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INTRODUCTION

Les maladies diarrhéiques demeurent un probleme majeur de santé publique, elles
concernent I'ensemble du globe. Elles sont responsables d’'une mortalité trés
importante dans les pays a faibles revenus, les enfants dans leurs premiéres années
de vie, étant les plus touchés. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) recense,
chaque année, 525 000 déces chez les enfants de moins 5 ans, principalement dans
les pays en développement @), Dans les pays plus aisés néanmoins, la mortalité
imputable aux diarrhées aigués est tres faible. Elles restent cependant, un motif de

consultation majeur, avec en France, 3,7 millions nouveaux cas chaque année @.

Les présentations cliniques sont variées, allant, de formes pauci-symptomatiques a
des formes plus séveres, causant diarrhées sanglantes, déshydratations majeures...
Les étiologies impliquées sont diverses, mais les causes infectieuses (virus, bactéries
et parasites) sont les plus fréquentes. Les virus sont les agents infectieux les plus
couramment mis en causes ; toutefois, la symptomatologie d’'une infection virale est
généralement peu bruyante, et ne nécessite pas systématiquement la réalisation
d’examens complémentaires. Au contraire, lorsqu‘une étiologie bactérienne est

évoquée, des examens microbiologiques doivent étre initiés.

L’identification de bactéries entéropathogénes repose sur l'isolement de la souche lors
de la réalisation du « gold standard », la coproculture. Cette technique, laborieuse,
dont le temps de rendu s’étend sur plusieurs jours, manque de sensibilité. Cependant,
le développement des techniques de biologie moléculaire permet de réduire
substantiellement le temps analytique et améliore les performances diagnostiques.
Initialement, ces techniques ne permettaient la recherche que d’'un agent pathogéne a
la fois. Depuis, la mise au point des PCR Multiplexe, tel que le BD MAX™ Enteric
Bacterial Panel, permet la recherche simultanée de plusieurs micro-organismes,
certains n’étant pas recherchés par la coproculture. Suite a sa commercialisation,
plusieurs études ont démontré les bénéfices de lintroduction de cette technique en

pratique de routine (192,94, 103),

Au Centre Hospitalier (CH) de Tourcoing, la méthode utilisée pour le diagnostic des
bactéries entéropathogenes est la coproculture. Néanmoins, les avantages apparents
de la PCR Multiplexe, nous motivent a étudier cette nouvelle option, dans I'optique de

l'instaurer en tant que technique de routine. Ainsi, au cours de cette étude, notre
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objectif est d’évaluer les performances de l'introduction du BD MAX™ Enteric Bacterial
Panel dans la prise en charge des diarrhées aigués au CH de Tourcoing. Nous nous
sommes intéressés, d’'une part, aux performances de ce nouvel outil diagnostic en
comparaison avec la technique de référence, la coproculture ; et d’autre part, nous
avons étudié I'impact clinique supposé, sur les patients inclus dans notre étude, de

I'utilisation de la PCR Multiplexe.
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GENERALITES

I-Définition
La diarrhée aigué est définie par I'’émission de 3 selles molles ou liquides (ou des selles
plus fréquentes que ce qui est habituel pour le sujet atteint) @, Les selles moulées ou
pateuses (notamment chez le nouveau-né en période d’allaitement), ne sont donc pas
incluses dans cette définition. Un épisode aigu a une durée inférieure a 14 jours. De
14 a 28 jours on parlera de diarrhées persistantes, et au-dela, il s’agit de diarrhées

chroniques.

Les diarrhées aigués sont d’origine majoritairement infectieuses cependant, d’autres
étiologies existent : de nombreux médicaments (antibiotiques, anticancéreux, certains
anti-inflammatoires...) ainsi que les entéropathies inflammatoires débutantes
(Maladies Inflammatoires Chroniques de [lIntestin ou MICI) provoquent des

symptémes similaires (1.

Il est intéressant de noter que la diarrhée aigué est un symptéme de la Gastro-Entérite
Aigue (GEA), cependant les deux termes sont souvent confondus et utilisés de

maniéeres équivalentes.

lI-Mécanismes physiopathologiques
Parmi les causes de diarrhées aigués infectieuses, on distingue les virus, majoritaires,

les bactéries et les parasites.

Mécanisme sécrétoire : syndrome cholériforme

L’origine des troubles provient de la sécrétion d’'une toxine. Chez les bactéries, elle
peut étre préformée dans l'aliment avant son ingestion (Toxi-Infection Alimentaire
Collective ou TIAC a Staphyloccocus aureus par exemple), ou sécrétée une fois le
pathogéne fixé a la surface de I'épithélium digestif. La toxine, en augmentant la
production d’AMPc/GMPc intracellulaire par stimulation de I'adenylcyclase, favorise la

sécrétion d’eau et d’électrolytes par les entérocytes (2.

Certains virus comme le rotavirus utilisent un mécanisme similaire, avec production

d’'une entérotoxine, associé a un mécanisme osmotique (9.
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Le syndrome cholériforme se caractérise par une diarrhée aqueuse abondante dite en
« eau de riz », accompagnée ou non de fievre et de douleurs abdominales. Le risque

majeur de ce syndrome est donc la déshydratation.

Les principaux pathogenes utilisant ce mécanisme sont : Vibrio cholerae, Escherichia
coli entéro-toxinogéne (ETEC), les agents de TIAC (Staphylococcus aureus,

Clostridium perfringens, Bacillus cereus) et les virus (rotavirus, norovirus...).

Mécanisme entéro-invasif

= Syndrome dysentérique

Il se traduit par une diarrhée fébrile glairo-sanglante, mucopurulente quasi constante,
et afécale, accompagnées de douleurs abdominales trés fortes, de ténesmes, et

d’épreintes.

La symptomatologie s’explique par I'invasion des entérocytes par des pathogenes, s’y
multipliant et produisant des toxines jusque destruction de ces cellules (réduisant donc
la capacité d’absorption), ceci provoquant une inflammation locale intense, a l'origine

d’apparition de glaire, de pus et de sang dans les selles.

Ce tableau clinique est typigue des infections a Shigella dysenteriae mais peut étre
retrouvé également chez les autres especes de Shigella, chez les souches de E. coli
entéro-hémorragiques (EHEC), entéro-invasives (EIEC), chez Campylobacter spp. et
Entamoeba histolytica (celui-ci ne provoquant pas de fiévre).

= Syndrome gastro-entérique

C’est un syndrome syndrome mixte associant un mécanisme entéro-invasif, et a un
degré moindre un mécanisme toxinique. De fait, les pathogenes envahissent les
entérocytes (mais ne provoquent pas leurs destructions) puis se multiplient dans les
macrophages du tissu lymphoide sous muqueux et mésentérique. La réaction

inflammatoire en réponse a cette invasion est la cause d’une partie des symptémes.

La symptomatologie associée a ce syndrome est moins forte que celle d’'un syndrome
dysentérique. En effet, les diarrhées sont fécales et rarement sanglantes. Il existe
néanmoins un risque de passage systémique du micro-organisme, notamment chez

immunodéprimé et le drépanocytaire.
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Les bactéries a l'origine de ce syndrome sont les salmonelles entériques (non
typhiques) et certaines souches de Yersinia, notamment Y. enterocolitica et

Y. pseudotuberculosis.

lll-Epidémiologie
Les maladies diarrhéiques constituent une cause majeure de mortalité dans le monde,
et particulierement chez les jeunes enfants. En effet, la diarrhée aigué est impliquée
dans 525 000 décés d’enfants de moins de 5 ans chaque année @, principalement
dans les pays en voie de développement. Malnutritions et déshydratations sont a
risques d’accompagner la maladie, notamment chez cette jeune population. L'OMS
recense ainsi, 1,7 milliards de cas de diarrhées pédiatriques dans le monde, chaque

année O,

En France, les GEA sont prédominantes en hiver ou elles atteignent leur pic.
Cependant, on observe depuis 2008 une diminution chaque année des consultations

pour ce motif (Cf. Figure 1).

€000

4000
D I T R I

Saison

Observations (+1C85%)
. Epidémies en cours
. Epidémies passées

Taux dincidence pour 100,000 habitants

Figure 1 : Taux d’incidence cumulée des cas de diarrhées aigués vus en
consultation de médecine générale en France métropolitaine lors des saisons

hivernales de 1990/1991 a 2019/2020.
Bilan annuel 2019, Réseau Sentinelles.

En 2019, le réseau Sentinelles rapporte une incidence annuelle des cas de GEA vus
en consultation de médecine générale de 3 729 506 cas @. La majorité des cas (62%)
étaient des adultes (15-59 ans). 27 % des consultations étaient des enfants (moins de
15 ans), avec une large majorité des cas situés entre 1 et 9 ans. Les plus de 60 ans
ne constituaient que 10 % des consultations pour GEA (Cf. Figure 2).
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Figure 2 : Distribution des cas de diarrhée aiglue déclarés par les médecins
généralistes du réseau Sentinelles selon I'dge et le sexe durant la saison
hivernale 2019/2020.

Bilan annuel 2019, Réseau Sentinelles

Néanmoins, pendant la période hivernale, les taux d’'incidence les plus fort, étaient

ceux des enfants, notamment les enfants trés jeunes, entre 0 et 4 ans (Cf. Figure 3).

600

Tranche d'age
400 —s— 04 ans

—#— 5-14ans

—— 1564

200 —e— B5et+

Taux d'incidence pour 100 000 hab. de la tranche d'ag

20195489 2020s02 2020s07 2020s12
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Figure 3 : Evolution des taux incidences hebdomadaires des cas de diarrhées
aigués vus en consultation de médecine générale en fonction de I’dge durant la
saison hivernale 2019/2020.

Bilan annuel 2019, Réseau Sentinelles

Les proportions de demandes d’hospitalisations étaient faibles, de I'ordre de 0,5% des
consultations, avec une plus forte proportion aux ages extrémes (Cf. Figure 4).
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Proportion par tranche d’age

Classe Demande Pas de demande

’ ’ ’ des cas avec demande
d’age (ans)  d’hospitalisation d’hospitalisation dhospitalisation (%)
<1an a4 7,3 221 1,8
1-4 11 20,0 1172 0,9
5-9 3 5,5 1094 0,3
10-14 2 3,6 726 0,3
15-59 16 29,1 7 316 0,2
260 19 34,6 1166 1,6
Total 55 11 695

Figure 4 : Distribution des cas selon une demande ou non d’hospitalisation faite

par le médecin généraliste en fonction de I'age.

Bilan annuel 2019, Réseau Sentinelles

1-Etiologies bactériennes

Les bactéries sont a l'origine de 15 a 20 % des diarrhées aigués, et représentent la
cause principale de diarrhées du voyageur ©9. Ce sont, pour la plupart, des
entérobactéries, qui seévissent lorsque les mesures d’hygiéne ne sont pas

correctement suivies.

a. Campylobacter spp.

Les espéces du genre Campylobacter sont 'une des premiéres causes de diarrhées
infectieuses bactériennes au monde ©. En Europe, on rapporte chaque année 200
000 cas, mais ce chiffre est trés probablement fortement sous-estimé : l'autorité
européenne de sécurité des aliments (EFSA) estimerait le nombre de cas réels a 9

millions par an +8:12), En France en 2016, 6676 cas ont été isolés (7,

La campylobactériose est une zoonose, dont le réservoir principal est la volaille. Chez
I'animal la bactérie ne provoque pas d’infection. Par conséquent, la source principale
de contamination chez I'homme est la consommation de volaille mal cuite:
majoritairement du poulet, mais également de la dinde, du canard @® ... Les infections
observent un pic saisonnier, notamment en été ©), probablement liés a la
consommation de viande mal cuite en barbecue. D’autres parameétres seraient
également en cause, comme la chaleur, les précipitations et la présence d’élevages

proches ().

Parmi la large variété despéces (17 espéeces) pouvant infecter I'homme,
Campylobacter jejuni et Campylobacter coli sont les principaux responsables de cas
sporadiques d’entérites. Certaines épidémies ont été recensées, via la consommation

de lait non pasteurisé, ou par ingestion d’eau contaminée.
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Les espéeces du genre Campylobacter sont des bacilles a Gram négatif spiralé ou
incurvée. Le mécanisme d’invasion n’est pas encore totalement connu, mais il est lié
a la mobilité de la bactérie. Sa forme spiralée, et la présence d’un ou deux flagelles
permettent un mouvement « en vol de moucheron ». Cette grande mobilité va
permettre aux bactéries de traverser la muqueuse intestinale et d’adhérer aux cellules
épithéliales. L’invasion se ferait ensuite selon deux mécanismes (Cf. Figure 5):
mécanisme « Zipper » qui internalise la bactérie via une vacuole suite a 'adhésion et
le mécanisme « Trigger » qui par des systemes de sécrétion de type Il ou IV (T3SS
ou T4SS) induit 'endocytose de Campylobacter 7).

La symptomatologie débute apres 1 a 10 jours d’incubation et elle correspond a une
gastro-entérite classique : diarrhée, fievre, douleurs abdominales asthénie, avec
souvent la présence de sang dans les selles (bactérie au mécanisme entéro-invasif).
Elle dure pendant 3 a 6 jours ("3, Néanmoins, malgré le pronostic largement favorable,
certaines complications existent, avec la possibilité d’'une bactériémie, d’hépatites et
de pancréatites, mais également des complications post-infections, tels que I'arthrite
réactionnelle ou le syndrome de Guillain-Barré. Ce dernier, bien que rare, est une
atteinte neurologique, provoquant une paralysie pouvant entrainer dans de rare cas,

un décés (79,

L’introduction d’un traitement antibiotique est rarement nécessaire, I'infection étant
spontanément résolutive, cependant certaines formes plus sérieuses peuvent avoir
besoin d’y recourir. L’azithromycine 1g en dose unique est utilisé en premiere intention,
une alternative par ciprofloxacine est également possible (. Cependant, le taux trés
élevé des résistances aux fluoroquinolones (notamment di0 a l'usage abusif
d’antibiotique dans I'industrie alimentaire (/) rend cette option discutable. En effet, en
2020, en France, le centre national de référence des campylobacteriose rapportait
pour C. jejuni et C. coli respectivement, 58,8 % et 61,5% de résistances a la

ciprofloxacine (76),
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Campylobacter fetus est une autre espece responsable d’infection chez 'lhomme. Bien
que rarement mis en cause lors d’infections digestives, cette bactérie peut étre

néanmoins la cause de bactériémie chez la femme enceinte et 'immunodéprimé (7).

@
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Figure 5 : Mécanisme d’invasion des cellules non phagocytaires par

Campylobacter

Mécanisme « zipper » : Suite a l'ingestion du Campylobacter (1), les adhésines bactériennes se lient a

des récepteurs cellulaires spécifiques (2), provoquant I'engloutissement de la bactérie par la membrane
cellulaire (3) et son endocytose (4).

Mécanisme « trigger » : Aprés l'acquisition du Campylobacter (1), celui-ci injecte des effecteurs

protéiques via son systeme de sécrétion de type 3 (T3SS) (2), permettant l'internalisation de la bactérie
(3) et son endocytose (4).

Adapté de FABRE A. Sciences pharmaceutiques (7,

b. Salmonella spp.

Les salmonelles sont responsables d’une part des fievres typhoides et paratyphoides
et d’autre part des salmonelloses non typhiques, un agent courant de TIAC. C’est une
entérobactérie, mobile le plus souvent, aéro-anaérobie facultative, et parfois

productrice de sulfure d’hydrogene H2S.

-35-



Le genre Salmonella comporte trois espéces dont la plus fréquente Salmonella
enterica est divisée en 6 sous-especes dont Salmonella enterica subsp. enterica, la
principale, qui comprend elle-méme plusieurs sérovars : Typhi, Paratyphi (A, B et C),
Typhimurium, Enteritidis, Virshow, Infantis... Chaque sérovar est caractérisé par une
mosaique d’antigénes : somatique O, capsulaire Vi, flagellaire H, qui permettent leur
identification. La fievre typhoide est provoquée par le sérovar Salmonella Typhi (bacille
d’Eberth), et la fiévre paratyphoide par les sérovars Salmonella Paratyphi A, B et C.
L’épidémiologie liée a ces infections varie trés franchement selon, I'espece impliquée
et la zone géographique touchée. Ainsi, TOMS estime entre 11 et 20 millions de cas
de fievres typhoides et paratyphoides contractées chaque année, se traduisant par
128 000 a 161 000 déces ©). Ces pathologies touchent trés largement certaines zones
en développement d’Afrique, d’Asie, ou d’Amérique latine avec un niveau d’hygiéne
insuffisant. En revanche, les fievres typhoides et paratyphoides sont trés rares dans
les pays industrialisés, avec 100 a 150 cas en France chaque année ¥, provenant de
voyageurs ou de personnes vivant en zone d’endémie.

A contrario, les salmonelles non typhiques sont ubiquitaires et font partie des agents
majeurs de maladies diarrhéiques en France et dans le monde. En France, I'Institut
Pasteur répertorie entre 10 000 et 11 000 isolements annuels de Salmonella non

typhiques chez I'hnomme (6).

Fiévre typhoide et paratyphoide :

Salmonella Typhi et ParaTyphi A, B et C suivent un mécanisme physiopathologique
entéro-invasif sans destruction (Cf. Figure 6), et la symptomatologie est d’autant plus
forte que I'inoculum est important 9. Ainsi, lors de Iincubation (de 7 a 21 jours), une
diarrhée fugace, ou gastro-entérite, peut apparaitre. La maladie se développe ensuite
en 3 étapes, qualifiées de « septénaires » (chaque phase durant environ une semaine)
(9), La premiére phase, dite «d'invasion », est caractérisée par I'apparition
progressive d’une fiévre associée a des signes digestifs et d’'un abattement. Puis,
pendant la phase suivante, dite « d’état », la fievre en plateau se poursuit et I'état
général se dégrade. Une diarrhée fétide en « jus de melon » apparait, accompagnée
d’'une atteinte neurologique, le « tuphos ». Celle-ci se caractérise par une obnubilation
diurne, des délires, des insomnies et une asthénie. Finalement, lors du dernier
septénaire les symptédmes peuvent disparaitre, mais I'évolution peut se peut se faire
vers diverses complications : péritonites par perforation du gréle, cholécystite
hémorragies, myocardites, ostéites (®. Une antibiothérapie adaptée permet
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d’améliorer le pronostic (moins de 1% de mortalite), ainsi que de réduire le risque de
rechutes (10 a 20 % chez le patient non ou mal traité) 6). Depuis I'apparition de
souches résistantes aux fluoroquinolones (environ 15 % des souches ©9), les
céphalosporines et I'azithromycine sont désormais les antibiotiques principalement
utilisés “ 16 La maladie est strictement humaine, a transmission féco-orale. Il en

résulte principalement une contamination indirecte par 'ingestion d’aliments ou d’eau

souillés ; mais une contamination directe entre personnes est également possible.
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Figure 6 : Mécanisme d’invasion de Salmonella Typhi

Aprés ingestion, les salmonelles adhérent aux cellules épithéliales intestinales et aux cellules M des
plagues de Peyer (tissu lymphoide digestif) et les envahissent sans étre détruites par celles-ci (1). Aprés
une période de multiplication de 12 a 24 h, les bactéries envahissent la lamina propria et la sous-
muqueuse. Afin de lutter contre la pénétration de l'entérobactérie, les cellules phagocytaires sont
déployées (2). Cependant les salmonelles vont persister et se multiplier a l'intérieur de ces cellules pour
finalement envabhir la circulation lymphoide (3). On va alors les retrouver dans le foie, la rate, la moelle
osseuse (4) puis dans la circulation sanguine (5). La lyse de la bactérie entrainera la libération de son
endotoxine a l'origine d’un choc toxique et de la symptomatologie (tuphos, myocardite...).

Adapté de DOUGAN et al. Salmonella Enterica Serovar Typhi and the Pathogenesis of Typhoid Fever,
Annual Review of Microbiology (79
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Salmonelloses entériques non Typhyiques :

Agent principal de TIAC, on retrouve trés majoritairement deux sérovars : Salmonella
Typhimurium et Salmonella Enteridis.

La transmission est liée a la consommation d’ceufs, laitages, viande crue/peu cuite.
Ces infections sont favorisées par I'alimentation collective et la rupture de la chaine du
froid (). Ainsi oiseaux, ruminants, et rongeurs font partie du réservoir naturel des
salmonelles entériques non typhiques. Cependant, certains humains sont porteurs

asymptomatiques et peuvent donc étre éventuellement source de contamination (6,

Pour provoquer une infection, la dose infectante nécessaire est élevée. La réaction
inflammatoire en réponse a l'invasion est la cause des symptémes : fievre, douleurs
abdominales, vomissements, diarrhée avec sang et leucocytes dans les selles (Cf.
Figure 7). Néanmoins le mécanisme de la diarrhée est encore discuté @9, Il reposerait
également sur la sécrétion d’entérotoxine thermolabile (qui serait apparentée aux
entérotoxines thermolabiles de Escherichia coli et Vibrio cholerae) capables d’activer
'adenylcyclase des entérocytes, entrainant une fuite liquidienne et d’électrolytes (Cf.
Figure 7).

