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Les infections pulmonaires

1. Recueil des prélévements. (7 points)

1.1. La maniére la plus simpie de recueillr un prélévement pulmonaire est |'expectoration
spontanée. Suite a ce recueil, I'analyse microbiologique nécessite un certain nombre d'étapes
qui doivent mener a l'identification du ou des germes impliqués dans la pathologie.
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Préciser les conditions de recueil de ce type de prélévement.

Présenter les différentes étapes de l'analyse d’'une expectoration spontanée hors
recherche de Mycobactéries. Préciser entre autre :

comment évaluer la qualité du prélévement ;

les milieux & ensemencer de maniére systématique ;

les données qui permettent de conclure a une infection.

1.2. I est possible d’'effectuer le prélévement par lavage broncho-alvéolaire (LBA) ou par brossage

bronchique protégé (BBP). Expliquer succinctement en quoi consiste chacun d'entre eux et
leurs avantages.

. Haemophilus influenzae est une bactérie pouvant provoquer des infections

pulmonaires, notamment des pneumonies, consécutives a une grippe. (14 points)

2.1. La grippe est provoquée par un virus de la famille des Orthomyxoviridae.

2.1.1.
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Ce virus a les caractéristiques suivantes :

» taille du virus : 80-120 nm

> virus enveloppé présentant 2 spicules : HA et NA

» capside hélicoidale de 9 nm de diamétre

» génome formé de 8 molécules d'ARN (-) différentes

Les virus de cette espéce sont divisés en sous-groupes sérologiques d'aprés la nature
de leur spicule HA (H1 a H15) et de leur spicule NA (N1 a N9).

Représenter la structure du virus a 'aide d’'un schéma légendé.

A1,
.1.2.  Préciser la signification de HA et NA et le rdle de ces spicules dans la virulence
de ce virus.
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2.1.2. Les symptomes de la grippe sont dus a la multiplication virale au niveau des cellules de
I'épithélium rhino-pulmonaire. Cette multiplication aboutit a la lyse de la cellule infectée.

21.2.1. Nommer et présenter brievement les principales étapes de la multiplication de ce
virus.

21.2.2. Préciser les modalités de la réplication de l'acide nucléique de ce virus, en
insistant sur l'origine de 'enzyme intervenant dans cette réplication.

2.1.2.3. Le virus de la grippe est dit lytique. D’autres virus sont dits persistants, d’autres
encore oncogénes. Expliquer en quelques mots ce que signifie chacun de ces
deux termes. Donner un exemple de virus dans chaque cas.

2.1.3. La grippe est une maladie faisant I'objet d'une surveillance internationale importante a
cause de la possibilit¢ de pandémie. Ce phénoméne est heureusement rare (il se
produit quelques fois par siécle). Une telle pandémie est due a un phénoméne
génétique appelé « cassure antigénique » ou « saut antigénique ».

Définir la pandémie.

1.
2. Expliquer l'origine de la « cassure antigénique » en vous basant sur la structure
du virus.

1.3.
1.3.

2.
2.

2.1.4. ldentification des sous-types de virus grippaux.

La caractérisation antigénique d’'un virus de la grippe est réalisée par isolement et
identification du virus en culture cellulaire. La culture cellulaire est un moyen efficace
d’'amplification des virus grippaux. Quarante huit heures aprés !'inoculation des cellules
MDCK (lignée continue de cellules de rein de chien) par les prélévements, I'antigéne HA
est recherché dans le liquide de culture par hémagglutination d’hématies de cobaye. Si
le titre est suffisant, lidentification du virus peut étre réalisée par inhibition de
'hémagglutination (IHA).

1. Préciser la caractéristique principale des cellules de lignée continue.

2. Présenter briédvement les principales étapes d'une amplification virale sur culture
cellulaire.

2.1.4.3. Alaide d’'un schéma annoté, expliquer le principe de la caractérisation du

sérotype HA par inhibition de I'hémagglutination.

2.1.4.
2.1.4.

