoyer à la section mycologie pour identification.
6. S’il existe une question concernant un isolement, la poser au technicien ou au microbiologiste en charge.
Pathogènes respiratoires probables

Streptococcus pneumoniae

Moraxella catarrhalis

Hemophilus influenzae

Streptococcus du groupe A
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

Burkholderia cepacia* 

Nocardia

Champignons filamenteux

Cryptococcus neoformans
Pathogènes respiratoires possibles

Levures autres que Cryptococcus neoformans
Streptococcus des groupes C et G

Autres bacilles Gram négatif (non listés au dessus), de type morphologique unique

· Pour les patients avec une fibrose kystique

Notifier toute présence de B. cepacia. Pour B. cepacia et pour les autres germes à croissance lente comme P. aeruginosa, l’identification et les tests de sensibilité peuvent être reliés aux tests précédents effectués dans les 4 dernières semaines.

C. Test de sensibilité :



Se référer au Manuel de test de sensibilité.
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V. Rapport 


Coloration de Gram



Note de rejet du crachat :

- Plus de 25 cellules épithéliales squameuses par champ (X10)

Rapport si crachat de qualité :

Observation et quantifications

- Présence ou absence de pus

- Présence ou absence de cellules épithéliales squameuses

- Présence de pathogènes respiratoires (si leur nombre est supérieur aux germes commensaux)

- Présence de « flore commensale

- « Pas de bactérie observée » si aucun micro-organisme n’a été vu


Si recherche de tuberculose, se référer à la procédure pour coloration de ZN (appendice IV)


Culture :

Compte-rendu de rejet de crachat :


« Spécimen inutilisable à cause d’une contamination oropharyngée »

Compte-rendu négatif :


« Flore commensale » (ne pas qualifier) ou « Pas de pousse »


«  Pas de B. cepacia isolé » si la recherche de B. cepacia était requise ».

Compte-rendu positif :

Quantifier et rendre les bactéries isolées et leurs antibiogrammes. Quantifier et préciser si une flore commensale est aussi présente.


« Champignon filamenteux isolé, identification à suivre ». Ne pas quantifier.

VI. Références
P.R. Murray, E.J. Baron, M.A. Pfaller, R.H. Yolken. 2003. Manual of Clinical Microbiology, 8th ed. ASM Press, Washington, D.C.

H.D. Izenberg. 2003. Respiratory Tract Cultures, 3.11.1.1 – 3.11.3.1 in Clinical Microbiology Procedures Handbook, 2nd ed. Vol.1 ASM Press, Washington, D.C.
Annexe 16-D : Exemple d’aide mémoire

	Qu’est qu’un aide mémoire?
	Un aide mémoire est :

· une version condensée d’une POS ; 

· conçu pour être utilisé directement sur le lieu de l’analyse/la paillasse ; 

· placé en général dans un endroit visible ; 

· un rappel des étapes qui doivent être accomplies.
Les aides mémoires s’ajoutent mais ne remplacent pas les POS qui fournissent tous les détails nécessaires.

	Un aide mémoire n’est pas une POS
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Ci-dessous se trouve un exemple d’aide mémoire international illustrant les étapes d’une procédure communément utilisée (coloration de Ziehl-Nielsen pour la recherche de tuberculose).
Pourquoi un aide mémoire ne remplace pas une POS ?
Rappelez vous que l’aide mémoire est condensé et ne fournit pas toutes les informations qui peuvent être requises pour réaliser l’analyse.

Par exemple, cet aide mémoire ne montre pas comment préparer et filtrer le colorant qui est utilisé.

Il est important de comprendre que pour l’accréditation du laboratoire, une non-conformité sera citée si une POS ne reflète pas la procédure en cours.


































































































































































































































































































































































































� Microbiology Laboratory Manual Online. Disponible à :: � HYPERLINK "http://www.mountsinai.on.ca/education/staff-professionals/microbiology" ��http://www.mountsinai.on.ca/education/staff-professionals/microbiology�
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