L’infection est spontanément favorable en 2-3 jours, mais peut cependant se
compliquer de bactériémies, de localisations extradigestives, notamment chez les
immunodéprimés, les enfants, les personnes agées et les drépanocytaires. Dans ces
cas-la, une antibiothérapie peut étre proposeée : ciprofloxacine, céphalosporines de 3¢

génération, azithromycine sont principalement utilisés (61.85. 86, 87),
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Figure 7 : Mécanisme d’invasion de Salmonella non typhique
Suite a 'ingestion d’aliments contaminés, les bactéries envahissent les cellules épithéliales puis la sous-

mugqueuse, cette phase correspondant a /a courte période d’incubation : de 12 a 36 heures (1). A l'instar
des salmonelloses typhiques, les cellules phagocytaires sont déployées contre I'envahisseur (2), et
induit une réaction inflammatoire (4). Cependant, & la différence des fievres typhoides, il n’y a que trés
rarement de passage dans la circulation systémique : les bactéries restent localisées dans la sous-
muqueuse et dans les ganglions mésentériques (3). La sécrétion d’'une toxine thermolabile par
Salmonella entraine une activation de 'adenylcylase, 'augmentation d’AMPc, qui, par perturbations des
transporteurs ioniques, provoque une hypertonie du tube digestif et une fuite d’eau et d’électrolytes (5).
Adapté de BERCHE P. GAILLARD J. SIMONET M. Bactéries des infections humaines (1,

c. Shigella spp.

Elle est responsable de 80 a 165 millions de cas chaque année, dont le déces est
I'issue pour 600 000 personnes, principalement des jeunes enfants *10, La grande
majorité des infections a Shigella ont lieu dans les pays en développement, en zone

tropicale.

Cette bactérie est retrouvée uniquement chez I'homme, dont elle n'est pas
commensale de la flore : elle est pathogéne stricte du tube digestif, provoquant une
dysenterie. La transmission est féco-orale, soit directement par contact direct avec une
personne porteuse, soit indirecte par contact avec de I'eau ou des aliments souillés,
grace a une dose infectante tres faible : de 10 a 100 bacilles pour engendrer une

infection.
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C’est une entérobactérie, immobile pouvant étre dotée d’une capsule, ne produisant
pas de sulfure d’hydrogene H2S. Elle comporte quatre especes : Shigella dysenteriae,

Shigella flexneri, Shigella boydii et Shigella sonnei.

v Shigella flexneri prédomine largement dans les pays en voie de développement,
et est parfois retrouvé dans les shigelloses en France.

v Shigella dysenteriae de sérotype 1 est responsable de forme épidémique, plus
graves.

v" Shigella sonnei est isolé dans 80 % des cas francais.

v Shigella boydii n’est que trés rarement retrouvée en France.

La dysenterie bacillaire se traduit par des diarrhées glairo-sanglantes, avec douleurs
abdominales violentes, ténesmes et épreintes. Ces signes digestifs sont accompagnés
de fievre élevée et d’asthénie. La symptomatologie débute aprés une période

d’incubation courte de 2 a 3 jours, et dure classiquement une semaine ©,

Le mécanisme entéro—invasif provoquant la destruction des entérocytes est I'origine
des symptémes (Cf. Figure 8). De plus, Shigella sécréte des toxines (ShET-1 et ShET-
2), induisant I'nypersécrétion de fluide dans l'intestin, source de diarrhées (19, Shigella
dysenteriae de type 1, détient un géne stx codant pour une Shiga-toxin. Cette toxine,
est susceptible de provoquer un Syndrome Hémolytique et Urémique (SHU), se
traduisant par l'association d’'une anémie hémolytique d’origine mécanique, une
thrombopénie et une atteinte rénale 19, Le traitement antibiotique facilite la guérison
(sauf en cas de SHU ou il est contre-indiqué), il se déroule sur trois jours a 'aide de

ciprofloxacine, de ceftriaxone ou d’azithromycine © 84,
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Figure 8 : Mécanisme d’invasion de Shigella spp.

Shigella est incapable d’envahir les entérocytes par leur face apicale, la bactérie traverse donc les
cellules M pour rejoindre le tissu lymphoide (1) et étre phagocyté par un macrophage (2). Elle échappe
ala phagocytose grace a la protéine ipaB, et induit son apoptose, provoquant une réaction inflammatoire
(3,4). La bactérie libre, va pouvoir envahir I'entérocyte par sa face basolatérale (5), et se déplacer a
travers les cellules en utilisant le réseau d’actine et former des « cometes d’actines » (6). Les cellules
vont étre progressivement détruites, ceci étant a l'origine des symptémes (7).

Adapté de Yang, Shih-Chun, Chi-Feng Hung, Ibrahim A. Aljuffali, et Jia-You Fang. « The Roles of the
Virulence Factor IpaB in Shigella Spp. in the Escape from Immune Cells and Invasion of Epithelial

Cells », Microbiological Research (19),

d. Yersinia spp.

Les infections a Yersinia spp. constituent la troisieme cause de zoonose en Europe
(13, En 2014, 6 839 cas ont été notifiés 13, dont 574 en France, avec une incidence
plus forte chez les jeunes enfants de 0 a 4 ans. Cependant, les infections dues a ce
pathogene sont probablement sous-estimées, ceci étant probablement lié a la difficulté

de leur isolement en culture.

Parmi les 18 especes, seuls Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis et
Yersinia pestis sont pathogénes pour 'lhomme. Les deux premiéres sont des bactéries
entéropathogenes présentes dans le monde entier ; Y. pestis, 'agent de la peste, n'est

pas retrouve en Europe.
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Y. enterocolitica est 'espéce largement majoritaire, elle représente 98% des isolats en
France, avec un pic en période estivale 4. L’espéce est sub-divisée en 6 biotypes, le
biotype 1A est avirulent, les biotypes 1B, 2, 3, 4, 5 sont pathogénes (porteur du
plasmide de virulence pYV). Y. enterocolitica peut étre aussi sub-divisée en 76
sérotypes. Ces deux classifications peuvent étre associées en biosérotypes. En

France, les biosérotypes pathogenes les plus fréquents sont: 4/0:3 et 2/0:9 19,

La bactérie a pour réservoir principal le porc, mais également les bovins et les ovins
et sa voie habituelle de transmission se fait par l'ingestion d’eau ou d’aliments
contaminés 29, Le mécanisme d’invasion de Yersinia enterocolitica est décrit dans la
figure 9, sa pathogénicité se manifeste a travers de multiples facteurs de virulences
(Cf. Figure 9). Elle possede une invasine, facilitant I'invasion des cellules et notamment
son passage a travers les cellules M. Son plasmide de virulence pYV (plasmid of
Yersinia Virulence) impliqué dans I'adhésion et I'invasion (commun aux 3 especes
pathogénes) code pour un appareil de sécrétion de type Il ou injectisome. Celui-ci est
capable d’injecter des protéines YOP (Yersinia Outer Protein) dans les cellules
phagocytaires, induisant leur mort. Y. enterocolitica produit également une
entérotoxine similaire a celle des souches de E. coli enterotoxinogene (ETEC), a
I'origine de symptémes diarrhéiques 9. Chez les patients fragilisés (cirrhose, diabéte,
hémochromatose ; patient agé), la bactérie peut disséminer dans le foie, la rate (ou

elle formera des micro-abcés) mais également dans la circulation sanguine 9,

La période d’incubation des deux especes entéropathogénes est de 7 jours en
moyenne 19, Chez Y. enterocolitica, les principaux signes cliniques ont lieu dans son
site de colonisation. Ainsi, I'infection peut provoquer des ulcérations de l'iléon terminal
(responsables de saignements), des lésions nécrotiques des plaques de Peyer, et une
hypertrophie des ganglions lymphatigues mésentériques. Une entérocolite est
présente dans la majorité des infections, durant de 1 a 3 jours ; elle peut étre associée
a des nausées et des vomissements. L’atteinte mésentérique est source de fiévre et

douleurs digestives (19,

Il existe des complications secondaires a I'infection, elles sont plus courantes chez les
personnes présentant 'antigéne du complexe majeur d’histocompatibilité HLA-B27 22,
Dans 15 % des infections, l'infection peut entrainer une polyarthrite réactionnelle
(pouvant toucher genoux, chevilles, orteils, doigts et poignets), débutant quelques

jours a un mois aprées les épisodes de diarrhées, avec une symptomatologie
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s’estompant de 1 a 4 mois ?V, L’érythéme noueux est une complication peu fréquente
mais qui est évocatrice d’'une infection a Yersinia. Elle est caractérisée par des lésions
cutanées sur les jambes et le tronc qui se résolvent spontanément en un mois dans la
majorité des cas @V. Enfin, d’autres complications existent tels que la pharyngite
exsudative, ou des atteintes pulmonaires.

L’entérocolite simple et I'adénite mésentérique ne nécessite pas de traitement
antibiotique. Un traitement est justifié dans les formes graves, notamment chez les
immunodéprimés.  Yersinia  enterocolitica  possédant naturellement une
céphalosporinase et une pénicillinase, la ciprofloxacine sera utilisée en premiere

intention, avec le cotrimoxazole et les tetracyclines comme alternative 9,

Y. pseudotuberculosis a pour réservoir I'environnement et de nombreuses especes
animales (liévres, cygnes, oiseaux, mammiféres sauvages...) chez lesquelles elle peut
causer une infection symptomatique et parfois la mort 9, Cette espéce est beaucoup
plus rarement isolée que Y. enterocolitica en France (2% des yersinioses humaines)
(14), Contrairement a Y. enterocolitica, les infections humaines prédominent au cours
de la saison froide. La manifestation la plus fréquente est 'adénite mésentérique, un
syndrome ressemblant a I'appendicite avec fievre et douleurs abdominales. Des

complications a type d’érythéme noueux et de polyarthrite sont également possible.
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Figure 9 : Mécanisme d’invasion de Yersinia enterocolitica.
La bactérie pénétre la barriere de mucus et adhére aux cellules épithéliales, notamment aux cellules M

de la plague de Peyer (1). Grace a son invasine, le micro-ogranisme traverse la cellule M et est éjectée
du c6té basolatéral (2). Les cellules phagocytaires internalisent la bactérie, ou celle-ci s’y réplique puis
elle est transportée dans les ganglions mésentériques (3). Ce processus est a l'origine d’une réponse
inflammatoire et de douleurs abdominales. Chez les patients fragilisés, la bactérie peut disséminer dans
le foie, la rate mais également dans la circulation sanguine (4). Son appareil de sécrétion de type 3 (ou
T3SS) est capable d’injecter des protéines YOP (Yersinia Outer Protein) dans les cellules
phagocytaires, induisant leur mort (5). Y. enterocolitica produit également une entérotoxine qui par
stimulation de I'adénylicyclase, provoque une augmentation d’AMPc induisant une perturbation des
canaux ioniques (sortie massive d’ion CI- et un blocage de I'entrée d’ion Na*). L’hypertonie de la lumiére
intestinale entraine une fuite d’eau et d’électrolytes (6).

Adapté de Fabrega A, Vila J. Yersinia enterocolitica: Pathogenesis, virulence and antimicrobial

resistance. Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica 29,
e. Vibrio spp.

Les espéeces du genre Vibrio sont des bacilles a Gram négatif, en forme de batonnet
incurvé et mobile. lls appartiennent a la famille des Vibrionaceae, qui partage des

caractéristiques communes avec la famille des Enterobacterales. Parmi les 12
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espéces connues pathogénes chez 'homme, 3 espéces sont prépondérantes :

V. vulnificus, V. parahaemolyticus et V. cholerae.

*Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus et Vibrio cholerae non cholérique
(non O1/non O139)

En France, une étude réalisée sur des échantillons de fruits de mer révele la
prédominance des 3 espéces de Vibrio incriminées en pathologie humaine @), V.
parahaemolyticus était I'espéce la plus souvent retrouvée, puis V. vulnificus et enfin
plus rarement V. cholerae. Si les cas de V. cholerae pathogéene (sérogroupe O1 et
0139) sont extrémement rare sur le territoire francais, les Vibrio non cholériques
(VNC) sont autochtones et responsables d’infections, mais probablement sous
déclarés (déclaration non obligatoire) : le CNR recense une moyenne de 10 cas

d’infections par des VNC (70% des cas dus a V. cholerae et V. parahaemolyticus) Gb.

Ces bactéries sont présentes dans I'environnement marin, les estuaires et sont
retrouvés aussi dans les poissons, les crustacés et les coquillages @4. Elles sont
sources de gastro-entérites majoritairement, se transmettant par la consommation de
produits issus de la mer, notamment s’ils sont insuffisamment cuits @5 3, |l n’y a pas
de contaminations interhumaines, il s’agit principalement de cas autochtones entre juin
et octobre, majoritairement en zone cétiére. Avec le réchauffement des océans, la

prévalence de ces bactéries dans I'océan augmente 5,
A noter que V. vulnificus peut étre isolé de bactériémies.
*Vibrio cholerae

C’est I'agent pathogéne du choléra, qui est responsable de 2,9 millions de cas et
95 000 morts chaque année en zone d’endémie 3. L’Afrique est le continent le plus
touché, il contient plus de 50% des cas (Cf. figure 10) ; mais toutes les régions du
monde recensent des cas 9. En France, la maladie est extrémement rare, étant une

maladie a déclaration obligatoire, on rapporte 4 a 5 cas d’importations par an 7).

-45-



350

250
Il

- f
150 I

o il

Il

i I

o

1884 1836 1888 1800 1982 1984 1988 1983 2000
BAsla WA @America

Figure 10 : Cas de choléra rapporté a ’OMS de 1984 a 2007.
Une forte hausse du nombre de cas est observée depuis le début des années 1990. C’est le résultat
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des grandes épidémies de choléra en Amérique et en Afrique par le sérogroupe O1 et en Asie par le
sérogroupe 0139. Actuellement, la trés large majorité des cas de choléra se limite a I'Afrique.

Adapté de I'Organisation Mondiale de la Santé. Cholera (3,

Parmi plus de 200 sérogroupes identifies de Vibrio cholerae, seuls deux sont
pathogenes et responsables du choléra : les sérogroupes O1 et 0139. En effet, seuls
ceux qui sécretent une toxine cholérique peuvent causer une épidémie. Le biotype El
Tor, du sérogroupe O1 est responsable de la 7¢™¢ pandémie mondiale de choléra (a

débuté en 1961 et est toujours en cours actuellement) 28 83),

La famille des Vibrionaceae apprécie les eaux cétieres salines, et est souvent associée
au zooplancton et aux coquillages. Elles peuvent former des biofilms notamment en
situation de privation, et proliférent lorsque les conditions leurs sont favorables. La
bactérie se transmet par voie oro-fécale, avec une dose forte dose infectante (de

I'ordre de 108 bactéries) nécessaire pour provoquer la maladie <0,

La production d'une toxine cholérique est a lorigine de la symptomatologie
diarrhéique. Il n'y a pas d’atteinte intestinale, pas de réaction inflammatoire, et pas de
fievre, la bactérie ne franchissant pas I'épithélium intestinal (Cf. Figure 11). Les
principaux genes de virulences sont ctxA et ctxB, qui codent pour les sous-unités A et

B de la toxine cholérique 2,

Aprés une période d’incubation de 18h a 5 jours, le syndrome cholérique débute
brutalement par une diarrhée agueuse en « eau de riz » avec 10 a 50 selles par jour,
non glairo-sanglantes, sans fievre, associant des vomissements « en jet » et parfois
des douleurs abdominales 2. Le risque majeur est bien entendu la déshydratation,
qui peut étre trés brutale (quelques heures), qui si elle n’est pas traitée, peut étre fatale.

La forme classique évolue en trois phases : phase liquidienne ; phase de collapsus
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(déshydratation, pouls imprenable, pression artérielle effondrée, température
inférieure ou égale a 36°C, anurie); phase évolutive avec une amélioration
spectaculaire sous réhydratation ou décés si le malade n’est pas réhydraté. La base
du traitement est la réhydratation a base de sels de réhydratation orale si le patient ne
présente pas de vomissements, ou par voie intraveineuse (IV) avec un soluté
isotonique dans les formes graves. L’utilisation de I'antibiothérapie est discutée : |l
existe des souches résistantes aux agents anti-bactériens (triméthoprime-
sulfaméthoxazole et cyclines). Sa mise en place se fera, par conséquent, en fonction
de I'antibiogramme, dans un second temps 72982 Selon le profil de résistance, on
utilise généralement de la doxycycline monodose, de la ciprofloxacine ou de
I'azithromycine % 82, La guérison peut étre obtenue dées la 72%™ heure ?°). Dans les
situations sanitaires particulieres (les crises humanitaires associées a un haut risque
de choléra ou les zones a risque de flambées épidémiques), trois vaccins oraux

(Shanchol®, Euvichol® et Dukoral®) sont également disponibles ©3),

Partie proximale de l'intestin gréle
G i G IIIIIIIIII>

gy [/rio cholerae Protéine G stimulante
N @ : @ 1 ~ P " 010u0139
Adénylate cyclase
G Entérocyte U1 ¥ ¥
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A A la toxine _ Circulation

la toxine j\
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Figure 11 : Mécanisme physiopathologique de Vibrio cholerae O1 et O139.

Suite a l'ingestion, le micro-organisme adhére a la paroi intestinale (1). Celui-ci ne rentre pas dans la
cellule, mais va pouvoir sécréter sa toxine (2). La sous-unité B de la toxine se fixe au récepteur GM1(2),
ceci permettant la translocation de la sous-unité A dans le cytoplasme de la cellule (3) et, par activation
d’une protéine G, provoque I'hypersécrétion d’AMPc (4). Cette élévation a pour effet une hypersécrétion
d’ions chlorures par I'entérocyte, ainsi qu’une inhibition des canaux Na+ et Cl+, empéchant l'entrée de
ces ions dans la cellule (5). Il en résulte une hypertonie du tube digestif. Pour compenser cela, 'eau
des entérocytes est sécrétée dans le tube digestif, et la perte d’eau engendrée dans le cytoplasme est
compensée par 'eau provenant du chorion et du sang (6). La volémie et la pression artérielle en
patissent donc. Le vibrion est évacué avec l'eau et dispersé dans I'environnement (7).

Adapté de Fournier, Jean-Michel, et Marie-Laure Quilici. « Choléra ». La Presse Médicale (2,
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f. Plesiomonas shigelloides

Anciennement classé dans la famille des Vibrionaceae, le genre Plesiomonas réside
actuellement dans la famille des Enterobacterales, méme si cette place reste encore
a définir. Une seule espece représente le genre : Plesiomonas shigelloides. C’est un
bacille a Gram négatif, mobile, qui contrairement aux autres entérobactéries est un

micro-organisme produisant une cytochrome-oxydase.

Les cas d’infections sont probablement sous-estimés. En effet ce germe n’est
généralement pas recherché en culture, et la plupart des infections étant
spontanément résolutives, les cas recensés sont faibles. Cependant, certaines études
montrent que ce micro-organisme représenterait 2 a 10 % des échantillons de selles
contenant un entéropathogéne bactérien 9. || faut noter qu’il n’est pas un commensal
de 'Homme, la bactérie serait présente sans manifestation pathologique dans moins
de 0,1% des cas ©*3), La majorité des infections ont lieu lors des mois les plus chauds
(32 quand la température de I'eau s’éléve, permettant la prolifération de Plesiomonas,
notamment dans les eaux usées 7). En effet, son réservoir naturel comprend les
écosystémes d’eau douce et d’estuaires ). Dans une étude réalisée a Istanbul sur
les produits alimentaires en provenance de la mer, la bactérie a été retrouvée dans

0,86% des échantillons, uniquement dans du poisson ©8).

Le mécanisme d’infection n’est pas clairement élucidé, mais la maladie se présente
dans la majorité des cas comme une gastro-entérite sécrétoire classique aprés une
durée d’incubation courte allant jusque 48 heures 2, mais des formes cholériques et
dysentériques sont également possibles. Les infections chroniques existent, selon une
étude, elles représentent 5,4% des cas et durent entre deux semaines et deux mois
(32), Selon cette méme étude, environ 70% des patients infectés avaient une maladie
sous—jacente (cancer, cirrhose...) ainsi qu’un risque identifiable : voyage,
consommation de produits de la mer mal ou non cuits. Quelques formes extra-
intestinales ont été recensées 3. Elles sont rares mais graves, et touchent
principalement le sujet fragilisé avec des méningites, sepsis, cellulites, arthrites et

endophtalmies.

P. shigelloides peut produire une B-lactamase mais reste sensible a des antibiotiques
de premiére ligne comme les fluoroquinolones et la ceftriaxone 6 49, Néanmoins la
majorité des infections sont résolutives et ne nécessitent pas de traitement. Dans les

cas proches d’'une dysenterie, certaines études recommandent de traiter I'infection
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comme les shigelloses, a l'aide d’azithromycine, de ceftriaxone ou de fluoroquinolones
(36, 39)

g. Escherichia coli

Bacille a Gram négatif de la famille des Enterobacterales, Escherichia coli est une des
bactéries aéro-anaérobie facultative prédominante de notre systeme digestif,
comprenant entre 107 et 10° bactéries/g de selles chez un individu ®%. Cette bactérie
est un commensal de I'étre humain, et la plupart du temps, non pathogéne. Cependant
elle peut étre responsable d’'une pléiade d’infections : infections urinaires (agent
principal), infections digestives, méningites, sepsis, etc... Le caractere
entéropathogéne est lié a I'expression de facteurs de virulence acquis et/ou
constitutifs, ce pouvoir pathogene étant actuellement connu pour six pathovars ¢, (Cf.
Figure 12).