2.2. Haemophilus influenzae est une espéce commensale de I'oropharynx et du rhinopharynx.
Dans certaines conditions, ces bactéries sont capables de provoquer des maladies
pulmonaires ou extrapulmonaires.

2.2.1. Bien que commensales, ces bactéries possédent un certain nombre de facteurs de
virulence. En particulier, le sérotype b, est responsable de 95% des cas de maladies
invasives profondes répertoriées. |l posséde un facteur de virulence qui lui confére un
pouvoir pathogéne trés supérieur a celui des autres sérotypes. Citer ce facteur.

2.2.2. L'identification du genre Haemophilus repose sur des critéres culturaux, en particulier
I'exigence en facteur X (hémine) et en facteur V (NAD").

2.2.21. Citer un milieu non sélectif qui permet I'isolement de cette bactérie a partir d’'une
expectoration spontanée. Expliquer pourquoi il permet la culture des
Haemophilus influenzae.

2.2.2.2. Presenter une technique qui permet de mettre en évidence I'exigence d’une
bactérie en facteurs X et V.

2.2.2.3. Indiquer le réle biologique de ces deux facteurs.
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3. Certaines Mycobactéries peuvent également provoquer des maladies pulmonaires.
(6,5 points)

3.1. Dans le cadre d'une infection a Mycobactéries, la premiére étape de la recherche consiste en
une coloration spécifique des BAAR.
3.1.1. Préciser la signification du sigle BAAR.
3.1.2. Expliquer a quoi est due cette propriété.
3.1.3. Exposer le principe général d'une telle coloration.

3.2. L'étape suivante de l'analyse est la mise en culture. La manipulation des prélévements
susceptibles de contenir des agents infectieux a transmission aéroportée doit étre réalisée
sous poste de sécurité microbiologique.

3.2.1. Préciser le role d’'un PSM de type II.
3.2.2. Indiquer d’autres précautions ou obligations qui doivent étre observées lors de la
manipulation des mycobactéries.

3.3. La mise en culture nécessite un traitement préalable supplémentaire.
3.3.1. Préciser ce traitement en le justifiant.
3.3.2. Citer les caractéristiques culturales des Mycobactéries.

3.4. Actuellement, l'identification aprés culture repose sur des méthodes génotypiques.
3.4.1. Indiquer les deux avantages majeurs de ces méthodes.

Le protocole d'une technique est présenté en ANNEXE 1.

3.4.2. Représenter sous forme de schémas annotés les résultats obtenus a chacune des
étapes de la technique dans le cas d’une réaction positive (de la méme maniére qu’on le
ferait pour une réaction immunologique).

4. Pneumonies nosocomiales. (7 points)
4.1. Pseudomonas aeruginosa

Cette espéce est fréquemment retrouvée dans les pneumopathies nosocomiales.
4.1.1. Définir infection nosocomiale.

4.1.2. Indiguer 'habitat naturel de cette bactérie et expliquer la prévalence de cette bactérie
dans les infections nosocomiales.

L'identification de cette espéce repose notamment sur la recherche de pigments diffusibles.

4.1.3. Nommer ces molécules, ainsi que les milieux utilisés pour leur recherche.

4.14. Un de ces deux pigments est retrouvé chez d'autres espéces de Pseudomonas.
Indiquer lequel et préciser son réle dans le pouvoir pathogéne de ces bactéries.

4.1.5. Citer 3 autres facteurs de virulence de Pseudomonas aeruginosa.

Cette bactérie fait partie des bactéries les plus résistantes aux antibiotiques en milieu

hospitalier. Les résistances observées peuvent étre naturelles ou acquises.

4.1.6. Définir résistance naturelle et résistance acquise.

4.1.7. L'ANNEXE 2 correspond a I'antibiogramme d’une souche sauvage de P. aeruginosa. En
déduire le phénotype de résistance naturelle de cette espéce.

L'acquisition de résistances est fortement favorisée chez cette espéce par la présence de

bactériophages tempérés.

