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Mise au point
Diagnostic bactériologique rapide :
des méthodes conventionnelles aux méthodes moléculaires modernes

Rapid bacteriological diagnosis:
from conventional to modern molecular methods
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Résumé

La détection des agents bactériens responsables d’infections et la détermination de leur sensibilité aux antibiotiques sont des étapes diagnos-
tiques importantes lors d’infections séveres traitées dans les unités de réanimation. Cette mise au point passe en revue les indications d’examens
faisant appel aux techniques moléculaires en les comparant aux principaux tests diagnostiques conventionnels. Malgré I’apparition récente d’au-
tomates et la rapidité d’exécution des tests moléculaires, leur utilité a des fins diagnostiques est encore trés limitée. Sauf dans des cas particuliers,
ces tests se rajoutent aux tests conventionnels mais ne les ont pas remplacés. Dans le domaine de la réanimation, les méthodes bactériologiques
conventionnelles restent prééminentes malgré les progres rapides des techniques moléculaires.
© 2006 Société de Réanimation de Langue Francaise. Publi¢ par Elsevier SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Detection of responsible bacteria and determination of their susceptibility to antibiotics are important diagnostic steps for severe infections in
intensive care units. This paper reviews for the major types of bacterial infections the indications for molecular tests in comparison to conven-
tional diagnostic approaches. Despite the recent availability of automatic devices and their speed, molecular tests are still of limited use for the
diagnosis of bacterial infections. With a few exceptions, they are carried on as supplementary test to conventional one. In the setting of intensive
care units, the conventional bacteriologic diagnostics tests are still prominent, despite the rapid development of molecular techniques.
© 2006 Société de Réanimation de Langue Frangaise. Publié par Elsevier SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction Le but de cette mise au point est de présenter pour les prin-
cipales catégories d’infections bactériennes traitées en réanima-
tion d’une part, un rappel des principales méthodes diagnosti-
ques dites conventionnelles et d’autre part, une mise en
perspective des méthodes dites modernes.

Plus de 20 ans aprés la découverte de la PCR (polymerase
chain reaction) par Karry B. Mullis, la place des techniques de
biologie moléculaire dans le diagnostic microbiologique des
maladies infectieuses, en particulier celles causées par des bac-
téries, reste quantitativement faible en regard de la masse des
échantillons traités par les techniques conventionnelles. ® les infections respiratoires basses ;

e les infections du systéme nerveux central ;

Les entités suivantes seront passées en revue (Tableau 1) :

. . . . )
“ Auteur correspondant. les infections systémiques ;

Adresse e-mail : Guy.Prodhom@chuv.ch (G. Prod’hom). e les infections de cathéters intravasculaires ;

1624-0693/$ - see front matter © 2006 Société¢ de Réanimation de Langue Francgaise. Publié¢ par Elsevier SAS. Tous droits réservés.
doi:10.1016/j.reaurg.2006.03.004


mailto:Guy.Prodhom@chuv.ch
dx.doi.org/10.1016/j.reaurg.2006.03.004

G. Prod’hom, J. Bille / Réanimation 15 (2006) 180—186 181

les endocardites ;

les infections urinaires ;

enfin les infections cutanées, des tissus mous et de 1’appareil
locomoteur ainsi que ;

la détection spécifique de germes multirésistant.

2. Optimisation du diagnostic microbiologique
2.1. Généralités

Actuellement, en dehors de quelques méthodes de détection
d’antigénes par des techniques immunochromatographiques,
aucune méthode moderne n’est plus rapide et plus économique
que I’examen direct microscopique d’un échantillon clinique
par la coloration de Gram. Cet examen direct oriente le clini-

Tableau 1
Principales méthodes conventionnelles et moléculaires

cien dans I’heure suivant le prélévement sur la présence ou non
de germe, le type de germe et guide un premier choix théra-
peutique adéquat.

L’amplification biologique par la culture bactérienne est
toujours la seule méthode permettant la mise en évidence en
24 a 48 heures d’une vaste gamme de bactéries en monoflore
ou multiflore dans un échantillon clinique. L’évaluation (semi)-
quantitative respective des différentes bactéries isolées des
échantillons cliniques permet parfois au clinicien de faire la
distinction entre colonisation et infection, notamment pour les
cultures d’urine, les prélévements des voies respiratoires, la
culture des cathéters intravasculaires [1] et plus récemment la
culture de plaies chirurgicales [2].

L’introduction progressive d’automates pour 1’identification
phénotypique de micro-organismes et la détermination automa-

Site anatomique Méthodes conventionnelles

Méthodes moléculaires

Infections respiratoires basses

Infections du systéme nerveux central

Infections systémiques (bactériémies)

Infections de cathéters intravasculaires

Endocardites

Infections urinaires

Infections de la peau, des tissus mous et
de ’appareil locomoteur

Germes multirésistants

Ex mic ; Cult ; Id ATB des expectorations, aspiration
bronchique, LBA, brosse télescopique protégée, préléve-
ment distal protégé pratiqué a I’aveugle

Détection d’antigénes de Streptococcus pneumoniae,
Legionella pneumophila groupe 1 dans les urines, dans le
LBA

Ex mic ; Cult ; Id ATB du liquide céphalorachidien
Hémocultures (automate de détection)

Hémocultures (automate de détection).