ETEC EPEC EHEC

Cl Na*Cl /) Escherichia coli

I‘ \
%+ I Entérocyte

Rt

ST/LT __ AMPe¢

i Adénylatecyclase

Eau

|
|

‘ Stx
ECEAgq EIEC ECAD
\ B Circulation générale
e \’/' =
P / 1
I ' Monocyte
EASTT R “@ Apoptose

o «s=§ Cométe d'actine

Figure 12 : Pathovars entéropathogenes de E. coli
ETEC : Par un mécanisme proche des toxines cholériques, les toxines thermolabiles et thermostables

(LT/ST) induisent des diarrhées aqueuses par stimulation de [l'adénylatecyclase, provoquant
l'augmentation d’AMPc, une perturbation des canaux ioniques et une fuite d’eau.

EPEC : La bactérie adhere aux entérocytes, détruit I'architecture normale microvillositaire, induisant des
lésions d’attachement et d’effacement. Elle remanie le cytosquelette, ceci formant un piédestal auquel
EPEC se lie intimement.

EHEC : Induit également des Iésions d’attachement et d’effacement. EHEC sécrete aussi une Shiga-

toxine (Stx), dont I'absorption systémique peut engendrer des complications séveres.
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ECEAQq : Adhére aux entérocytes grace a des fimbriae, puis forme du biofilm. Enfin la bactérie sécréte
des entérotoxines (comme EAST1), responsable de diarrhées.

EIEC : Aprés invasion cellulaire, EIEC lyse la cellule phagocytaire et se déplace entre cellules grace a
des cométes d’actines.

ECAD : Croissance de projections cellulaires qui entourent la bactérie.

ETEC : Escherichia entero-toxinogene ; EPEC: Escherichia coli entéro-pathogene; EHEC:
Escherichia coli entero-hémorragique ; ECEAgg: Escherichia coli entéro-aggrégatif; EIEC:
Escherichia coli entéro-invasif ; ECAD : Escherichia coli & adhésion diffuse

Adapté de Kaper, J., Nataro, J. & Mobley, H. Pathogenic Escherichia coli. Nat Rev Microbiol ©9).

Escherichia coli entérotoxinogéne (ETEQC)

Les bactéries entéropathogénes causent au moins 80% des diarrhées du voyageur “3)
et Escherichia coli entero-toxinogéne (ETEC) est I'agent largement maijoritaire (40-
70% des cas “*?). Quelques jours aprés la consommation d’eau ou d’aliments
souillées, les diarrhées se déclarent. Elles sont aqueuses, non glairo-sanglantes, et
sont associées parfois a de la fievre et des vomissements. Pour provoquer les
symptémes, la bactérie doit d’abord adhérer aux entérocytes via les fimbriae (aussi
appelé pili). Elle sécrete alors une entérotoxine (thermolabile « LT » ou thermostable
« ST »), trés proche par sa structure et son mode d’action de la toxine cholérique de
Vibrio cholerae, source de la symptomatologie (Cf. figure 12). ETEC peut également
toucher les enfants en zones de développement, et causer des épidémies 4243, e
traitement repose la plupart du temps sur un maintien de I'hydratation associé a un
anti-diarrhéique. Les antibiotiques (principalement des fluoroquinolones) sont
efficaces en diminuant 'intensité et la durée de I'infection 445 mais leur utilisation est

rarement nécessaire.

Escherichia coli entéropathogéne (EPEC)

Escherichia coli entéropathogene (EPEC) est un agent majeur de diarrhées infantiles
dans les pays en voie de développement. De fait, en 2008 “9, 5 a 10 % des diarrhées
pédiatriques en zone de développement lui était imputé. Les enfants tres jeunes (de
moins de deux ans) sont principalement touchés ; la prévalence de la maladie
diminuant fortement avec I'age, les cas sont trés rares chez I'adulte 9. La particularité
de ce pathovar est son expression du géne eae, qui code pour l'intimine. Celle-ci via
des remaniements du cytosquelette de [I'entérocyte, provoque des Iésions

d’attachement/effacement. En effet, apres I'entrée du micro-ogranisme dans le tractus
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digestif, et adhésion aux cellules, les microvillosités sont effacées et un piédestal est

formé sur lequel se fixe intimement la bactérie a la cellule (Cf. Figure 12).

La transmission de la maladie résulte de I'ingestion d’eau ou d’aliments souillés, ou
d’une transmission interhumaine. Suite une incubation pouvant étre trés courte “7),
une symptomatologie proche de celle retrouvée lors d’'une infection a ETEC se
manifeste. Les diarrhées induites peuvent étre persistantes, favorisant la
malabsorption des nutriments. L’intensité des manifestations cliniques sont tres
variées allant de formes subcliniques a des issues parfois fatales “®. Le traitement
repose essentiellement sur la réhydratation, par voie orale principalement, ou par voie
parentérale dans les formes préoccupantes. Le recours aux antibiotiques n’est, en

général, pas nécessaire.

Escherichia coli entéro-hémorragigue (EHEC)/ Escherichia coli producteurs de Shiga
toxines (STEC)

Les dénominations STEC et EHEC sont souvent confondues a tort. Les STEC

produisent des Shiga-toxines (dénommeées ainsi en raison de leurs ressemblances
avec la toxine produite par Shigella dysenteriae) aussi appelées vérotoxines. Les
EHEC sont des souches de STEC, qui partagent la capacité des EPEC d’induire des
lésions d’attachement/effacement (Cf. Figure 12). Ces infections causent plus de 2,8
millions de diarrhées aigues, 3890 cas de Syndrome Hémolytique et urémique (SHU),
270 insuffisances rénales terminales et 230 décés chaque année dans le monde ©93),
Le sérotype O157:H7 est le sérotype le plus souvent mis en cause, et est responsable
des plus grandes et graves épidémies ®V. Depuis 1982, plusieurs épidémies ont
éclaté, principalement dans les pays industrialisés. Il existe cependant un biais lié au
diagnostic et au recensement moins efficace dans les pays en développement. Ce
phénomeéne peut également étre expliqué par la consommation, dans les pays
industrialisés, d’aliments dont la préparation est centralisée, favorisant 'émergence
d’épidémies. En France, la plus grosse épidémie d’EHEC O157:H7 est survenue en
2005. Des steaks hachés surgelés contaminés en étaient la cause ; au total 79
personnes (dont 57 enfants de moins de 13 ans) ont été contaminés ©4. D’autres
sérotypes a l'origine d’épidémies ont également été mis en causes : en Allemagne, en
2011, une épidémie éclate a EHEC O104:H4 producteur de Béta-Lactamase a Spectre
Etendu (BLSE). Au total 3816 personnes sont contaminées, 845 (22%) développeront

un SHU, et l'issue sera fatale pour 54 d’entre eux ©9),
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Le réservoir naturel des EHEC est le tractus digestif des ruminants, cependant, ce
portage ne semble pas causer de pathologie. Par conséquent, la transmission a
I'homme se fait classiquement par consommation d’aliments contaminés (notamment
la viande mal cuite). La viande de bceuf est impliquée dans 40 % des épidémies, mais
presque tous les aliments peuvent étre sources de contaminations (viande, fruits et
légumes) ®1. Plus rarement, d’autres modes de transmission sont mises en cause : la
traite et 'abattage des animaux, ainsi qu’une contamination inter-humaine 4. Comme
pour Shigella, la dose infectante nécessaire est faible, de I'ordre de 100 bactéries 1.
Aprés une période d’incubation allant de 3 a 8 jours ©%, les symptomes se déclarent.
Leurs intensités vont du portage asymptomatique a la colique hémorragique et au
Syndrome Hémolytique et Urémique (SHU), principalement chez les jeunes enfants.
Dans la majorité des cas, les patients rapportent des douleurs abdominales avec des
diarrhées sanglantes, associés parfois a de la fievre et des vomissements. Chez 6 a
25 % des patients, la dissémination des Shiga-toxines induit le développement d’un
SHU, mortel dans 10 % des cas ©®V, qui se caractérise par I'association d’une
thrombocytopénie, d’'une anémie hémolytique, et d’une insuffisance rénale aigué
(IRA). La toxine sécrétée par le pathogéne, Stx, est la cause de ces complications. En
effet, celle-ci, produite dans le célon, transloque dans la circulation sanguine et atteint
le rein (Cf. Figure 12). Elle y endommage les cellules endothéliales et induit une
occlusion de la microcirculation, qui contribue au développement du SHU. Cet état
peut également engendrer des complications neurologiques ainsi que des séquelles
rénales 4. Le traitement de la phase aigué est purement symptomatique ; les
médicaments antipéristaltiques sont a éviter, ils favorisent le risque de complications
systémiques. De méme que I'utilisation d’antibiotiques pendant la phase aigué qui

induisent la libération de shiga-toxines ©2).

Escherichia coli entero-agréqatif (ECEAQQ)

Les Escherichia coli entero-agregatif (ECEAgg) ont été

décrits dans les années 1980 et dénommeés ainsi de par leurs &

capacités a adhérer aux cellules HEp2 en culture, formant : . X

des images caractéristiques en « amas de briques » (Cf. . -t f”, :

Image 1). Ce pathovar ne sécréte pas les entérotoxines LT &

ou ST, mais certaines souches produisent une entérotoxine Image 1: Escherichia coli
entero-agrégatif formant des

prOChe de ST EAST]. (ECEAgg ST'llke tOXIne) Ce"e-CI n’eSt images en « amas de briques »

cependant pas spécifique de ce pathovar (seulement SUrcellules HEp2.
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retrouvée dans 40% des ECEA(gQ) et elle a également été identifiée chez EHEC (42.58),
Il est néanmoins probable que cette définition inclut également des souches non
pathogénes 7). ECEAgg sévit principalement dans les pays en développement, ou il
est responsable de diarrhées aigués ou persistantes chez I'enfant 5. Ce pathogene
est également imputé a des diarrhées du voyageur dans toutes les catégories d’age
(56), Dans une étude réalisée au Royaume-Uni, les ECEAgg étaient le pathovar d’E.
coli le plus souvent isolé lors de consultations pour gastro-entérites 6, Le
recensement de plusieurs épidémies d’ECEAQQ liées a I'alimentation a fait suspecter
'existence d’un réservoir animal, ce que ne confirmaient pas d’autres travaux

ultérieurs (60.61),

Le mécanisme lié a la pathogénicité de cette bactérie comprend trois étapes : d’abord
'adhérence du micro-ogranisme aux entérocytes grace a des fimbriae (responsables
de l'adhésion agrégative); puis la formation de biofilm; et enfin la sécrétion
d’entérotoxines provoquant une réponse inflammatoire ©7) (Cf. Figure 12). Les
symptdomes débutent entre 8 et 18 heures apres contamination. Les infections se
présentent cliniquement comme des diarrhées agueuses non sanglantes, fébriles ou
non, associés a la présence de mucus et de vomissements. La formation de biofilm

favorise la persistance de ces diarrhées, qui peuvent parfois durer plus de 14 jours.

Escherichia coli entero-invasif (EIEC)

Escherichia coli entero-invasif (EIEC) est taxonomiquement bien plus proche (voir
identique) de Shigella qu’aux autres E. coli non pathogénes 2 63, Tous deux sont des
bacilles a Gram négatif, immobiles, ne fermentant pas le lactose et partageant des
facteurs de virulence essentiels a leur pathogénicité (le plasmide plnv notamment). On
peut néanmoins les différencier par quelques tests biochimiques mineurs (EIEC
fermentant le glucose et le xylose). Ces deux bactéries sont également associées et
mises a part des autres E. coli pathogenes par leurs propriétés invasives et cliniques
particuliéres ©3). Le modéle de pathogénicité d’'EIEC n’est pas tout a fait élucidé, mais
il semblerait partager des caractéristiques communes avec Shigella. Le mécanisme
de la diarrhée se ferait donc sur un modele entéro-invasif : il débute par la pénétration
de la bactérie dans les cellules M qu’elle utilise comme voie d’entrée jusque la lamina
propria. Apres avoir échappé aux cellules phagocytaires, elle est capable d’envahir les
entérocytes du coté baso-latéral et de s’y multiplier. Enfin I'invasion s’étend aux

cellules adjacentes par la capacité de la bactérie a mobiliser les filaments d’actine
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intracellulaires pour la propulser d’'une cellule a une autre, telle une comeéte (Cf. Figure
12). Ces facteurs de pathogénicité sont portés par le plasmide plnv, qui code
notamment I'appareil de sécrétion de type Il (T3SS) qui permet la sécrétion

d’invasines telles que IpaA et IpaB 0.

EIEC se transmet principalement par I'eau ou les aliments souillés ; méme si une
transmission inter-humaine peut survenir. La dose infectante parait cependant bien
plus élevée que pour Shigella, de I'ordre de 108 bacilles ®%. La symptomatologie
provoquée par EIEC occasionne des colites inflammatoires invasives et plus rarement
des syndromes dysentériques. Dans la majorité des cas, EIEC cause des diarrhées
aqueuses indifférenciables des autres diarrhées a E. coli pathogénes 9, Les épisodes
dysentériques sont plus rares, et surviennent aprés les diarrhées aqueuses. Par
analogie avec Shigella, on suppose que les antibiotiques diminuent la durée de
I'infection. Avant leur utilisation, il faut toutefois impérativement exclure une infection a
EHEC.

Les infections a EIEC sont peu fréguentes, mais sont cependant souvent confondues
avec Shigella et les autres pathovars d’E. coli. De ce fait, ce pathovar est
principalement recensé dans des épidémies 3 ; les rares cas sporadiques n’étant

notifiés que lorsqu’il est correctement identifié.

Escherichia coli a adhésion diffuse (ECAD)

Il s’agit d’'un pathovar de E. coli a qui adhere aux cellules HEp2, sans former
d’agrégats, provoquant des lésions diffuses (Cf. figure 12). Il se différencie de cette
maniére a ECEAgg, ainsi qu’a EPEC. C’est un pathovar responsable d’infections
extra-intestinales (urinaire), mais il peut étre responsable de diarrhées, principalement
chez I'enfant de plus de 12 mois 8. On en sait peu sur le mécanisme mis en cause
pour les formes intestinales de la maladie. Néanmoins, il semblerait que la bactérie
induise un effet cytopathique, qui se caractérise par le développement d’extensions

cellulaires s’enroulant autour du micro-organisme ©9).
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2- Autres étiologies bactériennes

a. Clostridioides difficile

Anciennement nommé Clostridium difficile, Clostridioides difficile est un agent majeur
d’infection nosocomiale, qui profite du déséquilibre de la flore intestinale provoquée
par une antibiothérapie (béta-lactamines, clindamycine, fluoroquinolones, ... 7). I
s’agit d’'un bacille a Gram positif, anaérobie strict et sporulé. La forme spore favorise
sa persistance dans le milieu extérieur ; mais elle peut étre retrouvée aussi chez
certains animaux, ou en portage sain chez ’homme (5 % des adultes et 15 a 70% des
enfants (7). La transmission du bacille suit un mode féco-oral et débute par I'ingestion
de spores résistant a I'acidité gastrique. La spore se transforme en bactérie active
dans le cblon ou elle sécréte deux toxines (A et B), a l'origine des symptémes.
L’infection peut se manifester par une diarrhée aigué, mais des complications graves
sont possibles tel que la colite pseudomembraneuse, la forme la plus sévére de la
maladie. Elle peut évoluer jusqu’au mégacdlon toxique et a la perforation digestive,
potentiellement mortels. La diarrhée peut étre spontanément résolutive a l'arrét des
antibiotiques, mais elle peut également nécessiter un traitement spécifique par

métronidazole, vancomycine ou fidaxomicine.

b. Aeromonas spp.

Les bactéries du genre Aeromonas sont des micro-organismes ubiquitaires de
'environnement hydrique, possédant la capacité de former des biofilms. Préférant
I'eau douce, les eaux d’égout et de canalisations sont donc un réservoir idéal pour ces
bactéries. On les retrouve également dans un large éventail d’animaux aquatiques
(poissons, grenouilles, sangsues, huitres...). A. hydrophila, A. caviae et A. veronii sont
les especes les plus souvent isolées, et sont celles avec le plus grand impact clinique
(68), Elles causent le plus souvent des gastro-entérites (dans 80 % des isolements ©8)),
qui s’expriment sous différentes formes: diarrhées liquidiennes, syndromes
dysentériques avec sang et glaires, ou des diarrhées chroniques. Plus rarement, on
les isole dans des infections de plaies, des infections respiratoires, des bactériémies...

Lorsqu'il est nécessaire un traitement par ciprofloxacine peut étre utilisé 9.

c. Klebsiella oxytoca

Klebsiella oxytoca est une Entérobactérale, elle fait partie de la flore commensale

digestive humaine. Cependant, dans les suites d'un traitement antibiotique, K. oxytoca
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peut s’avérer pathogéne et occasionner des diarrhées hémorragiques, mais son

mécanisme n’est pas totalement élucidé (69,
d. TIAC

Une toxi-infection alimentaire collective (TIAC) est définie par la survenue d’au moins
deux cas similaires d’'un syndrome gastro-intestinal (diarrhées et/ou vomissements),
dont la cause peut étre rapportée a une méme origine alimentaire. C’'est une maladie
a déclaration obligatoire, cependant l'identification du germe causatif n’est pas
nécessaire pour définir une TIAC. On décrit généralement, d’'une part, les TIAC
d’incubation courte (1 a 4 heures), causées par des toxines préalablement sécrétées
dans l'aliment, par Staphylococcus aureus et Bacillus cereus. D’autre part, on
distingue les TIAC d’incubation longue (12 a 72 heures) dont les étiologies sont
variées : Salmonella spp., Campylobacter spp., Clostridium perfringens, Vibrio
parahaemolyticus... Le diagnostic des TIAC tient du ressort de centres spécialisés des

analyses alimentaires, qui recherchent la toxine a 'origine des symptomes.

3- Etiologies virales et parasitaires
Les virus représentent la premiére cause de diarrhées aigués infectieuses. En France,
environ 21 millions d’épisodes de gastro-entérites virales surviennent chaque année
(69), Elles sont plus courantes en hiver ol elles atteignent leurs pics. Les rotavirus et
les norovirus sont les agents les plus souvent mis en cause. Mais d’autres étiologies
virales sont également incriminées : les sapovirus, les adénovirus et les astrovirus. Les
GEA virales se manifestent par des diarrhées de courte durée associées ou non a des
vomissements, avec parfois fievre et douleurs abdominales. Ces infections sont sans
gravité la plupart du temps, cependant la rapidité d’installation des diarrhées et de la
déshydratation peut nécessiter une hospitalisation, notamment aux ages extrémes de

la vie.

Les parasitoses intestinales représentent 'une des principales causes de morbi-
mortalité infantile en zone tropicale. Si certaines parasitoses ne doivent étre suggérees
qgqu’en cas de retour en zone d’endémie, d’autres parasitoses intestinales sont
cosmopolites et doivent étre évoquées, notamment en cas de diarrhées chroniques
(plus de 3 semaines). Les agents mis en causes sont variés : Giardia intestinalis
(protozoose intestinale la plus courante en France) cause des symptomes variés allant
du portage asymptomatique a un syndrome de malabsorption en cas d’infection

massive et chronique ; Entamoeba histolytica occasionne un syndrome dysentérique ;
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Cryptosporidium spp. entraine des diarrhées chez le patient immunodéprimé (VIH
principalement). Les microsporidies, qui sont actuellement classés parmi les
champignons, sont également a méme de causer des diarrhées chez le patient

immunodéprimé.

IV-Diagnostic
1- Diagnostic clinique
L’examen clinique du patient permet généralement a lui seul le diagnostic d'une GEA
infectieuse. Celle-ci est classiquement caractérisée par des diarrhées aigués parfois
associées a des vomissements, de la fievre et des douleurs abdominales. Les
diarrhées infectieuses étant majoritairement d’origine virale, lorsque Ila
symptomatologie reste modérée, il ne sera donc pas nécessaire de réaliser des
examens complémentaires. L’identification d’'un syndrome diarrhéique (cholérique,

dysentérique, gastro-entérique) permettra donc une premiere orientation diagnostique.

L’interrogatoire du patient apporte également des éléments essentiels : la notion de
contage, la présence d’autres cas dans I'entourage (suspicion de TIAC), les aliments
consommeés, la notion de voyage, la prise d’antibiotiques.... Ces informations
orienteront le diagnostic (étiologie bactérienne, virale, parasitaire ou autre), et
identifieront les formes les plus sévéres. Au cours de 'anamnése, la connaissance du
terrain du patient est capitale, elle permet de connaitre la présence de maladies sous-

jacentes (les états d'immunodépression notamment) favorisant ce type d’infections.

L’examen clinique se révélera particulierement utile dans l'identification des formes
plus compliguées : la déshydratation et le sepsis étant les risques majeurs des

diarrhées aigués ; il permettra également d’écarter les urgences chirurgicales.

Le diagnostic clinique est donc capital dans la prise en charge du patient, en
permettant une premiere orientation diagnostique, il identifie les formes a risques et
définit la suite de la prise en charge. Des examens biologiques complémentaires ne
seront nécessaires que dans les formes présentant des facteurs de gravité ou des

facteurs de risque de complication.