4.1.8. Expliquer en quoi la présence de tels bactériophages favorise I'acquisition de
résistances au sein d’une population de Pseudomonas aeruginosa.
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5. Infections pulmonaires fongiques. (5,5 points)

5.1. L'espéce Cryptococcus neoformans peut provoquer des pneumopathies opportunistes, en
particulier chez les personnes atteintes du SIDA. La transmission a lieu essentiellement par
inhalation. L'incidence de la maladie est d’environ une centaine de cas par an en France.

5.1.1. Décrire 'aspect microscopique de ce germe.

5.1.2. L'orientation vers cette espéce repose notamment sur le test uréase. Présenter le

principe de la mise en évidence de ce caractére.

5.1.3. L'identification peut étre faite grace a un auxanogramme du carbone. Exposer le

principe de cette recherche.

5.2. Les sujets immunodéprimés peuvent également étre atteints par une aspergillose pulmonaire.

5.2.1. Nommer I'espéce la plus souvent responsable de cette affection.

5.2.2. Une méthode d'identification est 'observation macroscopique et microscopique de
colonies d’'Aspergillus aprés culture sur un milieu sélectif.

5.2.2.1. Citer un milieu de culture qui peut étre utilisé.

5.2.2.2. Présenter les caractéristiques microscopiques de ce genre sous la forme d'un

dessin correctement légendé.
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ANNEXE 1 : le systéme GenoType® Mycobacterium

La procédure compléte comporte piusieurs phases, présentées de maniére simplifiée sur ce
document. Les réactions se déroulent sur une bandelette sur laquelle ont été fixées par le fabricant des

sondes d'ADN spécifiques des différentes espéces recherchées. Il y a également un certain nombre de
temoins qui permettent de valider la lecture et la technique.

Les étapes sont :
¢ extraction de I'ADN a partir de la culture d'une mycobactérie,
« amplification par PCR a l'aide d'amorces biotinylées,
o détection de I'ADN amplifié par hybridation :
o dénaturation chimique de I'ADN amplifié,

o hybridation des fragments amplifiés simples brins biotinylés a des sondes pré-
immobilisées sur la membrane,

o lavage stringent,

o addition d'un conjugué streptavidine/phosphatase alcaline suivie d'une révélation
chromogénique,

» chaque bandelette est comparée au document suivant pour identifier la mycobactérie.

. | ldentifizierung von 13 Mykobakterien-
Genolype® Mycobacterium Spezies mittels Genolype ™ Mycobacterium
aus Kulturproben:
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Ce document a été élaboré a partir des données recueillies sur les sites suivants :

hitp.//techmicrobio.net/html/systematique/GramPositif/Mycobacteries/Mycobacteries . him
hitp://www biocentric.com/notices/genotype%20CM%20fr. pdf
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ANNEXE 2 : antibiogramme d’une souche sauvage de Pseudomonas aeruginosa.
Seules des B-lactamines ont été testées.

Nom des antibiotiques testés : (de droite a gauche puis de haut en bas)

AMX : amoxicilline (aminopénicilline)

TIC : ticarcilline (carboxypénicilline)

PIP : pipéracilline (uréidopénicilline)

FEP :céfépime (céphalosporine de 3eme génération)

CF : céfalotine (céphalosporine de premiére génération)
AMC : amoxicilline + acide clavulanique

CAZ : ceftazidine (céphalosporine de troisiéme génération)
PTZ :.pipéracilline + tazobactam

FOX : céfoxitine (céphalosporine de deuxiéme génération)
CXM : céfuroxime (céphalosporine de deuxiéme génération)
TCC : ticarcilline + acide clavulanique

ATM : aztréonam (monobactam)

MEC :mécillinam (pénicilline)

MOX : latamoxef (oxacéphéme, assimilable a une C3G)
CTX : céfotaxime (céphalosporine de troisi€me génération)
IPM : imipénéme (carbapénéme)

Cet antibiogramme est tiré de la page suivante : hitp://www.microbe-edu.org/
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