2- Diagnostic biologique

Lorsqu’une étiologie bactérienne peut étre évoquée (diarrhée glairo-sanglante
invasive, retour de zone d’endémie, entourage proche atteint, contexte de TIAC,
immunodépression) des examens microbiologiques complémentaires doivent étre

réalisés. La coproculture est la technique de référence mais I'avenement des

-57-



techniques de biologie moléculaire propose de nouveaux horizons diagnostics. La
recherche de bactéries entéro-pathogénes doit étre aussi associée a un bilan

biologique complémentaire a la recherche d’'une inflammation et d’'une déshydratation.

a. Aspect macroscopique des selles

Une fois I'échantillon arrivé au laboratoire, 'appréciation de I'aspect des selles est la
premiére étape du processus diagnostic. Il permet d’orienter le diagnostic : la présence
de diarrhées glairo-sanglantes fait suspecter préférentiellement une infection a
bactérie entéro-invasive ; les diarrhées purement liquidiennes nous dirigent plutdt sur
une infection virale ou une infection a bactérie non invasive. La présence de sang est
parfois invisible a I'ceil nu, un test immunochromatographique peut alors étre réalisé
pour révéler sa présence. Les selles vont d’'une consistance dure (indiquant une
constipation) aux formes liquidiennes pures (faisant suspecter la diarrhée infectieuse).
A cela, des aspects glaireux, hémorragiques et pateux peuvent se surajouter. L’échelle
de Bristol (Cf. Figure 13) est un outil facilitant la différenciation de ces différents

aspects et un agent pathogene infectieux peut étre suspecté a partir du type n°5.

. . ’ Petites crottes dures et détachées,
Type 1 . ressemblant a des noisettes.
o0 Difficiles a évacuer.

Type 2 En forme de saucisse,
mais dures et grumeleuses.
Comme une saucisse, mais avec
Type 3 “ des craquelures sur la surface.
Crotte quasiment parfaite.

Ressemble a une saucisse ou

Type 4 \ un serpent, lisse et douce.
Crotte parfaite.

Morceaux mous, avec

Type 5 “:: des bords nets

(néanmoins aisés a évacuer).
Morceaux duveteux,
Type 6 M en lambeaux,
5 v selles détrempées.

N B Pas de morceau solide,
ype7 &8 v entiérement liquide.

Figure 13 : Echelle de Bristol
Les types 1 et 2 indiquent une constipation, les types 3 et 4 sont idéals, et les types de 5 a 7 tendent

vers la diarrhée.
Constipation chronique | SNFGE.org - Société savante médicale frangaise d’hépato-gastroentérologie

et d’oncologie digestive (79,
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b. Microscopie
Un examen microscopique peut étre réalisé, il permet de mettre en évidence un
déséquilibre de la flore microbienne, de la quantifier semi-quantitativement et

d’objectiver une réponse inflammatoire par la détection d’'une leucocytorrhée.

c. Coproculture

La coproculture bactérienne reste la technique de référence pour la recherche de
bactérie entéro-pathogénes. Elle consiste en 'ensemencement des selles sur des
milieux sélectifs permettant lisolement d’'une bactérie pathogéne putative. La
Nomenclature des Actes de Biologie Médicale (NABM) impose la recherche, a minima,
de Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter spp. et Yersinia enterocolitica.
Certaines recherches spécifiques peuvent s’ajouter en fonction du contexte clinique :
la recherche de Vibrio cholerae (voyage en zone d’endémie), de certains pathovars

d’E. coli, de Plesiomonas shigelloides...

Une fois une colonie bactérienne suspecte isolée des milieux de culture, celle-ci est
identifiée au niveau de l'espéce. Une fois lidentification d’'une bactérie entéro-
pathogene confirmée, un test de sensibilité aux antibiotiques (ou antibiogramme) est
réalisé pour faciliter la prise en charge thérapeutique. Malgré le temps gagné grace a
I'identification microbienne par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted
Laser Desorption lonization Time-of-Flight), aujourd’hui trés largement répandue, la
principale limite de la coproculture est le délai d’analyse. Il faut compter 48h pour un
résultat négatif; 24 a 48h supplémentaires en cas d’identification d’'une bactérie
entéro-pathogéne auxquelles s’ajoutent a nouveau 24 a 48h pour l'obtention de
I'antibiogramme. A ces délais peuvent s’ajouter un temps de repiquage sur milieux
spécifiques parfois nécessaire pour confirmer ou infirmer la présence d’entéro-
pathogenes. Enfin, bien que tres spécifique, cet examen de laboratoire est considéré
assez peu rentable pour le diagnostic du fait d’'une sensibilité insuffisante, estimée

entre 60 et 76% pour l'identification de Campylobacter par exemple (115,

d. Biologie moléculaire

Les techniques d’amplification génique (ou de PCR, pour Polymerase Chain
Reaction), initialement dédiées a la détection de micro-organismes non cultivables ou
de culture difficile, sont en plein essor dans le domaine du diagnostic microbiologique.
Les performances de ces techniques se sont progressivement accrues passant de
PCR en point final ne détectant qu'un seul micro-organisme a la quantification en

simultané de plusieurs cibles microbiennes en temps réel (QRT-PCR pour quantitative
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Real Time PCR) grace a la combinaison de sondes spécifiques couplées a différents
fluorophores ; on parle alors de Multiplex PCR.

Comme pour d’autres tableaux cliniques, la recherche de bactéries entéropathogenes,
est effectuée grace a 'assemblage de plusieurs cibles moléculaires regroupées en un
panel de gRT-PCR dit « syndromique ». Selon le fabriquant, ce panel comprend a
minima les bactéries entéropathogénes présentes a la NABM auxquelles peuvent

s’ajouter d’autres pathogénes pouvant inclure des virus et/ou des parasites.

Cette technique démontre de nombreux avantages : un temps de rendu trés court
(entre 2 et 3 heures), un temps technique faible (quelques minutes), et une sensibilité
accrue comparée a la coproculture. De plus, certains pathogéenes non prévus par la
NABM peuvent étre détectés (comme les pathovars d’E. coli) sans faire I'objet d’'une
demande spécifique. Néanmoins son colt est trés largement supérieur a celui de la
culture. En outre, en cas de réaction d’amplification génique positive, la mise en culture
reste nécessaire, afin de réaliser in fine, un antibiogramme. Enfin, pour la plupart des
bactéries détectées, I'identification se fait au niveau du genre et non a celui de I'espéce
et une mise en culture peut s’avérer nécessaire pour atteindre ce niveau de précision,

que ce soit a des fins épidémiologiques et/ou de prise en charge thérapeutique.
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MATERIELS ET METHODES

I-Modalités de I’étude

1- Sélection des échantillons
Les échantillons de selles analysés au laboratoire proviennent des différents services
du Centre Hospitalier de Tourcoing, ainsi que de quelques centres y sous-traitants
leurs analyses. Les échantillons sélectionnés pour notre étude, I'ont été selon les

criteres suivants (Tableau 1) :

Critéres d’inclusion Critéres d’exclusion
Clinique évocatrice : diarrhées, douleurs Diarrhées avec une étiologie non
abdominales, suspicion d’entérite... infectieuse connue.

Syndrome inflammatoire (Elévation de
la CRP et/ou de la PCT,

hyperleucocytose,...).

Diarrhées apparues apres plus de 72 h
d’hospitalisation.
_ Diarrhées chroniques (sauf si contexte
Hyperthermie. ) . .
d’immunodépression).
Aspect des selles anormal, présence de Les nouveau-nés, avant la
sang dans les selles. diversification alimentaire.
_ i Services extérieurs, sans acces au
Notion de contage récent. o
contexte clinique (CH Wattrelos).

Tableau 1 : Critéres de sélection des échantillons de notre étude.
2- Le prélevement

L’échantillon de selle devait étre recueilli dans un pot stérile, correctement fermé et

identifié (selon les recommandations du Remic ©3)),

3- Conservation des échantillons

Les prélevements ont été conservés a -20°C jusqu’au rendu des résultats complets

des difféerentes analyses (coproculture et PCR multiplexée).

lI-Recueil de données
Les données démographiques du patient (Nom, prénom, date de naissance, sexe) ont
été récupérées via le SIL : GLIMS (CliniSys/MIPS, Gand, Belgique). Concernant les
informations clinigues, elles ont été consultées a partir du Dossier Patient Informatisé

hébergé sur I'application Hopital Manager (Softway Medical, Meyreuil, France).
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Toutes les données ont été saisies sur un tableur Excel (Microsoft, Redmond, WA) :
nom du patient, date de naissance, sexe, service clinique, numéro de dossier GLIMS,
contexte clinique, aspect des selles, résultats de la coproculture, résultats du BD MAX

™ Enteric Bacterial Panel, résultats invalides et relances éventuelles.

llI-Coproculture
1- Nomenclature

Conformément a la nomenclature des actes de biologie médicale, 'analyse comprenait
la recherche systématique de :

— Salmonella spp.

— Shigella spp.

— Campylobacter spp.

— Yersinia enterocolitica
A cela, certaines demandes spécifiques peuvent se rajouter, telles que la recherche

dEscherichia coli producteurs de shigatoxines (STEC), Vibrio cholerae...

2- Aspect macroscopique
Dés la prise en charge de I'’échantillon, 'aspect macroscopique des selles était
relevé selon la classification suivante :
Selles :

— Glaireuses

— Liquides

— Moulées

— Pateuses

— Sanglantes
En cas de selle liquide, la recherche d’'une leucocytorrhée était réalisée. Pour cela,
100 pL de selles étaient repris dans 10 mL d’eau physiologique. Une goutte de cette
suspension était ensuite incorporée dans une cellule d’hématimeétre :

— un dénombrement de 10 leucocytes ou plus confirmant la présence d’'une

leucocytorrhée.

3- Mise en culture / Ensemencement

L’ensemencement a été réalisé par demi-boite (Cf. Figure 14). Nous avons préleve un
peu de selle avec une boucle d’inoculation non pleine et ensemencé :
— 1 gélose Karmali, milieu sélectif pour la recherche de Campylobacter spp.

(ThermoFisher, Montigny-le-Bretonneux, France)
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Puis nous avons préparé la suspension suivante : une noisette de selle dans 3 mL
d’eau physiologique si la selle était solide, ou 100 uL dans 10 mL d’eau physiologique

si la selle était liquide. A partir de cette suspension, les milieux suivants ont été

ensemenceés :

— 1 gélose CIN, milieu sélectif pour la recherche de Yersinia enterocolitica)
(BioRad, Marnes-la-Coquette, France)

— 1 gélose Hektoén, milieu sélectif des bacilles a Gram négatif non exigeants, 1 §se
utilisé pour la recherche de Salmonella spp. et Shigella spp. (BioRad, de 10 uL
Marnes-la-Coquette, France)

— 1 gélose Sabouraud, milieu non sélectif pour la recherche de levures.

(BioRad, Marnes-la-Coquette, France) -
— 1 bouillon Muller Kauffmann, bouillon d’enrichissement sélectif pour }1 mL

Salmonella spp. (BioRad, Marnes-la-Coquette, France)

Rotation

".\ = "@4

Figure 14 : Méthode d'ensemencement par demi-boite.

L’ensemencement a été réalisé en stries serrées a l'aide d’une ése 10uL. Une premiere moitié de boite
de Petri a été ensemencée, puis apres rotation, la seconde moitié a été ensemencée.

4- Lecture des milieux de cultures
Milieu CIN, Yersinia enterocolitica

Aprés 18 a 24h d’incubation a 30 + 0,8°C, des colonies
caractéristiques en « ceil de poisson », c’est-a-dire transparentes
sur les contours et avec un centre rose fuchsia bien prononcé
étaient recherchées. Le cas échéant, ces colonies suspectes étaient
identifiées par spectrométrie de masse MALDI-TOF (MALDI-TOF-
MS).
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Milieu Karmali, Campylobacter spp.

Apreés 48 h d’'incubation a 35+1.8°C, des colonies de couleurs grises,
de 1 a 2 mm, parfois bombées étaient recherchées. La réalisation
d’'une coloration de Gram, ou d’un état frais ont pu nous conforter sur
une suspicion de Campylobacter, on observait alors des bacilles
spiralés, incurvés, trés mobile, « en vol de moucheron ». Le cas
échéant, les colonies suspectes étaient identifiées par MALDI-TOF-
MS.

Milieu Hektoén, Salmonella spp. et Shigella spp.

Aprés 48 h d’incubation a 35+1,8°C, des colonies vertes, bleues, a
centre noir (indiquant la production de sulfure d’hydrogéne H2S)
étaient recherchées. Les colonies jaunes ou orangées, indiquant
I'utilisation du lactose, du saccharose et/ou de la salicine, n’étant

donc ni des bactéries du genre Salmonella ni des bactéries du genre

Shigella, n'ont pas été identifiées. Seules les colonies suspectes ont
été identifiées par MALDI-TOF-MS.

Du fait de I'impossibilité de différencier par MALDI-TOF-MS les especes du genre
Shigella de E. coli, les colonies suspectes identifiees comme étant E. coli étaient
testées avec des antisérums spécifiques (BioRad, Marnes-la-Coquette, France) de
Shigella spp. (sérotypage). Pour cela, nous avons ensemencé une gélose TCS et
'avons incubé a 35%1.8°C, afin d’obtenir une culture pure. Aprés 18 a 24 h
d’incubation, nous avons mis celle-ci en présence des différents antisérums
spécifiques (Shigella dysenteriae, flexneri, boydii, sonnei). Nous avons alors déposé
une goutte d'antisérum sur une lame de verre parfaitement propre, et émulsionné a la
pipette un peu de culture bactérienne prélevée sur la gélose TCS. Nous avons ensuite
agité le mélange réactionnel par mouvements lents et circulaires de la lame. Une
espece de Shigella était identifiée si la culture agglutinait avec I'antisérum
correspondant. En absence d’agglutination ou si la colonie agglutinait avec plusieurs

antisérums, l'identification de E. coli était confirmée.
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Milieu chromogéne Salmonella spp.

Apres 18 a 24h d’incubation a 35 + 1,8°C, nous avons, a l'aide d’une

boucle d’inoculation de 10 pL, ensemencé un milieu chromogene

spécifique des Salmonella spp. (gélose chromID™ Salmonella (SM2), |/ « ¢

BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) a partir du bouillon Muller b # ' 1
“‘

Kauffmann (BioRad, Marnes-la-Coquette, France). Apres 18 a 24h 4

d’incubation supplémentaires a 35 + 1,8°C, des colonies de couleur

aubergine étaient recherchées. Le cas échéant, ces colonies suspectes étaient

identifiees par MALDI-TOF-MS.

Milieu Sabouraud, recherche de levures

Aprés 18 a 24h d’incubation a 35 * 1,8°C, les levures étaient
recherchées, et le cas échéant dénombrées semi-quantitativement et
identifiées par MALDI-TOF-MS.

Diluer une noisette de selle

dans 3 mL d’eau
physiologique, ou 100 pL

A partir de

d'échantillon dans 10mL I"échantillon non

'eau physiclogique. A partir
de la dilution, ensemencer :

JO " . |

-~ £
(
‘ Gélose blose Bouillon Muller Gélose Gélose
‘ Sabouraud lose Cll Kaufimann Hektoén Karmali

A partir du
bouillon,

ensemencer !
un milieu

chromogéne
Salmonella

dilué, ensemencer :

Identifier les

Quantifier.
Identifier pour
services de
Réanimation.

colonies en

« ceil de

poisson »

i

g | £
\oi

Identifier les

Identifier
colonies grises,
de1a2mm

parfois

colonies de

Identifier colonies
vertes, bleues ou
des colonies &
centre noir (H25+)

bombées

Figure 15 : Prise en charge des coprocultures au CH de Tourcoing.
CIN : Cefsulodine Irgasan Novobiocine ; H2S+ : Production de sulfure d’hydrogene ; JO : Jour O ; J1:
Jour 1;J2: Jour 2.

couleurs

J 2 aubergine
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5- Identification

L’identification a été réalisé par spectrométrie de masse Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-Flight (MALDI-TOF), Vitek®MS Biomerieux.

Chaque isolat suspect sur boite de Petri a été déposé sur un puit de la cible métallique
destinée au spectrometre de masse, puis co-cristallisé par séchage avec 1 pL de
matrice (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France). Aprés séchage complet, la cible était
insérée dans le spectrométre de masse, et 'analyse était lancée. Une fois terminée,
nous avons visualisé et validé les résultats dans linterface informatique Myla™

(BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France).

6- Rendu des résultats

Apreés validation dans Myla™, les identifications étaient transmises dans le SIL
GLIMS (MIPS, Vincennes, France). En prenant en compte ces derniéres, le résultat

de I'analyse était alors le suivant :

— Présence d’un ou plusieurs entéropathogeénes : les isolats identifiés étaient
alors rendus, dénombrés semi-quantitativement et associés a un
antibiogramme.

— Flore digestive banale : si aucun entéropathogéne n’était identifié et sans

rapporter l'identification des bactéries commensales.

IV- BD MAX™ Enteric Bacterial Panel
1- Cibles
Le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel détecte les acides nucléiques de :
» Salmonella spp. (séquence du géne spaO)
» Campylobacter jejuni et Campylobacter coli (séquence du géne tuf)
» Shigella spp. /E. coli entéro-invasif ou EIEC (séquence du géne ipaH)

» Shiga-toxines 1 et 2 (génes stx1 et stx2 présents chez E. coli producteurs de
Shiga-toxines (STEC) ainsi que chez Shigella dysenteriae).

Le BD MAX™ Extended Enteric Bacterial Panel détecte les acides nucléiques de :
» Plesiomonas shigelloides (fragment spécifique non décrit par le fabricant)

» Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus et Vibrio cholerae (séquence du

gene atpA)
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» L’entérotoxine thermolabile (séquence du géne eltA) et entérotoxine
thermostable d’E. coli entérotoxigéne LT (séquence des genes stal et sta2)

» Yersinia enterocolitica (séquence du gene invA)

2- Préparation de I'échantillon

Pour chacun des échantillons a analyser, nous avons préparé : un tube de tampon
échantillon, un capuchon a membrane, deux tubes Master Mix (un pour le panel
entérique classique, un pour le panel entérique étendu), un tube d'extraction et une
barrette réactive.

Pour chaque échantillon nous avons procédé comme suit : aprés I'avoir homogénéisé
pendant 15 secondes au vortex, nous avons procédé a son inoculation. Pour cela,
nous avons prélevé une dse de 10 pL, sans prendre trop de matériel (afin de limiter le
risque d’inhibition de la réaction PCR), puis avons remis en suspension I'6se chargée
dans le tube de tampon échantillon jusqu’a obtenir une solution de couleur « thé ». Le
tube de tampon échantillon inoculé a été ensuite rebouché a I'aide d’'un bouchon a

membrane, puis mélangé au vortex a vitesse maximum pendant une minute.

3- Utilisation du BD MAX system

Pour chaque échantillon a tester, nous avons placés une barrette réactive sur le portoir
du BD MAX System. Nous avons placé les réactifs dans les barrettes réactives comme
indiqué dans la Figure 16 : les tubes Extraction (aluminium blanc) en position 1, les
tubes BD MAX™ Enteric Bacterial Panel Master Mix (aluminium vert) en position 2, et
les tubes BD MAX™ Extended Enteric Bacterial Panel Master Mix (aluminium bleu) en
position 4.

Une fois les tubes de tampon échantillon identifiés par I'informatique de I'appareil et
associés a l'identité de I'échantillon du patient correspondant, nous avons placé les
tubes échantillons dans les portoirs du BD MAX System ainsi que les BD MAX PCR
Cartridge. Une fois assuré que le systéme était correctement clos, I'analyse a pu étre

démarrée.
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Figure 16 : Visualisation du clipsage des tubes d'extraction et de Master Mix dans
les barrettes réactives.

4- PCR en temps réel
A la suite de la lyse enzymatique des cellules a température élevée, les acides
nucléiques libérés sont capturés sur des billes magnétiques d’affinité. Les billes, liées
aux acides nucléiques, sont lavées et les acides nucléiques sont élués. L’ADN élué
est neutralisé et transféré dans un Master Mix Tube pour réhydrater les réactifs de
PCR. Apres réhydratation, le BD MAX System dépose un volume fixe de solution préte
pour la PCR dans la BD MAX PCR Cartridge. Les microvalves de la BD MAX PCR
Cartridge sont scellées par le systeme avant de commencer la PCR pour contenir le
mélange d’amplification, empéchant ainsi I'évaporation et la contamination. Les cibles
d’ADN amplifiées sont détectées par des sondes d’hydrolyse de type TagMan,
marquées a une extrémité par un colorant fluorescent (fluorophore) et a l'autre
extrémité par un fragment inhibiteur. Des sondes marquées avec des fluorophores
différents servent a détecter les amplicons pour les cibles bactériennes entériques.
Quand ces sondes sont a leur état natif, la fluorescence du fluorophore est inhibée a
cause de la proximité de l'inhibiteur. Cependant, en présence de 'ADN cible, les
sondes s’hybrident a leur séquence complémentaire et sont hydrolysées par I'activité
5'-3' exonucléase de 'ADN polymérase a mesure que le brin naissant le long de la
matrice d’ADN est synthétisé. Il en résulte que les fluorophores sont séparés des

molécules inhibitrices et qu'une fluorescence est émise (Cf. Figure 17).
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Figure 17 : Utilisation de la sonde TagMan dans le cadre d’'une PCR en temps réel.

1: La sonde TagMan comprend un fluorophore dont la fluorescence est inhibée par un inhibiteur, un
« quencher », a proximité. Lors de la PCR en temps réel, la sonde Tagman et 'amorce s’hybrident sur
une région d’ADN qui leur est spécifique.

2 : La Taq polymérase élonge I'amorce pour synthétiser un nouveau brin complémentaire de I'extrémité
3’ & 5’ du brin matrice.

3: L’activité de la Taq polymérase, lors de I'élongation, entraine la dégradation de la sonde et le
relargage du fluorophore et de son inhibiteur.

4: Le fluorophore étant séparé de son inhibiteur, sa fluorescence est exprimée. Elle est proportionnelle
a la quantité de fluorophore libérée et donc a la quantité de produits de PCR.

PCR : Polymerase Chain Reaction

5- Interprétation et présentation des résultats du BD Max System
Le BD MAX System interprete automatiquement le signal : il surveille la fluorescence
émise a chaque cycle et interpréte les données a la fin du programme pour fournir les
résultats finaux. Chaque cible est spécifique d’'une longueur d’onde, il en est de méme
pour le contrdle interne. Pour chaque bactérie du panel, 'automate rend un résultat
« POS », « NEG » ou « UNR ».
POS : Détection de la cible
NEG : Absence de détection de la cible et détection du contrdle de traitement
d’échantillon
UNR : Absence de détection de la cible et absence de détection du controle de
traitement d’échantillon
Le BD MAX interprétant les courbes de PCR pour le rendu des résultats selon des
algorithmes généraux de PCR en temps réel, il était nécessaire de vérifier la
concordance de chaque résultat avec la courbe d’amplification correspondante (Cf.
Figure 18).
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Position Nom test Tube échantillon ID patient Ct 475/520 Ct 530/565 Ct 585/630 Ct 630/665 Ct 680/715

Etat de prép. d'échantillon Etat PCR N° d'examen Résultat Dissoc. Dissoc. Dissoc. Dissoc. Dissoc.
Numéro de lot Cartridge Barcode Lot de Master Mix 475/520 530/565 585/630 630/665 680/715
81 BD MAX EX ENT BAC 26 B33016087220220129KL 13 OshigNEG  @STX NEG 1 . 30,1 .- =10 . 10 - 273

@ Campy NEG @ Salm POS -1.0 -1.0 -1.0 10 273
Success Success 200810 & Vibrio NEG @) Plesio NEG -
K52019505320220129 C24021283120220904A139  M26020345920220205  @ETEC NEG @ Yersi NEG

BD MAX EX ENT BAC 26 530/565

3000

2000

1000

5 10 15 20 25 30 35 40

Figure 18 : Rendu des résultats du BD MAX System.

Les différentes longueurs d’ondes détectées par le BD MAX System sont associées a la détection d’une
bactérie entéropathogene spécifique. Dans cet exemple, a la longueur d’onde 530/565, correspondant
au fluorophore associée a la détection de Salmonella spp, I’échantillon B1 (rose fuchsia) est positif. Le
BD MAX System propose alors une interprétation « Salm POS », et détaille le Ct (30,1), ainsi que le Ct
de la courbe d’amplification du contréle interne (27,3).

Ct: Cycle threshold ; PCR : Polymerase Chain Reaction ; NEG : négatif ; POS : positif ; Shig : Shigella
spp ; STX : shiga-toxines ; Campy : Campylobacter jejuni et coli ; Salm : Salmonella spp ; Vibrio : Vibrio
vulnificus, Vibrio parahaemolyticus et Vibrio cholerae ; Plesio : Pleisiomonas shigelloides ; ETEC :
Escherichia coli entéro-toxinogene ; Yersi : Yersinia enterocolitica.

6- Invalide et relance

Les échantillons pour lesquels il n’y avait pas de détection du contrble de traitement
d’échantillon (résultats « UNR ») ont été relancés. Cependant, si leur repassage ne
permettait pas I'obtention d’un autre résultat, un troisieme passage était réalisé en
prétraitant au préalable I'échantillon par un choc thermique afin de réduire au minimum
I'activité de potentiels inhibiteurs de la réaction de PCR. Pour cela, I'échantillon était
congelé a -80°C. Une fois congelé il était soumis a une décongélation rapide a +60°C

au bain marie.

7- Validation et rendu des résultats

Les résultats vérifiés sur le BD MAX System ont été transmis au SGL GLIMS. Pour
chaque bactérie du panel, un résultat « positif » ou « négatif » était validé et rendu

apres interprétation biologique.
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RESULTATS

I-Caractéristiques démographiques
Durant 10 mois, nous avons inclus, recueilli et analysé les échantillons de 87 patients.
Une majorité d’homme composait I'étude : 49 hommes pour 38 femmes (sex ratio H/F
= 1,29), avec un age moyen de 43 £ 27 ans (mini : 9 mois ; maxi : 92). La répartition

des participants a notre étude selon I'age est décrite dans la Figure 19.

Les patients provenaient principalement de 4 services : Service Universitaire des
Maladies Infectieuses et du Voyageur (SUMIV), Gastro-entérologie, Urgences et
Pédiatrie (Cf. Tableau 2). Les services restants sont réunis dans un groupe nommé
« autres services ». La distribution des &ges des patients selon le service prescripteur

est représentée par la figure 20.

0-9

10-19

20-29

30-39

40-49

50-59

60-69

70-79

Age BFemmes BHommes

Figure 19 : Pyramide des ages (en années) des patients inclus dans notre
étude.
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Figure 20 : Distribution des ages (en année) des patients inclus dans notre étude
selon le service prescripteur.

SERVICES PRESCRIPTEURS

SERVICE

M. INFECTIEUSES

GASTROENTEROLOGIE

URGENCES

PEDIATRIE

AUTRES SERVICES

TOTAL

11 (73,3%)

6 (42,9%)
11 (45,8%)
11 (61,1%)
10 (62,5%)

49

4 (26,6%)
8 (57,1%)
13 (54,2%)
7 (38,9%)
6 (37,5%)

38

2,75
0,75
0,85
1,57
1,67

1,29

15 (17,2%)
14 (16,1%)
24 (27,6%)
18 (20,7%)
16 (18,4%)

87

Tableau 2 : Principaux services prescripteurs des échantillons inclus dans notre
étude.

1- Coproculture

lI-Résultats des coprocultures et du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel

Parmi les 87 échantillons retenus pour I'étude, la coproculture était positive chez 30

patients (34,5%), dont 26 (29,85%) correspondent a des bactéries dont la recherche

est prévue par la NABM (Cf. Tableau 3). Les bactéries du genre Campylobacter étaient

les agents pathogénes les plus couramment isolés : 11 échantillons positifs (12,6%),
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suivies de Shigella spp. et de Salmonella spp. avec respectivement 8 isolements
(9,2%) et 6 isolements (6,9%). Enfin, une coproculture identifiait Yersinia enterocolitica
(1,15%).

La coproculture a permis également l'identification de 4 bactéries du genre Aeromonas
(4,6%) dont la recherche n’est pas demandée par la NABM et ne figure pas dans le
panel entérique du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel, et la mise en évidence de 4
levures. La synthése des résultats des coprocultures est reprise ci-dessous (Cf. Figure
21).

Aeromonas caviae W 2
Aeromonas hydrophila & 1
Aeromonas sobria & 1
Campylobacter coli W 2
Campylobacter jejuni I 9
Salmonella Typhymurium W 2
Salmonella Thompson & 1
Salmonella non Typhi autres 1R 3
Shigella flexneri R 5
Shigellasonnei WA 3
Yersinia enterocolitica & 1
Levures 1M 4
Flore digestive banale I S |
Stérile A 3

Figure 21 : Synthése des résultats des coprocultures incluses dans notre étude.

2- BD MAX™ Enteric Bacterial Panel

Au sein des 87 échantillons retenus pour notre étude, 37 présentaient un résultat positif
(avec au moins une bactérie identifiée), soit un taux de positivité de 42,5 %. Comme
la coproculture, lorsqu’elle est positive, la PCR retrouve nettement plus souvent
Campylobacter jejuni/coli avec 18 échantillons positifs ce qui représente un taux de
positivité de 20,7%. Le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel a identifié également : 9
Shigella spp. (taux de positivité de 10,3%), 6 Salmonella spp. (taux de positivité de 6,9
%), 5 Shiga-toxines 1 et 2 (taux de positivite de 5,7 %) ainsi que 2 Yersinia

enterocolitica (taux de positivité de 2,3 %).
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Notons que, la PCR Multiplexe a détecté un total de 40 bactéries, chez 37 patients
différents. En effet, parmi eux, 3 présentaient une co-infection. Ainsi, nous avons pu
retrouver les associations bactériennes suivantes: Salmonella/Campylobacter,
Salmonella/Shiga-toxines et Campylobacter/Shiga-toxines.

On peut néanmoins souligner que, 3 des bactéries ciblées par le panel étendu du BD
MAX™ Enterical Bacterial Panel n’ont jamais été retrouvées au cours de notre étude :
Plesiomonas shigelloides, Vibrio cholerae/parahaemolyticus/vulnificus et ETEC.
Enfin, contrairement a la coproculture, le BD MAX™ Enterical Bacterial Panel n’a mis
en évidence aucun Aeromonas spp. hi aucune levure, ces micro-organismes ne

figurant pas parmi ceux ciblés.

La synthése des résultats des deux techniques est exposée dans le Tableau 3 suivant.
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BACTERIES ENTEROPATHOGENES DETECTEES PAR LA
COPROCULTURE ET LE BD MAX™ ENTERIC BACTERIAL

Technique

PANEL

Sur 87 échantillons
sélectionnés

Salmonella spp.

Shigella spp. et EIEC

Campylobacter jejuni et
coli

Shiga-toxines 1 et 2
Yersinia enterocolitica

Plesiomonas shigelloides

Vibrio cholerae /
parahaemolyticus /
vulnificus

ETEC

Aeromonas spp.

Total

Co-infections

87 échantillons testés 87 échantillons testés
87 résultats rendus 84 résultats rendus
complets complets

Nombre de Taux de Nombre de Taux de
patients positivité patients positivité
positifs (/87) positifs (/87)

6 6,9 % 6 6,9 %
8 9.2 % 9 10,3 %
11 12,6 % 18 20,7 %
0 0% 5 57 %
1 1,15% 2 2.3%
0 0% 0 0%
0 0% 0 0%
0 0% 0 0%
4 4.6 % 0 0%
30 345 % 37 42 5%
0 3

Tableau 3 : Synthése des bactéries entéropathogénes détectées par coproculture et
par le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel.
ETEC : Escherichia coli entéro-toxinogene ; EIEC : Escherichia coli entéro-invasif
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3- Autres résultats considérés comme des Faux positifs
Coproculture

Nous avons identifié deux résultats faussement positifs par coproculture :

o Face aladifficulté de discriminer Shigella spp. de E. Coli par MALDI-TOF-MS,
I'identification de ce genre bactérien repose au laboratoire sur le sérotypage.
Toutefois, le manque de spécificité de cette technique impose la confirmation
d’'un sérotypage positif par le Centre National de Référence (CNR). Ainsi
I'identification dans une coproculture de Shigella flexneri a été infirmée par le
CNR. Le passage de I'échantillon en PCR Multiplexe a confirmé I'absence de

Shigella/EIEC, mais a révélé cependant une positivité aux Shiga-toxines 1 et 2.

o De la méme facon, le sérotypage identifiait Shigella boydii dans un autre
échantillon. Mais devant la rareté de cette espéce en France, le contexte clinico-
biologique non-évocateur, et la négativité du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel,

le résultat a été modifié en « Flore digestive banale ».

BD MAX™ Extended Enteric Bacterial Panel

Nous avons recensé trois résultats faussement positifs provenant du BD MAX™
Extended Enteric Bacterial Panel : 1 Yersinia enterocolitica et 2 Vibrio
cholerae/parahaemolyticus/vulnificus. En effet, dans ces 3 cas, le system expert du
BD MAX interprétait chacune des courbes d’amplifications correspondantes comme
positives. Cependant, I'analyse visuelle des courbes permettait sans conteste de
conclure a la détection d’amplicons non spécifiques. De plus, I'extréme rareté des
infections a Vibrio spp. dans nos régions nous a conforté dans le rendu final des

résultats.

4- Résultats invalides du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel

Un résultat invalide correspond a une réaction d’amplification génique ou le Contréle
Interne, le témoin du bon déroulement de la réaction, n’a pas été amplifié. Par
conséquent, les courbes d’amplifications négatives des échantillons ne peuvent pas
étre interprétées et les résultats de la PCR ne peuvent étre rendus. Dans ces cas-la,
un repassage est nécessaire. Si cela ne permet toujours pas I'obtention un résultat

valide, on peut procéder a un dernier repassage, en recourant au pré-traitement
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préalable de I'échantillon par un choc thermique (permettant d’éliminer de nombreux
inhibiteurs de PCR). Malgré ces mesures, il est possible que le test reste invalide, et
gu’aucun résultat valide ne puisse étre rendu. Il est important de noter que, chacun
des deux panels du BD MAX étudiés lors de cette étude (BD MAX™ Enteric Bacterial
Panel et BD MAX™ Extended Enteric Bacterial Panel), posséde indépendamment de
I'autre son Controle Interne. De fait, un des panels peut étre invalide sans que l'autre

soit impacté.

Bien que notre étude contienne 87 échantillons, c’est bien 96 tests de BD MAX™
Enteric Bacterial Panel qui ont été utilisés. En effet, 8 tests étant invalides, ils ont
nécessité 9 repassages, soit 10,3 % des tests utilisés durant I'étude. Parmi les 8
échantillons invalides, un n’a pas pu étre repassé par manque de test disponible ; et
apres repassage des autres échantillons invalides, encore deux étaient invalides. Ces
derniers ont donc nécessité un dernier repassage avec un pré-traitement préalable par
choc thermique. Au total, parmi les 8 tests invalides nécessitant 9 repassages, 5 sont
finalement totalement valides, 2 tests sont partiellement valides (seul un des deux
panels est valide) et 1 test est totalement invalide (les deux panels sont invalides). Les

résultats invalides du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel sont illustrés par la Figure 22.

Résultats invalides

I
Repassages L

-

-

h

Choc thermique
Résultats invalides aprés choc thermique
Nombre total de repassage

EBD MAX Enteric Bacterial Panel
m BD MAX Extended Enterical bacterial Panel

E Les deux panels

Figure 22 : Résultats invalides des panels des bactéries entéropathogenes du
BD MAX.

Un «choc thermique » défini repassage de I'échantillon avec auparavant, un pré-traitement de

I’échantillon par choc thermique.
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5- Analyse comparative de la coproculture et du BD MAX™
Enteric Bacterial Panel

En comparaison a la coproculture, le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel a permis
I'identification de 14 bactéries supplémentaires chez 11 patients différents. La
différence la plus marquante de performances se situe au niveau de l'identification de
Campylobacter jejuni/coli: 18 ont été retrouvés par PCR et seulement 11 par
coproculture, soit 7 (50 % des discordances) Campylobacter non isolés par la
technigue de routine. Un autre écart notable entre les deux techniques correspond a
I'identification des Shiga-toxines 1 et 2. En effet, 5 échantillons (soit 36 % des
échantillons positifs seulement par PCR) y étaient positifs en PCR Multiplexe,
cependant la coproculture ne permettant pas leurs recherches systématiques, aucune
coproculture ne les a retrouvés. Des différences mineures sont observées pour
Shigella/EIEC et Yersinia enterocolitica : au total la PCR n’a identifié qu’'une Shigella
spp. supplémentaire en regard de la coproculture (soit 7% des résultats discordants),
cependant, le patient correspondant avait déja présenté une infection a Shigella dans
les semaines précédentes. De méme pour Yersinia enterocolitica, le BD MAX™
Extended Enteric Bacterial Panel se positive pour un échantillon en plus par rapport a
la technique de référence (soit 7% des résultats discordants). Concernant
I'identification des Salmonella spp., il n'existe, dans notre étude, pas de différences
notables de performances entre nos deux techniques soumises a essai : elles ont
identifié de maniere équivalente 6 patients présentant une salmonellose. Enfin, ni la
coproculture, ni le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel n’auront permis la mise en
évidence d’ETEC, de Plesiomonas shigelloides, et de Vibrio
cholerae/parahaemolyticus/vulnificus. Néanmoins, la coproculture a montré sa
supériorité dans l'identification des bactéries non comprise dans le panel du BD MAX.
De fait, elle a permis I'isolement de 4 Aeromonas spp., non retrouvés par PCR. La
comparaison des deux techniques est illustrée par les histogrammes des Figures 23
et 24.
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Coproculture

BD MAX Enteric Bacterial Panel

m Négatif m Salmonella = Campylobacter

= Shigella w Shiga-toxines 1 et 2 mYersinia enterocolitica

m Campylobacter et Shiga-toxines m Salmonella et Shiga-toxines m Campylobacter et Salmonella
m Aeromonas

Figure 23 : Résultats obtenus des patients inclus dans notre étude par
coproculture.

Salmonella : Salmonella spp. ; Shigella : Escherichia coli entéro-invasif/Shigella spp. ; Campylobacter :
Campylobacter jejuni et coli; Vibrio: Vibrio cholerae, vulnificus et parahaemolyticus; ETEC:

Escherichia coli entéro-toxinogene ; EIEC : Escherichia coli entéro-invasif ; Shiga-toxines : Shiga-
toxines 1 et 2 ; Aeromonas : Aeromonas spp.
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Figure 24 : Comparaison des bactéries identifiées par coproculture et par

le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel.
Une coproculture négative correspond & un résultat final « flore digestive banale » ou « stérile en

aérobiose ».

Salmonella : Salmonella spp. ; Shigella : Escherichia coli entéro-invasif/Shigella spp. ; Campylobacter :
Campylobacter jejuni et coli; Vibrio: Vibrio cholerae, vulnificus et parahaemolyticus ; ETEC:
Escherichia coli entéro-toxinogéne ; EIEC : Escherichia coli entéro-invasif ; Aeromonas : Aeromonas

spp.

6- Analyse des concordances et discordances de la
coproculture et du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel

Il peut étre aussi intéressant de déterminer la concordance entre nos deux techniques
d’intéréts, bactérie par bactérie. Pour cela, le test du Kappa de Cohen ©7) semble étre
un bon indicateur, il permet de déterminer la force de concordances entre deux
techniques. Cependant, son utilisation nécessite d’avoir des résultats positifs dans les
deux techniques testées. Par conséquent cette méthode n’a d’intérét que pour
Salmonella spp., Shigella spp. et Campylobacter jejuni/coli (le faible nombre
d’échantillons positifs a Yersinia enterocolitica limite également son intérét).
Concernant les Salmonella spp. : le coefficient Kappa associé est de 1 [1,000-1,000].
En se référant au Tableau 3, ce score définit donc un accord parfait entre la

coproculture et la PCR pour le diagnostic de Salmonella spp.. Concernant Shigella
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spp., le coefficient Kappa est de 0,9 [0,808-1,000], avec un taux d’accord de 98,8 %,
il définit un accord presque parfait. Enfin, pour Campylobacter jejuni/coli, ont un
coefficient de kappa plus faible : 0,713 [0,518-0,908], avec un pourcentage d’accord
de 91,9 %, définissant un accord fort.

Coefficient Kappa Interprétation
0 Désaccord
0,00-0,20 Accord tres faible
0,21-0,40 Accord faible
0,41-0,60 Accord modéré
0,61-0,8 Accord fort
0,81-0,99 Accord presque parfait
1 Accord parfait

Tableau 4 : Interprétation du coefficient Kappa.
Landis, Biometrics, 1977.

S'’il n’est pas possible, ici, d’obtenir des valeurs de sensibilité et de spécificité, elles
peuvent étre remplacées par les calculs du « Positive Percent Agreement » (PPA) et
du « Negative Percent Agreement » (NPA). Le PPA est défini par la proportion de
résultats positifs par méthode de référence dans laquelle le résultat de la méthode a
'essai est positif. Le NPA est défini par la proportion de résultats négatifs de la

méthode référence dans laquelle le résultat de la méthode a I'essai est négatif. Plus

nombre de positifs dans les deux techniques

simplement, on considére que PPA= et

nombre de positifs par la coproculture

nombre de négatifs dans les deux techniques

NPA=

nombre de négatifs par la coproculture

Comme pour les coefficients de Kappa de Cohen, il n’est possible de les calculer que
pour Salmonella spp., Shigella spp. et Campylobacter jejuni/coli. Pour Salmonella, les
PPA et NPA sont de 100%. Chez Campylobacter jejuni/coli, le PPA est de 100% et le
NPA est de 91%. Enfin, pour les Shigella, le PPA est de 100 % et le NPA de 98,7%.

lll- Analyse de la prise en charge des patients inclus dans I'étude

Nous nous sommes intéressés a la prise en charge des patients hospitalisés
sélectionnés pour notre étude, et ainsi mettre en évidence les avantages que

pourraient apporter la mise en place du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel.

Dans cette partie, nous n’avons pas retenu les échantillons issus du CH de Wattrelos,

n'ayant pas acces aux données cliniques les concernant...Nous ne traiterons donc ici
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que les 82 échantillons, correspondant a 36 patients positifs par le BD MAX™ Enteric

Bacterial Panel.

Antibiothérapie probabiliste

La plupart des patients ont été traités par une antibiothérapie probabiliste, précédant
donc le résultat de la coproculture. 49 patients, soit 60% des participants, en ont
bénéficié et une large majorité, 33 patients (67%), étaient traités par une une
céphalosporine de 3¢™e génération (C3G) associée ou non au métronidazole. Il est
intéressant de relever la diversité des antibiotiques utilisés puisque 6 patients (12,2%)
ont été traités par fluoroquinilones (FQ), 3 par azithromycine (6%), 3 par
amoxicilline/acide clavulanique (6%) et 4 (8%) avec d’autres schémas thérapeutiques
(amoxicilline, cotrimoxazole ou métronidazole seul par exemple). Finalement, 24
patients traités en probabiliste n’ont pas eu d’étiologie bactérienne identifiée. Pour les
25 autres, le BD MAX™ Enterical Bacterial Panel était positif pour au moins une
bactérie. Au sein de ce dernier groupe, 7 (14 % des patients traités) ont recu une
antibiothérapie probabiliste non adaptée a I'agent pathogéne causatif ultérieurement
identifié. Il est également intéressant de noter que 10 patients, soit 12 % des patients,
n‘ont pas recu d’antibiothérapie probabiliste alors que la PCR Multiplexe était
finalement positive pour au moins une des cibles bactériennes. Les antibiothérapies

probabilistes prescrites sont représentées par la Figure 25 ci-dessous.

mPas d'ATB H C3G + Flagy! mC3G
Fluoroquinolones m Azithromycine  ® Augmentin

Figure 25 : Antibiothérapie probabiliste des patients inclus dans notre étude.

Pas d’ATB : Patients n’ayant pas regus d’antibiothérapie probabiliste ; C3G : céphalosporines de 3éme

génération ; Flagyl : Métronidazole ; Augmentin : Amoxicilline/Acide clavulanique.
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Antibiothérapie suite au rendu de la coproculture

Une majorité de patients (54%) est sortie d’hospitalisation avant la validation
biologique de la coproculture. 14 (32%) de ces patients auront finalement une

coproculture positive et 21 (48%) une PCR Multiplexe positive.

Ainsi, seuls 38 patients (46%) étaient encore présents apres le rendu de la
coproculture, et seulement 20 (24%) ont recus une antibiothérapie a sa suite.
Pareillement aux antibiothérapies probabilistes, les traitements a base de C3G sont
les plus nombreux (13 patients soit 65% des patients traités). On remarque néanmoins
que, l'utilisation de métronidazole en association est moins courante, seulement 3 cas
(15 % des patients traités), alors qu’elle était prédominante en probabiliste. L’utilisation
des autres classes thérapeutiques est également plus rare : 1 patient sous FQ (5%
des patients traités), 1 sous azithromycine (5% des patients traités), 1 sous augmentin
(5% des patients traités) et 4 patients (20% des patients traités) sous d’autres type
d’antibiothérapie (cotrimoxazole, métronidazole seul, amoxicilline seule). Le détail des
antibiothérapies recues par les patients de notre étude suite au rendu de la

coproculture est illustré Figure 26.

Suite au rendu de la coproculture, le traitement antibiotique a été modifié (ajout,
changement ou arrét) chez 12 patients, soit 31% des personnes encore hospitalisées
apres le rendu final de la coproculture. Pour 7 patients (9%), I'antibiothérapie a été
partiellement ou totalement arrétée, et au contraire, deux autres patients (2%) ont
bénéficié d’'une initiation de traitement. Enfin, chez 3 patients (4%), une thérapeutique
plus appropriée avec I'agent pathogéne identifié a été introduite, en remplacement de

I’ancien traitement.
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Parmi les 18 patients (22%) non traités et encore hospitalisé aprés le rendu de la
coproculture, 14 avaient une coproculture n’identifiant pas d’entéropathogéne.
Cependant, le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel a mis en évidence chez deux de ces
patients des bactéries entéropathogénes non retrouvées par la culture, ainsi qu'une
co-infection. Par conséquent, la thérapeutique en place avait été arrétée au rendu de
la coproculture. Enfin, 4 patients présentant une coproculture anormale (dont 1
Aeromonas sobria non retrouvée par PCR Multiplexe), n‘ont pas bénéficié d’'une

antibiothérapie suite a l'identification.

mPas d'ATB Patients sortis m C3G + Métronidazole
mC3G Fluoroquinolones m Azithromycine
m Augmentin m Autres

Figure 26 : Antibiothérapie postérieur au rendu de la coproculture chez les
patients inclus dans notre étude.

Pas d’ATB: Patient non traité par antibiothérapie probabiliste ; C3G : céphalosporines de 3éme

génération ; Augmentin : Amoxicilline/acide clavulanique.

Antibiothérapie a la sortie d’hospitalisation

Une petite majorité de patient est sortie d’hospitalisation sans thérapeutique
antibactérienne : 42, soit 51,2%. Au sein de ce groupe, 11 (26%) présentaient au
moins une cible positive par BD MAX™ Enteric Bacterial. En effet, 7 de ces patients
étaient sortis avant le rendu final de la coproculture ; deux autres patients étaient sortis
apres le rendu de la coproculture mais celle-ci était normale, seule la PCR Multiplexe

avait identifié une bactérie.

Intéressons-nous maintenant aux patients traités a la sortie de leur hospitalisation.

Seuls 24, soit 60 % des patients traités a leur sortie, ont un résultat positif par PCR

-84-



Multiplexe. Si 'on prend en compte les 36 patients positifs en PCR, un tiers n’a donc

pas recu de traitement a sa sortie d’hospitalisation.

Ensuite, toujours parmi les 40 patients sous antibiotiques a la sortie d’hospitalisation,
8 ont une antibiothérapie non adaptée a I'agent pathogéne identifié par le BD MAX™
Enteric Bacterial Panel, soit 20 % des patients traités a leur sortie, et correspond dans
6 cas sur 8 a des bactéries non isolées par la coproculture. Au sein de ce méme groupe
de 40 patients traités a leur sortie, 16 (soit 40%) ne présentent aucune identification
(coproculture ou PCR Multiplexe). Au final, on compte seulement 16 patients (40%)

avec un traitement adapté au germe identifié, en sortie d’hospitalisation.

Comme pour les antibiothérapies probabilistes, les principales thérapeutiques sont a
base de C3G: 19 (48% des patients traités) ; 14 (35%) sont associés a du
métronidazole. On retrouve également 7 patients (17,5%) sortis sous FQ, 3 (7,5%)
sous azithromycine, 4 (10%) sous amoxicilline/acide clavulanique et 7 (17,5%) sous
un autre antibiotique (cotrimoxazole, cefepime, amoxiciline seule, métronidazole
seul...). Les antibiothérapies a la sortie d’hospitalisation des patients inclus dans notre

étude sont représentées dans la Figure 27 ci-dessous.

mPas d'ATB m C3G + Flagyl mC3G Fluoroquinolones

m Azithromycine  ® Augmentin B Autres

Figure 27 : Antibiothérapie a la sortie d’hospitalisation des patients inclus dans
notre étude.
Pas d’ATB: Patient non traité par antibiothérapie probabiliste ; C3G : céphalosporines de 3éme

génération ; Flagyl : Métronidazole ; Augmentin : Amoxcilline/Acide clavulanique.
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Discordances entre la coproculture et le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel

Si nous nous intéressons dans un premier temps aux bactéries entéropathogenes
uniquement retrouvées par la coproculture, il s’agit, parmi les 82 échantillons, de 3
Aeromonas spp. (1 avait également été isolé chez un patient de Wattrelos). Aucun des
patients concernés n’a bénéficié d’'une antibiothérapie a la fin de son hospitalisation.
De plus, aucun d’eux ne présentait d’hyperthermie, et les taux de CRP moyens étaient
plus faibles que la moyenne générale de I'étude. Cependant cette différence n’est pas

statistiqguement significative (p=0,58).

Dans un second temps, si on s’intéresse aux bactéries uniquement isolées par le BD
MAX™ Enteric Bacterial Panel, 14 sont identifiées chez 11 patients différents, lorsque
la coproculture, elle, est normale. Au sein de ce groupe, 6 patients sont sortis avec
une antibiothérapie non adaptée a I'agent pathogéne finalement identifié et 3 patients
n‘ont pas été traités a la sortie d’hospitalisation. Seuls 3 patients ont un traitement
adapté en sortie d’hospitalisation. De plus, parmi ces 11 patients, 8 étaient sortis avant

le résultat de la coproculture.

IV-Données complémentaires récoltées

Au travers de cette étude, nous avons récolté certaines données, notamment des
marqueurs biologiques. Parmi eux, la Protéine C-Réactive (CRP) dont I'élévation peut
mettre en évidence une réaction inflammatoire, pouvant étre reliée, dans notre cas, a
une infection bactérienne. De maniere générale, ces valeurs sont élevées dans notre
population étudiée avec une moyenne globale de 79,9 mg/L (la CRP d’un patient sain
étant inférieure a 5 mg/L). En second lieu, intéressons-nous aux moyennes des
patients avec un résultat positif en PCR Multiplexe, en les comparants aux patients
avec un résultat négatif. Les patients positifs en PCR Multiplexe présentent des taux
moyens plus élevés : 90,9 mg/L, en contraste avec les patients négatifs qui présentent
des taux moyens plus faibles, de I'ordre de 71 mg/L. Néanmoins cette différence n’est
pas statistiquement significative (p=0,261). On peut également mettre en évidence des
taux plus faibles pour les 3 Aeromonas spp. isolés en coproculture : des taux moyens
de 38,3 mg/L sont observés, cette différence n’est cependant pas statistiquement
significative comme cela a déja été rapporté plus haut.

Le nombre absolu de polynucléaires neutrophiles (PNN) par mm? de sang total est
aussi un parametre biologique d’intérét. Lorsqu’il est augmenté, il peut décrire une
réaction inflammatoire, notamment d’origine bactérienne. Néanmoins, au cours de

notre étude, aucune tendance significative n’a été observée.
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Des parameétres cliniques, comme 'hyperthermie, peuvent étre la manifestation d’'une
réaction de défense de l'organisme. Un fébricule est souvent retrouvé chez des
patients présentant des diarrhées aigués infectieuses. Les participants a I'étude ayant
un résultat positif en coproculture et PCR y sont sujets dans 71 % des cas. La
fréquence d’observation d’une hyperthermie la plus faible est observée chez les
patients négatifs dans les deux techniques simultanément, concernant 46,5% des
patients. Les patients seulement positifs par PCR Multiplexe présentaient une
hyperthermie plus fréquemment (54,5% d’entre eux). Enfin, chez les patients
présentant une infection a Aeromonas spp., déterminée par la seule coproculture,

aucun n’a présenté d’hyperthermie.

Le détail des données récoltées au cours de notre étude est disponible an Annexe 1.

V-Durées d’hospitalisations et temps de rendu des coprocultures

La durée d’hospitalisation moyenne est de 81,2 + 71,04 heures (min : 3,15 h, max :
287 h). Les patients présentant des motifs d’hospitalisations complexes avec des
temps d’hospitalisations s’étendant sur plusieurs semaines n’ont pas été pris en
compte. Le temps de rendu moyen d’'une coproculture est de 71,91 + 21,84 heures
(min : 36,27, max : 136,93).
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Figure 28 : Durée d’hospitalisation et temps de rendu des coprocultures des

patients inclus dans notre étude en heures.

VI-impact supposé du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel

Dans ce paragraphe, nous avons imaginé quel aurait été I'impact de la mise en place

du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel a la place de la technique habituelle, la
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coproculture. Pour cela, nous nous sommes intéresses aux patients (composant notre

étude) positifs par PCR Multiplexe. En corrélant nos résultats avec les données

cliniques, nous avons pu déterminer I'existence d’un bénéfice éventuel a I'introduction

de cette nouvelle technique. Nous avons classé les différents avantages de la PCR

Multiplexe comme suit :

>

« Adaptation ATB »: En [l'absence d’identification d’une bactérie
entéropathogene par coproculture, I'antibiothérapie probabiliste non
adaptée n’est pas corrigée. La mise en place du BD MAX™ Enteric
Bacterial Panel permettant une identification exacte, une thérapeutique
correcte pourra étre initiée.

« Délai de rendu » : Le résultat de coproculture est attendu pour accorder
la sortie du patient ; la PCR Multiplexe, de par son temps de rendu bien
plus court, aurait donc permis un raccourcissement de la durée
d’hospitalisation.

« Diagnostic » : Un diagnostic erroné était évoqué devant la négativité
de la coproculture, le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel aurait pu éviter

cette erreur.

Dans pres de 40% des cas, cette mise en place aurait un impact direct sur la prise en

charge du patient :

>

« Adapatation ATB »: Pour 6 patients (soit 17%), I'absence
d’identification a entrainé la poursuite d’'une antibiothérapie non adaptée.
« Délai de rendu » : A 6 occasions, soit 17%, le rendu de la coproculture
était attendu pour autoriser la sortie d’hospitalisation ; I'utilisation de la
PCR Multiplexe aurait permis une sortie d’hospitalisation plus précoce.

« Adaptation ATB et délai de rendu » : Les deux problématiques se
cumulent dans 2,7% des cas : le service était dans I'attente du rendu de
la coproculture, et celle-ci n'ayant pas permis une identification,
I'antibiothérapie non adaptée a été continuée a la sortie d’hospitalisation.
« Diagnostic » : Enfin, dans 2,7% des cas, devant Iabsence
d’identification a la coproculture, un diagnostic de MICI a été évoqué.
Cependant le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel identifiait un
Campylobacter coli/jejuni, ce qui semblait étre mieux corrélé avec le

contexte clinico-biologique.
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Les impacts supposés de I'introduction du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel au cours

de notre étude sont illustrées par la Figure 29.

mPas d'impact ®mATB mDélai Délai + ATB mDiagnostic

Figure 29 : Impacts supposés de la mise en place du BD MAX™ Enteric Bacterial

Panel au cours de notre étude.
Pas d’impact : La mise en place du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel n’a pas eu d’impact sur la prise

en charge du patient ; ATB : l'introduction du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel aurait permis une
antibiothérapie adaptée ; Délai : I'introduction du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel aurait raccourci les
durées d’hospitalisations ; Diagnostic : I'introduction du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel aurait permis

un diagnostic correct.

VII-Etude rétrospective des années 2019 et 2020

Afin d’identifier une éventuelle conséquence de la pandémie SARS-CoV2 sur le
nombre de coproculture prescrite ainsi que leurs performances diagnostiques, nous
avons analysé les données des années 2019 (année ante-pandémie) et 2020 (durant
la pandémie). En 2019, c’est 504 coproculture qui ont été prescrites, alors qu’en 2020
440 coprocultures ont été demandées, soit 64 de moins qu’'en 2019. En 2019, 71
coprocultures sont positives, avec un taux de positivité de 14% ; en 2020 ce sont 56
coprocultures qui sont positives, soit un taux de positivité de 12,7% (Cf. Figure 30).
Concernant les agents pathogénes responsables, a I'exception du Campylobacter, ils

sont systématiquement plus nombreux en 2019 qu’en 2020 (Cf. Figure 31).
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2019 2020
m Flore digestive banale = Coproculture positive

Figure 30 : Coprocultures des années 2019 et 2020 au CH de Tourcoing.

34
22
18
16
9 9
5 6
3 2
| Lo Lo D L9 m
Q Q < & Q Q ® &
Q Q d Q Q K &S
EA R A A R
N & @ O & N O @
S © 2 o° N 2 O &
X Q* \Q‘)O Q{b > QY @
QéQ Al < &
@é\o “\Q)
Q\
E2019 m2020

Figure 31 : Bactéries retrouvées en coproculture au CH de Tourcoing des
années 2019 et 2020.

-90-



VIlI-Etude médico-économique

1- Calcul des colts théoriques
Nous avons recherché a déterminer le colt théorique de chacune des deux techniques
d’intérét, en ne tenant pas seulement compte du prix brut du matériel, mais également
du colt du personnel technique nécessaire a la réalisation des différentes analyses (le
« temps technicien »). Les calculs des codts de chacune des techniques est détaillé

en Annexe 2.

Co(t unitaire HT d’une coproculture :

Nous avons estimé le colt Hors Taxes (HT) du matériel pour chacune des
coprocultures négatives a 2,43€, 2,73 € pour une coproculture positive ou nécessitant
des recherches supplémentaires et 5,3 € si la coproculture présentait une suspicion
de shigellose. Nous n’avons, cependant, pas tenu compte du prix engagé dans la
réalisation d'un antibiogramme, en cas d’identification d'une bactérie
entéropathogene, puisqu’il devrait étre réalisé de la méme maniére pour une PCR

positive.

Le temps technicien moyen pour une coproculture négative est estimé autour de 15
minutes et de 35 minutes si la coproculture nécessite des recherches additionnelles
(90), En retenant un codt technicien horaire moyen a 18,35 €/h, le codt technicien d’'une
coproculture négative est estimé a 4,6 €, et est estimé a 10,7 € en cas de coproculture

nécessitant des recherches complémentaires

Au total, une coproculture négative colte en moyenne 7,03 €, une coproculture
nécessitant des explorations supplémentaires colte 13,43 € et une coproculture

faisant suspecter une Shigella colte en moyenne 16 €. (Cf. Tableau 3).

Colt d’'un test BD MAX™ Enteric Bacterial Panel avec le test étendu associé :

Le prix HT du panel entérique avec le panel étendu correspond a un prix unitaire de
16 euros. Nous avons mesuré un temps technique moyen de 4 minutes pour un test,
en retenant toujours un codt technicien horaire moyen a 18,35 €/h, nous pouvons

estimer le co(t technicien d’un test a 1,22 €.

Au total, un test de BD MAX™ Enteric Bacterial Panel avec son test étendu
complémentaire colte en moyenne 17,22 € (Cf. Tableau 5). Néanmoins, en cas de
positivité du test, il est nécessaire d’ajouter le prix d’'une coproculture, puisque celle-ci

est nécessaire a la réalisation de I'antibiogramme.
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Temps Cout Colt du

technicien technicien matériel Codt total

Technique

Coproculture
négative
Coproculture
nécessitant des
explorations
additionnelles
Coproculture
avec une
suspicion de
Shigella
BD MAX Enteric
Bacterial Panel

15 minutes 46 € 243 € 7,03 €

35 minutes 10,7 € 2,73 € 13,43 €

35 minutes 10,7 € 53€ 16 €

4 minutes 1,22 € 16 € 17,22 €

Tableau 5 : Codt unitaire Hors Taxes d’une coproculture et d’'un test de BD

MAX™ Enteric Bacterial Panel.

Colt d’'une hospitalisation pour diarrhées aigués

Le tarif d’'une hospitalisation pour une gastro-entérite infectieuse est de 1639 € si le
patient est majeur, et de 1483 € si le patient est mineur. L’identification d’'un germe
causatif, ne modifiant pas ces tarifs.

De plus une journée d’hospitalisation colte en moyenne 450 € dans un service de

médecine.

2- Extrapolation

Concernant notre étude, nous avons réalisé 96 tests BD MAX™ Enteric Bacterial

Panel correspondant a 87 coprocultures (dont 9 repassages). Parmi ces dernieres, 36
ont nécessité des explorations additionnelles, et dans 10 cas un sérotypage a été
réalisé pour différencier Shigella/E.coli. En se référant au tableau 3, les coprocultures
et le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel ont co(ité respectivement : 867 € et 2078 €.

Nous pouvons également spéculer sur les colts potentiellement économisés par
I'introduction de cette nouvelle technique. En effet, pour sept patients, le rendu de la
coproculture était attendu pour permettre I'autorisation de sortie d’hospitalisation. S’il
est difficile de prédire I'impact exact de cette nouvelle technique sur la durée
d’hospitalisation, nous pouvons prendre I'exemple d’une journée d’hospitalisation
economisée pour chacun de ces patients. Cela correspondrait au total a 7 jours

d’hospitalisations économisés, soit 3150 €.
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Nous pouvons également extrapoler nos données pour calculer le colt en coproculture

de I'année 2020, et calculer le codt théorique du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel s’il

avait été utilisé systématiquement cette méme année. Ainsi, en 2020, 440
coprocultures ont été demandés, 350 n’ont pas nécessités d’explorations
supplémentaires, 90 coprocultures ont eu des explorations additonnelles dont 9
sérotypages. Si lI'on considére que des tests BD MAX avaient été utilisés
systématiquement, et auraient nécessité, comme lors de notre étude 10,3 % de
repassage (soit 45 repassages), les deux techniques auraient donc colté : 3692 €

pour la coproculture et 8953 € pour le BD MAX™Enteric Bacterial Panel.

En considérant que, comme au cours de notre étude, pour 8,5% des patients (soit 37
patients en 2020), le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel permettrait une réduction de
la durée d’hospitalisation d'une journée, cela correspondrait a 37 jours

d’hospitalisations économisés soit 16 650 €.
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DISCUSSION

I-Analyse comparative : Coproculture vs BD MAX™ Enteric

Bacterial Panel
Cette étude a évalué le gain potentiel de la recherche simultanée de 8 bactéries
entéropathogenes par PCR Multiplexe, en la comparant a la méthode conventionnelle,
la coproculture. Nous nous sommes appuyés, dans cette partie, sur I'analyse de
plusieurs publications ayant comparé nos deux techniques d’intérét : I'étude de Knab
et al. b, portant sur 971 échantillons prospectifs ; I'étude de Harrington et al. 2, avec
4242 échantillons, prospectifs et rétrospectifs ; Wohlwend et al. ®¥, ayant mené une
étude prospective sur 1056 prélévements ; et Simner et al. (103, |a seule étude, a notre
connaissance, s’intéressant spécifiquement au panel entérique étendu du BD MAX,

elle porte sur 2410 échantillons prospectifs et rétrospectifs.

Dans notre étude, comprenant 87 échantillons, le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel
présente un taux de positivité de 42,5 %, alors que la coproculture affiche un taux de
positivité plus faible : 29,85 %. L’analyse de la littérature rapporte une tendance
similaire : Knab et al. ® décrit une hausse des taux de positivités avec la mise en
place de la PCR Multiplexe : de 5,26 a 8,06% ; Wohlwend et al. ® observe également
une élévation du taux de positivités avec l'introduction du BD MAX : 9,1 a 13,5 %, au
cours de son étude. On remarque que, les taux de détections de notre étude semblent
fortement supérieurs a ceux retrouves dans la littérature. Ceci est trés probablement
dd au fait que notre étude repose sur une sélection d’échantillons diarrhéiques dont
I'étiologie infectieuse était fortement suspectée, alors que les études précédentes ont
été menées sur tout type d’échantillon parvenant au laboratoire, sans distinction. De
plus, contrairement a ce travail, la plupart des études n’incluaient pas le panel étendu
du BD MAX. Cependant, cette différence n’a pas eu d’'impact sur le taux de positivité
de notre étude, a I'égard de la faible prévalence des pathogénes identifiés par cette
extension. Dans la suite de cette partie, nous nous intéresserons aux performances
de la PCR et de la coproculture pour chacune des bactéries retrouveées au cours de

I'étude.

1- Campylobacter jejuni/coli
Les bactéries du genre Campylobacter étaient les plus souvent retrouvées durant
notre étude : 18 ont été identifiées par PCR soit 45% des résultats positifs, avec un

taux de positivité global de 20,7%. C’est également la bactérie pour laquelle on
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observe la plus forte discordance entre nos deux techniques soumises a étude : 7
échantillons sont positifs par PCR, alors qu'ils sont négatifs par la technique de routine,

la coproculture. Celle-ci affiche donc un taux de positivité plus faible : 12,6%.

> Knab et al. ®Y décrit la méme tendance au cours de son étude: 41
Campylobacter jejuni/coli ont été détectés par PCR, dont 13 seulement par
cette technique, représentant un taux de positivité de 4,6 % ; le taux de positivité
de la coproculture est par conséquent, plus faible : 3,1%.

> Harrington et al. ®2 détecte 22 bactéries supplémentaires du genre
Campylobacter par PCR, en comparaison a la coproculture.

> Dans I'étude de Wohlwend et al. ®%, 109 patients y sont positifs, soit 10,4%,
alors que la coproculture ne permet l'isolement que de 75 Campylobacter spp.
soit 8,9%.

Les Campylobacter sont donc les bactéries le plus souvent sous-estimées par la
technique standard, la coproculture. La prise en charge tardive des échantillons (non
techniqué le soir et le week-end) peut affaiblir la viabilité du germe et diminuer le
rendement de la coproculture, un probléeme que ne rencontre pas la PCR. La mise en
place en routine du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel permettrait une nette hausse

des détections de ces bactéries entéropathogenes.

2- Shigella spp.
Au cours de I'étude que nous avons menée, les bactéries du genre Shigella ont été
identifiées chez 9 patients par PCR Multiplexe, soit un taux de positivité de 10,3%. La
coproculture était positive pour 8 de ces patients, avec un taux de positivité de 9,2%.
Par conséquent, 1 échantillon était positif uniquement par PCR. Il est intéressant de
noter que le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel cible la séquence du géne ipaH,
retrouvée chez Shigella et EIEC, ainsi que les génes stx 1 et 2 retrouvés chez les
STEC et Shigella dysenteriae. Ainsi une PCR positive pour ces deux cibles peut étre

interprétée comme positive a Shigella dysenteriae.

> Lors de I'étude de Knab et al. @V, seuls 3 échantillons sont positifs a Shigella
spp. par PCR et 2 par la technique standard, soit des taux de positivité
respectifs de 0,3 % et de 0,2%.

> Harrington et al. ©®2 détecte au cours de son étude, 9 spécimens
supplémentaires de Shigella spp. en PCR, en comparaison avec la

coproculture.
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> Dans I'étude de Wohlwend et al. ®%, 20 PCR y sont positives, soit 1,9% des
échantillons, alors que la coproculture n’identifie que 7 Shigella spp. soit 0,7%

des échantillons.

Méme en tenant compte des criteres de sélection plus drastiques de notre étude, le
taux de positivité de Shigella spp identifiees semble largement supérieur a ceux
observés dans la littérature. En effet, une majorité des patients inclus dans notre étude
et présentant une shigellose (6 des 9 patients), sont des Hommes ayant des relations
Sexuelles avec des Hommes (HSH), pris en charge dans le Service Universitaire des
Maladies Infectieuses et du Voyageur (SUMIV) pour une infection au Virus de
I'lmmunodéficience Humaine (VIH). Plusieurs études identifient ce phénomeéne : il est
probable que la faible dose infectante de la bactérie, la susceptibilité immunitaire des
patients séropositifs, et les pratiques sexuelles a risques soient des facteurs
favorisants de ce type d’infections et donc d’'une fréquence de détection de ce

pathogéne plus importante dans ce type de population (5 %),

La littérature corrobore ainsi les résultats de notre étude concernant les performances
de la PCR Multiplexe. Le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel s’est également distingué
de la coproculture en infirmant la positivité de deux échantillons positifs a Shigella en
culture ; résultats négatifs confirmés par le CNR. A contrario, concernant le patient
positif avec la seule PCR, celui-ci avait déja présenté une shigellose, traitée avec
succés quelgues semaines avant. Un résultat positif a Shigella par PCR uniqguement
lors de sa nouvelle hospitalisation pour lymphogranulomatose vénérienne associée a
des diarrhées, rend délicat l'interprétation du résultat de la PCR ; s’agit-il d’'une ré-
infection, ou de la persistance de l'infection chez un patient immunitairement plus
fragile (VIH+) ? S’agit-il de la persistance de la détection de I'agent pathogéne
incriminé lors du premier épisode infectieux ? Concernant cette derniére hypothése,
'absence de données ne permet pas de I'écarter ce qui pose la question de la prise
en charge thérapeutique de ce type d’événement et/ou de sa systématisation en vue

d’endiguer une éventuelle épidémie dans une population de patients sensibles.

Au final, au CH de Tourcoing, 'identification de cette bactérie semble revétir un intérét
particulier dans une population de patients sensibles a ce type d’infection et pour la
prévention de sa dissémination. Les performances de la PCR sembleraient donc plus

avantageuses par rapport a celles de la coproculture dans cette situation.

3- Salmonella spp.
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6 patients ont présenté une salmonellose au cours de notre étude. La méthode de
référence et la PCR n’ont pas montré de différences en termes de taux d’identification
et ont permis, tous deux, la détection de cette bactérie entéropathogéne, avec un taux
de positivité de 6,9 %. Cependant, I'analyse de la littérature montre des résultats

quelque peu différents :

> Au cours de I'étude menée par Knab et al. ®D, 14 échantillons identifient une
Salmonella spp. par PCR Multiplexe, soit 1,6 %, alors que la coproculture n’en
isole que 8 (0,9%). Seuls 6 échantillons sont positifs dans les deux techniques
représentant un PPA moins élevé de 75% et un NPA de 99%.

> Harrington et al. ©2 décrit également, dans son étude, des discordances
marquées entre les deux techniques : 19 échantillons sont positifs uniquement
en PCR et 5 uniguement par la coproculture. Les PPA et NPA sont
respectivement de 97,3 et 99,8%.

> Wohlwend et al. ®® observe des différences moins franches avec 17 Salmonella
spp. identifiées par PCR (1,6%) et 14 par la méthode standard, la coproculture
(1,3%).

Contrairement a la littérature, au CH de Tourcoing, la coproculture semble aussi
performante que la PCR Multiplexe avec des PPA/NPA entre nos deux techniques de
100%. On peut mettre en avant que, les études de Knab et al. ) et Whowend ©4
n’utilisent pas de géloses chromogenes mais des géloses Hektoén pour la détection
des salmonelles, or, les milieux chromogénes sont plus performants 9. Harrington et
al. ¥2_ utilisent différents milieux dont des géloses chromogénes au cours de leur
étude, mais n’utilisent cependant pas la spectrométrie de masse MALDI-TOF (MALDI-
TOF-MS) pour l'identification de potentielles bactéries entéropathogénes, mais des
galeries biochimiques APl 20. L'utilisation au CH de Tourcoing d’un bouillon
d’enrichissement associé a une gélose chromogene, suivie d’'une identification par
MALDI-TOF-MS permet d’améliorer les performances de la coproculture qui
apparaissent équivalentes a celles du BD MAX™Enteric Bacterial Panel. Cette
conclusion reste toutefois conditionnée par le faible nhombre d’échantillons positifs

dans notre étude.

4- Shiga-toxines 1 et 2

Au cours de notre étude, 5 échantillons ont été positifs aux Shiga-toxines 1 et 2 (5,7%),
et ce, seulement par PCR. Il faut cependant souligner que la coproculture ne les

recherche pas systématiquement. Avant 'avenement de la biologie moléculaire, des
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techniques d’Enzyme ImunnoAssay (EIA) étaient principalement utilisées pour la

recherche de ces toxines.

> Knab et al. ®V retrouve dans sa cohorte, 12 patients positifs aux Shiga-toxines
1 et 2 par PCR. L’EIA n’est positifs que pour 7 de ces échantillons On peut noter
cependant, qu'une EIA ne s’est pas positivee en PCR.

> Au cours de I'étude d’Harrington et al. @2, 9 patients sont positifs uniquement
par PCR. Cependant, 2 échantillons sont seulement positifs par EIA.

> Wohlwend et al ®Y n’a pas inclus dans son étude les Shiga-toxines 1 et 2
détectées par le BD MAX™. Comme dans notre pays, la Suisse ne les
recherche pas systématiquement dans sa coproculture standard, I'auteur a

donc préféreé les exclure de son étude.

De maniere générale, la PCR semble bien plus performante que les méthodes
conventionnelles d’EIA ou de coproculture %1, Cependant, la NABM ne prévoyant pas
la recherche de STEC par coproculture, au cours de notre étude, nous n’avons pas
réalisé de technigue ciblant spécifiguement ce pathogéne (EIA ou milieux
chromogénes). Nous ne sommes donc pas en mesure de comparer les résultats

obtenus par la PCR avec ceux obtenus par la coproculture.

Ainsi, parmi les 5 patients positifs aux Shiga-toxines 1 et 2 par PCR, tous présentaient
des diarrhées aigués, mais seul 1 patient avait des diarrhées sanglantes. Les
symptomatologies associées aux infections a STEC sont trés variées, néanmoins, les
formes sanglantes, pouvant déboucher sur un SHU, sont celles qui nécessitent une
attention particuliére. Une positivité aux Shiga-toxines 1 et 2 impose de s’interroger
sur la signification de ce résultat: le patient est-il a risque de se dégrader ?
I'antibiothérapie doit-elle étre suspendue ? En cas de co-infections (Shiga-toxines
présentes dans 2 des 3 co-infections de notre étude), la positivité aux Shiga-toxines
empéchent-elles nécessairement l'arrét de I'antibiothérapie pour I'ensemble des
germes impliqués ? Il serait intéressant, pour répondre a ces nombreuses

interrogations, de poursuivre notre étude sur une population plus importante.

Notons que, les Shiga-toxines ne sont pas seulement retrouvées chez les STEC. Les
Aeromonas, par exemple, peuvent étre également producteurs, et seraient donc a
méme de positiver ce test 68102 Cependant, lors de notre étude, aucune réaction
croisée de ce type n'a été mise en évidence, les Aeromonas spp. isolés par la

coproculture n’ont pas donné de résultat positif aux Shiga-toxines par PCR.
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5- Yersinia enterocolitica
Deux Yersinia enterocolitica ont été identifiees par le BD MAX™ Enteric Bacterial

Panel, et 1 par coproculture. 1 échantillon est donc uniquement positif par PCR.

Lors de son étude, Simner et al. 193 a été surpris de la faible prévalence des bactéries
entéropathogenes recherchées par ce panel, notamment Yersinia enterocolitica. En
effet, 1 seule, parmi 1556 échantillons prospectifs, a été détectée. L’auteur suppose
gue la saisonnalité de l'infection est la principale cause de cette faible positivité. Devant
cette faible prévalence, I'étude a également été menée sur des échantillons
rétrospectifs et artificiels. lls permettent de montrer une forte concordance entre le BD
MAX et la technique de référence, dans le cas de Yersinia enterocolitica, les PPA et
NPA se situent entre 99 et 100%, et le coefficient de Kappa montre une corrélation

presque parfaite.

Notre étude ne contient pas assez d’échantillons pour conclure sur un bénéfice
éventuel de la mise en place de la PCR Multiplexe pour l'identification de Yersinia

enterocolitica, et ne peut pas étre, de fait, comparée avec la littérature.

6- Plesiomonas shigelloides, Vibrio, ETEC

Au cours de notre étude, aucun échantillon ne s’est positivé a Pleisiomonas
shigelloides, Vibrio cholerae/vulnificus/parahaemolyticus et ETEC. L’absence
d’échantillons positifs a Pleisiomonas et Vibrio est probablement due a la trés faible
prévalence de ces bactéries dans notre région. Cependant, 'absence d’ETEC semble,
au premier abord, trés étonnante. Il est le pathogéne le plus retrouvé de I'étude de
Simner et al.(1%) avec 1,2 % des échantillons. De méme, d’autres panels tels que le
BioFire FilmArray® (1% montrent des performances similaires avec un taux de
positivité de 'ordre de 1,4%. Toutefois, notre étude se déroulant en pleine pandémie
de SARS-CoV-2, la diminution drastique des voyages hors de France peut expliquer
I'absence de détection de ETEC, cette derniére étant responsable de diarrhées chez
le voyageur principalement. Avec la reprise des voyages, il serait intéressant de
poursuivre notre étude, et de pouvoir évaluer la qualité du panel dans la détection des
ETEC.

7- Aeromonas spp.

Contrairement a toutes les autres bactéries identifiees pendant notre étude,
Aeromonas spp. est uniquement retrouvée par la méthode standard, la coproculture.

De fait, elle n’est pas recherchée par le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel, et n’est
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donc également pas mis en évidence dans la littérature ©1. 92, 94,103, 107)  Cependant,
on peut s’interroger sur la significativité d’un isolement d’Aeromonas spp. et de son
impact clinique. En effet si la littérature met d’abord en évidence le lien avec
notamment des gastro-entérites (68 105 106) q'gutres études remettent en question sa
pathogénicité (108 109 Ay cours de notre étude toutefois, les patients dont la
coproculture s’était positivée a Aeromonas spp. avaient une présentation clinique peu
bruyante, sans hyperthermie, avec des taux de CRP globalement plus faibles que les
autres participants a I'étude. Il est a noter également qu’aucun de ces patients n’avait
recu d’antibiothérapie a la sortie d’hospitalisation. Une étude ciblée sur ce genre
bactérien apparait donc ici nécessaire afin de déterminer si le recours a la coproculture
reste nécessaire devant un test PCR négatif avec le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel
dans le contexte d’une diarrhée aigué d’allure infectieuse. Il est toutefois important de
noter que d’autres automates de PCR Multiplexe, tel que FilmArray® 194, proposent

dans leur panel entérique, la détection d’Aeromonas spp.

8- Co-infections
La coproculture n’a pas permis la mise en évidence de co-infections au cours de notre
étude. Au contraire, la PCR Multiplexe a identifié 3 patients infectés par deux bactéries
différentes. Cette tendance est confirmée par la littérature : I'analyse d’Harrington et
al. ©2 détecte 10 co-infections par PCR et aucune par coproculture. De méme,
Wohlwend et al. ¥ met en évidence trois co-infections par PCR lorsque la méthode
standard n’en retrouve aucune. La PCR a montré sa supériorité par rapport a la
coproculture dans la détection des co-infections. Néanmoins, l'interprétation de ces
résultats s’en retrouve plus ardue : il est difficile de déterminer si tous les germes
identifiés sont a l'origine des symptémes, et s’ils nécessitent par conséquent, tous un

traitement spécifique.

9- Significativité clinique d’'un résultat positif
La PCR ne nous informe pas sur la viabilité du germe, contrairement a la coproculture,
qui, permet une quantification. Une étude finlandaise étaye ce point : elle a comparé
l'utilisation d’'une PCR Multiplexe sur des échantillons de patients présentant des
diarrhées en retour de voyage avec des échantillons de patients asymptomatiques en
retour de voyage 4. Sj la présence de bactéries (notamment ETEC) était plus
fréquente chez les patients symptomatiques (environ 80%), étonnamment plus de 60
% des patients asymptomatiques avaient une PCR Multiplexe positive ! A la lumiére

de ces résultats, il parait d’autant plus important de mettre en avant, d’'une part la
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nécessité de l'interprétation biologique des résultats de la PCR Mutiplexe afin de
distinguer les amplifications non spécifiques et d’autre part la mise en place d’'une
sélection des échantillons a analyser en fonction du contexte clinique n’incluant que

les patients strictement symptomatiques.

10- Concordances/discordances :
Les PPA/NPA et coefficients de Kappa de notre étude sont trés proches de ceux
retrouvés lors de I'analyse de la littérature. Ces taux de concordances sont trés hauts
et montrent des performances proches entre la coproculture et le BD MAX™Enteric
Bacterial Panel. Cependant, ces analyses de concordances ont certaines limites : ils
placent la coproculture en référence, et montrent la concordance entre nos deux
techniques parmi les résultats positifs de la coproculture. Par ces calculs, on ne peut
donc pas montrer une supériorité supposée de la PCR en termes de performances

diagnostics, mais montrer au mieux une équivalence.

11- Invalides

Les résultats invalides ont été un probleme majeur tout au long de notre étude,
conduisant, pour environ 10% des échantillons, a un repassage. En plus du délai et
des colts supplémentaires engendrés, malgré les repassages, nous n’avons pas pu
rendre in fine de résultats pour 2 échantillons (2%). L’utilisation d’'un pré-traitement par
choc thermique, dans I'optique de limiter la présence d’inhibiteurs de PCR, n’a pas eu

d’impact dans notre étude.

> Knab et al. ®D retrouve dans son étude un taux d’invalides assez proche :
8,03% ; 1,8% resteront invalide aprés repassage.
> Lors de I'étude d’Harrington et al. 2, 5% des échantillons étaient invalides ;

apres repassage, 1,3% des échantillons restaient invalides.

Les résultats invalides, en nécessitant des repassages, provoquent un retard dans le
rendu du résultat, une surcharge de travail au laboratoire ainsi qu’un surco(t. De plus,
Nous pouvons nous retrouver devant une impasse diagnostique lorsque le résultat est
irremédiablement invalide. Un nouveau prélévement est alors recommandé, ou alors,

le passage a un autre outil diagnostic.

II- Comparaison du BD MAX avec d’autres PCR Multiplexe entérique
En 2013, Buchan et al. M%) décrit des performances similaires entre les différents
panels de PCR Multiplexe disponibles dont le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel
(Seeplex Diarrhea-V ACE® ; Luminex®). Depuis, de nombreux autres panels ont été
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développés, citons notamment le panel gastro-intestinal développé par BioMerieux :
le FilmArray®. Comme ses prédéecesseurs, il montre des performances diagnostics
supérieures a la coproculture avec des temps de rendu nettement réduits (104 111)_ Sj
nous n’avons pas trouvé d’étude comparant directement le BD MAX avec d’autres
panels, Zhang et al. 112 décrit une sensibilité du BD MAX de I'ordre de 85 a 100% et
une specificité proche de 100%, des performances proches de ses concurrents.
Néanmoins, malgré les performances élevées de chacun de ces panels, lorsque deux
panels sont directement comparés 19, des discordances sont retrouvées. En effet,
certaines cibles semblent afficher des sensibilités plus faibles pour certains panels,
avec par exemple des sensibilités de I'ordre de 50 % pour la détection de Yersinia
enterocolitica par le Luminex®, ou pour la détection d’Aeromonas spp. par le

FilmArray® avec des sensibilités de I'ordre de 24% (110),

Toutefois, la différence majeure entre ces panels se situe dans les micro-organismes
recherchés. En effet, le nombre et le type d’agents pathogénes inclus dans les panels
peuvent beaucoup varier : FilmArray® propose par exemple en un seul bloc la
recherche de 22 entéropathogénes dont 15 bactéries. Si nous prenons I'exemple de
notre BD MAX, en plus des deux panels de bactéries entéropathogénes, d’autres
panels peuvent étre utilisés (parasitaires, virales), pour un total de 18 cibles (Cf.
Annexe 3). Il y a moins d’agents pathogenes inclus pour le BD MAX, mais
contrairement au FilmArray®, les panels bactériens, viraux et parasitaires sont

indépendants, ce qui permet une meilleure flexibilité selon les besoins du laboratoire.

lll- Impact de la mise en place du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel au
CH de Tourcoing

1- Au laboratoire
Le remplacement de la coproculture, par la PCR Multiplexe, permettrait, en premier
lieu, une diminution notable du temps technique consacrée a cette tache, libérant du
temps au technicien pour la réalisation d’autres taches ©9. De plus, la prise en main
du BD MAX est plus aisée que pour la coproculture. Cependant, celle-ci ne peut étre
totalement abandonnée: elle reste indispensable pour la réalisation de

I'antibiogramme en cas de PCR positive.

Cette étude a également permis de souligner que la mise en place d’une sélection des

échantillons a tester permettait d’améliorer le rendement de chacune des techniques,
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s’inscrivant ainsi dans le courant de la rationalisation des prescriptions des examens

de laboratoire.

2- Clinique
Les critéres stricts de sélection des échantillons dans notre étude ne permettent pas
d’extrapoler les résultats a la totalité des patients du CH de Tourcoing, ainsi qu’a la
population générale. Toutefois, nous avons vu que I'absence de sélection exposait au
risque de résultats faussement positifs. L'impact clinique de l'implémentation de la
PCR Multiplexe est donc évalué dans ce contexte ; il est traité dans les deux
paragraphes suivants, selon deux axes : I'amélioration du temps de rendu et

I'amélioration des performances diagnostiques.

Amélioration du temps de rendu

L'utilisation du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel dans notre étude s’est faite
rétrospectivement a la coproculture ; il apparait, dans ces conditions, difficile de
déterminer le gain apporté par la PCR en termes de délai de rendu des résultats. En
s’appuyant sur les données publiées, le temps de rendu moyen de la PCR mesuré au
CHU de Lyon se situe autour de 4h30 8, En comparaison, le temps de rendu moyen
d’une coproculture dans notre étude est d’environ 72 heures. L’introduction de la PCR
Multiplexe permettrait donc de réduire substantiellement le temps de rendu.
Cependant le délai d’obtention de I'antibiogramme, lui, ne change pas. Il existe donc
un risque que le service prescripteur attende, a tort, le rendu de 'antibiogramme pour
modifier la prise en charge du patient. L'obtention de I'identification d’'un agent entéro-
pathogeéne par la PCR gagnerait a étre accompagnée d’un commentaire sur le compte
rendu rappelant les classes thérapeutiques généralement efficaces sur la bactérie

identifiée permettant la mise en route d’'une antibiothérapie probabiliste ciblée.

Une majorité de patients est sortie d’hospitalisation avant que la coproculture ne soit
rendue. 14 (32%) de ces patients auront finalement une coproculture positive et 21
(48%) une PCR Multiplexe positive. Ainsi, 7 patients sont sortis sans antibiothérapie
alors que la PCR identifiait in fine une bactérie. L'introduction de la PCR en technique
de routine, permettrait donc d’augmenter fortement le nombre de patient sortant avec
une documentation microbiologique, et d'améliorer ainsi le nombre d’antibiothérapies

adaptées en sortie d’hospitalisation.
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Si on s’intéresse maintenant aux patients positifs par PCR Multiplexe, 7 (19%) étaient
dans l'attente du rendu de la coproculture pour sortir d‘hospitalisation. La mise en
place du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel aurait permis de réduire le temps

d’hospitalisation de ces patients.

Enfin, pres de la moitié des patients ayant recu une antibiothérapie probabiliste auront
finalement un résultat négatif par coproculture et PCR, et I'antibiothérapie probabiliste
était non adaptée au germe identifié pour 7 patients (14%). En outre, seul un tiers des
patients encore hospitalisés apres le rendu de la coproculture connaitront une
modification de la thérapeutique antibiotique. L’introduction du panel entérique en
pratique de routine réduirait donc la durée d’antibiothérapies probabilistes inutiles et
permettrait, lorsque c’est nécessaire, un changement plus précoce vers une

antibiothérapie adaptée.

La mise en place du BD MAX™Enteric Bacterial Panel, permettrait, de par son temps
de rendu trés court, une meilleure documentation des patients sortants, une réduction
du temps d’hospitalisation de certains patients, et une réduction de la durée de

I'antibiothérapie probabiliste.

Amélioration des performances diagnostigues

Le BD MAX™Enteric Bacterial Panel, a permis I'identification de 40 bactéries chez 37
patients différents, alors que la coproculture n’est positive que pour 26 patients. Si
nous nous intéressons plus particulierement aux 11 patients pour lesquels la PCR a
été plus performante que la coproculture, seuls 2 sont sortis d’hospitalisation avec un
traitement adapté. En effet, 6 patients sont sortis d’hospitalisation avec une
antibiothérapie qui n’était pas adaptée a I'agent pathogéne finalement identifiée, et 3

patients sont sortis sans traitement antibiotique.

Pour 7 patients (soit 19%), 'absence d’identification par la coproculture a entrainé la
poursuite d’une antibiothérapie non adaptée, alors que la PCR Multiplexe avait permis
I'identification de la bactérie causative. De méme, 20 % des patients traités a leur
sortie, ont recu une antibiothérapie non adaptée au germe identifié par PCR. En plus
d’étre inefficace, toutes ces antibiothérapies non adaptées ont un impact écologique

fort, quoique difficilement quantifiable 64,

Enfin, l'introduction du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel pourrait limiter certaines

errances diagnostiques. En effet, un diagnostic de MICI a été évoqué chez un patient
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suite au rendu d’un résultat négatif en coproculture. La PCR Multiplexe a permis

I'identification d’un entéropathogéne, évitant I'exploration d’'un diagnostic erroné.

L’introduction du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel en remplacement de la
coproculture, permettrait une amélioration de la prise en charge des patients, et de
réduire l'utilisation d’'une antibiothérapie mal adaptée. Celle-ci, en plus d’étre
inefficace, peut avoir un impact non négligeable sur I'’écologie du microbiote des

patients suivis au CH de Tourcoing.
3- Impact médico-économique

Le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel colte prés de deux fois plus cher que la
coproculture. Néanmoins, ce surcolt pourrait étre rattrapé par les économies faites
sur les durées moyennes de séjour (DMS) grace au rendu de résultat tres court de la
PCR Multiplexe. En effet, lors de notre étude la PCR a colté 2078 €, ce qui représente
un surco(t par rapport a la coproculture qui a co(té 867 €. Néanmoins, d’aprés nos
données extrapolées, la PCR Multiplexe aurait permis de réduire les DMS de 7 jours
au total et ainsi d’économiser 3150 €. Goldenberg et al. 113), bien qu’utilisant un autre
panel lors de son étude portant sur 800 patients, a Londres, le Luminex®, démontre
une tendance similaire : la PCR Multiplexe a eu un colt additionnel de £22 283 par
rapport a la méthode standard, mais elle a permis d’économiser environ £66 765 sur

les séjours hospitaliers.

IV- Evaluation du BD MAX Panel : Avantages/limites par rapport a la
coproculture
Avantages
Tout au long de notre exposé nous avons pu mettre en évidence les avantages du BD
MAX™ Enteric Bacterial Panel, en comparaison de la méthode de diagnostic de

routine, la coproculture :

» Une sensibilité accrue, notamment pour l'identification des bactéries du genre
Campylobacter. Cette amélioration permettrait une meilleure prise en charge
des patients hospitalisés, ainsi qu’'un impact positif sur I'épidémiologie de la
résistance au CH de Tourcoing.

» Un temps de rendu fortement réduit, qui permettrait une réduction du temps
technique, de la durée d’hospitalisation de certains patients ainsi de la durée
d’antibiothérapie probabiliste, parfois non adaptée.
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» Un impact financier positif, notamment grace a des sorties d’hospitalisations

plus précoces.
Limites

Cependant, le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel présente également quelques

limites :

» De nombreux tests invalides, engendrant des repassages, des délais
supplémentaires et un surcolt. De plus, il est possible qu’aucun rendu valide
ne soit possible, contraignant au recueil d’'un nouvel échantillon.

» L’analyse se limite aux 8 cibles des panels, qui, s’ils couvrent la totalité des
étiologies bactériennes prévues a la NABM, font 'impasse sur quelques agents
bactériens potentiellement impliqués dans les syndromes diarrhéiques tels que
Aeromonas spp..

» La réalisation d’une coproculture reste nécessaire pour la réalisation d’un
antibiogramme pour les PCR positives. L’identification seule permettant
toutefois la mise en route d’'une antibiothérapie probabiliste plus ciblée.

» La significativité clinique d’'un résultat positif peut-étre délicate a interpréter.
L’absence de données concernant la persistance de la positivité d’'un test PCR
associé au risque dobtention de résultats faussement positifs rend
indispensable l'instauration d’'un dialogue clinico-biologique visant a d’éviter

une sur-prescription d’examens et d’antibiotiques.

V- Limites de I'étude
L’'une des principales limites est que I'étude que nous avons menée s’est déroulée
rétrospectivement : les techniques n‘ont pas été réalisées en paralléle, la PCR
Multiplexe a été exécutée ultérieurement a la coproculture. Un travail prospectif

permettrait de mieux apprécier les différences entre les deux techniques d’intéréts.

Une autre limite concerne la taille de notre effectif : sa faible ampleur ne permet pas

de montrer statistiquement la supériorité d’'une des deux techniques.

L’absence d’'un Gold Standard ne permet pas vraiment d’apprécier les performances
de chacune des deux techniques. Durant notre étude nous n’avons pu uniquement
montrer leurs concordances et leurs différences, sans pour autant déterminer la

véracité d’un résultat.
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Enfin, le caractére monocentrique de notre étude, ne permet pas d’extrapoler ces
conclusions en dehors du CH de Tourcoing. Néanmoins, notre étude n’avait pas pour
objectif d’obtenir des résultats généralisables, mais bien d’identifier I'intérét d’'une

nouvelle technique au CH de Tourcoing.
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CONCLUSION

Notre travail a comparé I'utilisation du BD MAX™ Enteric Bacterial Panel, une PCR
Multiplexe, a la méthode de routine, la coproculture. Pour cela, nous avons
sélectionnés et recueillis 87 échantillons de patients présentant des signes évocateurs

de diarrhées fébriles aigués d’origine infectieuse.

Nous avons pu mettre en évidence, au cours de cette étude, des différences entre les
deux techniques, en termes de taux de détections et de temps de rendu de 'analyse.
De fait, la PCR Multiplexe a permis l'identification de 14 bactéries supplémentaires en
comparaison de la technique de routine, ainsi que 3 co-infections, alors que la
coproculture n’en retrouve aucune. De méme, le temps de rendu de la coproculture
était d’environ 72 heures, ce temps se retrouve réduit a seulement quelques heures

avec le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel.

Pour mettre en avant les bénéfices éventuels de la mise en place de ce panel
entérique, nous nous sommes intéressés a I'hospitalisation des patients inclus dans
I'étude. Nous avons pu nous apercevoir des gains potentiels : meilleure documentation
des infections, réduction des durées moyennes de séjour, réduction des durées des

antibiothérapies probabilistes et meilleure prise en charge du patient.

Cependant, lintroduction de cette nouvelle technique de biologie moléculaire, a un
surco(t technique net par rapport a la technique standard : elle codte environ deux fois
plus cher. Toutefois, ce colt est largement compensé par les économies prévisibles

sur les durées d’hospitalisation, suite a la mise en place de la PCR Multiplexe.

L’introduction de ce nouveau panel se heurte néanmoins a de nombreuses limites :
nombreux tests invalides ; cibles prédéfinies du test en nombre limitée ne permettant
pas d’identifier toutes les bactéries entéro-pathogenes ; la coproculture ne peut étre
totalement remplacée devant la nécessité de réaliser un antibiogramme en cas de test
PCR positif ; et la significativité clinique qui n’est pas toujours facile a établir. Sa mise
en place devra également concorder avec les autres analyses déja réalisées par le BD
MAX System, tels que les PCR SARS-CoV2.

Finalement, afin de confirmer les observations de notre étude, il parait nécessaire de
poursuivre ce travail en menant une étude prospective sur un plus grand nombre
d’échantillons. Nous pourrons ainsi confirmer les données de la littérature et adopter

le BD MAX™ Enteric Bacterial Panel comme technique de routine pour l'identification
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des bactéries entéro-pathogenes dans les selles. Il pourrait également étre
intéressant, lors d’'une prochaine étude, de se focaliser sur des patients présentant
une PCR positive, et de réaliser des PCR de suivi aprés le traitement. Nous pourrions
alors, mieux déterminer le temps de persistance d’un test positif et améliorer ainsi

l'interprétation d’un tel résultat.
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ANNEXES

Annexe 1 : Données récoltées au cours de notre étude

Parameétres Moyennes
CRP 79,9 mg/L
PNN 7,76 G/L
Patients hyperthermes 53,1 %

Tableau 6 : Moyenne des données récoltées des patients inclus dans notre

étude.
CRP : Protéine C-Réactive ; PNN : Polynucléaire neutrophile

Positif par Négatif par

Négatif par Positif par

PCR et PCR PCR PCR et

Négatif par Positif par
coproculture coproculture
coproculture  Coproculture

CRP 73,7 mg/L 95,3 mg/L 38,3 mg/L 88,8 mg/L
PNN 8,36 G/L 7,55 G/L 7,59 G/L 6,87 G/L

Hyperthermie 46,5 % 54,5 % 0 % 70,8 %

Tableau 7 : Moyenne des données récoltées des patients inclus dans notre

étude, selon les résultats de la PCR et de la coproculture.
CRP : Protéine C-Réactive ; PNN : Polynucléaire neutrophile
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Annexe 2 : Etude médico-économique

1- Colt du matériel :
Nous n’avons pas tenu compte du prix négligeable des 6ses et des pipettes, étant

utilisées dans les deux techniques soumises a étude.

Coproculture :

Le colt du matériel nécessaire a la réalisation d’'une coproculture est détaillé dans le

Tableau 6 ci-dessous.

Matériel Prix HT unitaire
Gélose Karmali 0.32€
Gélose Sabouraud 0,24 €
Gélose Hektoen 0,213 €
Bouillon Mueller Kauffmann 0,844 €
Gélose CIN 0,198 €
Gélose SM2 0,61€
TCS 0,59 €
Antisérums 2€
Identification MALDI-TOF 0,3 €(116)
Total : coproculture négative 2,43 €
Total : coproculture nécessitant des
. f i 2,73 €
explorations supplémentaires
Total : coproculture avec suspicion 53€

de shigellose

Tableau 8 : Colt brut unitaire du matériel nécessaire a la réalisation d'une

coproculture.
CIN : Cefsulodine-Irgasan-Novobiocine ; SM2 : Gélose chromID™ Salmonella ; MALDI-TOF : Matrix
Assisted Laser Desorption lonisation/Time Of Flight

BD MAX™ Enteric Bacterial Panel :

Le colt du matériel nécessaire a la réalisation d’'une PCR Multiplexe est détaillé dans
le Tableau 7 suivant.

Matériel Prix HT unitaire
Panel classique 13 euros
Panel étendu 3 euros
Total 16 euros

Tableau 9 : Codt brut unitaire des tests entériques du BD MAX.
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2- Temps technicien :
Dans cette partie nous considérons que le prix horaire d’'un technicien équivaut a celui
d’un technicien en milieu de carriere, soit 18,35 €/h. Le temps technique nécessaire a

la réalisation d’'une coproculture et son codt technique sont détaillés dans le tableau 8

ci-dessous.
Temps technique Colt technique

™ 1
BD MAX Enteric 4 min 122€

Bacterial Panel
Coproculture négative 15 min 46€

Coproculture nécessitant

des recherches 35 min 10,7 €

additionnelles
Tableau 10 : Temps technique et colts nécessaires a la réalisation d'une

coproculture.

3- Au total :

Le prix total nécessaire a la réalisation de chacune des techniques est détaillé dans

le tableau 9 suivant.

Coproculture négative 7,03 €
Coproculture nécessitant des 13,43 €
explorations supplémentaires

Coproculture avec suspicion de 16 €
shigellose
BD MAX™ Enteric Bacterial Panel 17,22 €

Tableau 11 : Prix totaux de la coproculture et du BD MAX™ Enteric Bacterial

Panel.
4- Co(t de notre étude

Coproculture

L’étude que nous avons menée comprend 87 coprocultures. 36 explorations
additionnelles ont été nécessaires dont 10 sérotypages pour suspicion de shigellose.
Par conséquent il y a : 51 coprocultures négatives, sans explorations additionnelles ;
26 coprocultures qui ont nécessité des explorations additionnelles mais sans suspicion
de shigellose ; et 10 échantillons qui ont nécessité un sérotypage pour suspicion de
shigellose. La coproculture a donc colté 867,71 €. Le détail des codts des

coprocultures incluses dans notre étude est détaillé dans le tableau 10 suivant.
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Quantité Prix unitaire Prix total

Coprocultures

Ineket 51 7,03 € 2460,5 €
négatives
Coprocultures
necessnant des 26 13,43 € 1087,83 €
explorations
supplémentaires
Sero_typage 10 16 € 144 €
Shigella
Total 867,71 €

Tableau 12 : Codts des coprocultures incluses dans notre étude.
Les prix unitaires et totaux prennent en compte le prix du matériel et le prix du temps technique
nécessaire a la réalisation de I'analyse.

BD MAX™ Enteric Bacterial Panel

Concernant le prix de la PCR Multiplexe, en plus du colt du matériel de 'automate, il

ne faut pas oublier d’ajouter a ces dépenses, le colt de l'isolement sur gélose pour la
réalisation de l'antibiogramme, en cas de PCR positive. Nous tiendrons compte
uniquement du prix de la gélose utilisée et du temps technicien nécessaire. Ainsi, il
faudra additionner au prix des tests utilisés, le colt de la gélose et le colt technique
nécessaires pour: 18 Campylobacter, 9 Shigella, 6 Salmonella et 2 Yersinia

enterocolitica.

Notons que c’est 96 tests BD MAX™ Enteric Bacterial Panel qui ont été nécessaires
a la réalisation de cette étude (a cause de multiples résultats invalides nécessitant un

repassage).

Les colts des PCR Multiplexe incluses dans notre étude sont détaillés dans le tableau

11 suivant.
Quantité Prix unitaire Prix total
Campylobacter 18 11,32 € 203,76€
Shigella 9 13,8 € 1242 €
Salmonella 6 12,45 € 74,7 €
entt:?cr)f‘,lglli?ica 2 11,2¢€ 224¢€
B et 96 17,22 € 1653,12 €
Total 2078,18 €

Tableau 13 : Codlts des PCR Multiplexe incluses dans notre étude.
Les prix unitaires et totaux prennent en compte le prix du matériel et le prix du temps technique
nécessaire a la réalisation de I'analyse.
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5- Extrapolation de notre étude aux échantillons de 'année 2020

Coproculture

En 2020, 440 coprocultures ont été techniquées. 350 n'ont pas nécessitées
d’explorations supplémentaires, 90 explorations additionnelles ont été réalisées dont
9 sérotypages. Les colts en coproculture de I'année 2020 sont détaillés dans le

tableau 12 ci-dessous.

Quantité Prix unitaire Prix total
SYADEIUES 350 7,03 € 2460,5 €
négatives
Coprocultures
necessitant des 81 13,43 € 1087,83 €
explorations
supplémentaires
Sérotypage
Shigella 9 16 € 144 €
Total 3692,33 €

Tableau 14 : Codts des coproculture de I'année 2020.
Les prix unitaires et totaux prennent en compte le prix du matériel et le prix du temps technique
nécessaire a la réalisation de I'analyse.

BD MAX™ Enteric Bacterial panel

Si nous extrapolons nos données a I'année 2020, 10,3% des tests auraient été
invalides, soit 45. Au total c’est donc, 485 tests qui auraient été utilisés.

En reprenant la méme logique que précédemment, il faut également ajouter le colt
des isolements pour I'antibiogramme, lorsque la PCR revient positive.

Les colts supposés de l'utilisation de la PCR Multiplexe dans I'année 2020 sont
détaillés dans le tableau 13 suivant.

Quantité Prix unitaire Prix total
Campylobacter 34 11,32 € 384,88 €
Shigella 6 13,8 € 82,8 €
Salmonella 9 12,45 € 112,05 €
ent\;?(r)iiglii?ica 2 11.2¢€ 224¢€
BD MAX™ Enteric 485 17,22 € 8351,7 €

Bacterial Panel
Total 8953,83 €
Tableau 15 : Colits supposés de l'utilisation du BD MAX™ Enteric Bacterial

Panel sur les échantillons de I'année 2020.
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Annexes 3 : Exemples de cibles et de paramétres de plateformes

d’analyse moléculaire multiplex rapide (1'%

Cibles BDmax FilmArray GI|xTAG GPP |Seeplex
(Biofire) |(Lumi- Diarrhea
nex) ACE

detection
(See-
gene)

Bactéries

Campylobacter spp.!  |x X X X

Salmonella spp. X X X X

EIEC/Shigella spp. X X X X

STEC/EHEC (stx1/stx2) |x X X X

E. coli 0157 X X X

ETEC X X X

EAEC X

EPEC X

Aeromonas spp. X X

Plesiomonas shigel-

loides X X

Yersinia enterocolitica |x X X X

Vibrio spp.2 X X X X

Clostridium difficile

(toxin A/B) x (toxine B) |x X X (toxine B)

Parasites

Cryptosporidium spp.®  |x X X

Entamoeba histolytica  |x X X

Giardia lamblia X X X

Cyclospora cayetanensis X

Virus

Adenovirus 40/41 X X X X

Morovirus GI/GlI X X X X

Rotavirus A X X X X

Sapovirus X X

Astrovirus X X X

Paramétres

MNombres de cibles 18 22 15 13

Temps de rendu

des résultats ~2-3h ~1h ~5h ~10h

Sensibilité 93,1-100%* [24-100%  |48-100%  |40-100%

Spécificité 99-100%*  [96-100%  [85-100%  [96-100%
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