Culture semi-quantitative de Maki—cathéter roulé sur une
gélose nutritive

Culture quantitative de ’extrémité du cathéter

Différence de délai de positivation des hémocultures
prélevées par cathéter et par voie veineuse périphérique
Détection de bactéries par microscopie a fluorescence a
partir du sang natif prélevé par le cathéter

Hémocultures, flacons avec résine si antibiothérapie
préalable

Sérologie si endocardite a hémocultures négatives
(Coxiella burnetti, Brucella spp., Bartonella spp.,
Chlamydia spp., Mycoplasma spp., Legionella spp.)

Ex mic; Cult; Id ATB des valves excisées.

Ex mic ; Cult ; Id ATB de I'urine.

Bandelettes urinaires—estérase leucocytaire, nitrites
Détection d’une pyurie et d’une bactériurie significative
par cytométrie de flux

Ex mic ; Cult ; Id ATB des prélévements invasifs
Hémocultures (automate de détection)

Automate de détermination de la sensibilité aux antibioti-
ques (utilisation d’un systéme expert d’aide a I’interpréta-
tion)

Détection de SARM et ERV par culture sur milieux
sélectifs

Amplification par PCR spécifiques de germes pathogenes
obligatoires (Mycobacterium tuberculosis) ou des agents
de pneumonies atypiques (Legionella pneumophila,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae)
PCR quantitative de S. pneumoniae (non validée)

Amplification par PCR spécifique (S. pneumoniae,
Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae,
Listeria monocytogenes) : détection d’un ou plusieurs
germes simultanément (PCR multiplexe)

Identification par hybridation a partir des hémocultures
positives

PCR a large spectre a partir de sang natif (non validé)
PCR quantitative a partir de sang natif provenant de
Iextrémité d’un cathéter (non validé)

PCR a large spectre des valves excisées (amplification d’un
ou plusieurs genes).

Amplification par PCR de la toxine de
Streptococcus pyogenes (fasciite nécrosante) [non validé]
Identification par PCR du SARM-C a partir d’isolats
cliniques

PCR a large spectre a partir du matériel prélevé par voie
invasive (liquide articulaire)

Détection de SARM par PCR a partir de frottis de
surveillance

Identification des ERV et SARM par PCR a partir de
culture positive

Ex mic : examen microscopique des échantillons ; Cult : culture sur milieux solides et liquides ; Id ATB : identification et détermination de 1’antibiogramme des
germes potentiellement pathogénes (méthode manuelle ou automate) ; LBA : lavage bronchoalvéolaire, PCR : « polymerase chain reaction » ; SARM-C :
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline communautaire, ERV : entérocoques résistants a la vancomycine.
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tisée de leur sensibilité aux antibiotiques a permis de réduire de
6 a 24 heures la durée nécessaire pour 1’obtention de résultats
utiles au clinicien et I’aider a adapter une antibiothérapie empi-
rique initiale ou instaurer un traitement antimicrobien appro-
prié. Deux études américaines ont démontré 1’impact d’une
prise en charge conventionnelle accélérée des échantillons cli-
niques sur la mortalité et la durée de séjour hospitalier des pa-
tients. Dans 1’'une de ces études, le séjour était raccourci de
maniére significative [3], alors que dans la seconde la mortalité
était réduite dans le groupe de patients dont les échantillons
avaient suivi un processus accéléré [4]. Dans 1'une et [’autre
de ces études, des économies étaient enregistrées dans les grou-
pes étudiés par rapport aux groupes témoins. Bien que ces étu-
des ne traitent pas spécifiquement des échantillons de patients
de soins intensifs, elles démontrent I’effet bénéfique de 1'utili-
sation d’automates pour accélérer I’identification et la détermi-
nation de la sensibilité des micro-organismes.

Le diagnostic moléculaire fait appel a différentes techniques
de laboratoire dont la plus connue est la PCR. La premiére
étape repose sur l’extraction du matériel génétique microbien
a partir de I’échantillon clinique, suivi par I’amplification ci-
blée d’un fragment de géne et enfin la détection du matériel
amplifi¢ par exemple au moyen d’une sonde spécifique. La
possibilité d’amplifier le matériel génétique directement a partir
de I’échantillon distingue les techniques moléculaires d’autres
tests rapides tels que les détections d’antigénes ou d’anticorps
qui sont fondées sur la formation de complexes immuns.
L’avantage théorique des techniques moléculaires est leur
grande sensibilité et leur bonne spécificité. Dans la pratique
toutefois, la sensibilité est réduite par une extraction souvent
suboptimale de la matrice d’acide nucléique et la présence de
substances toxiques qui inhibent en partie I’amplification de la
cible d’ADN. L’inconvénient majeur est le colt important en-
gendré par ce type d’analyse.

2.2. Infections respiratoires basses

Les pneumonies communautaires sont une pathologie fré-
quente. Moins de 10 % des patients vont étre hospitalisés et
9-14 % de ceux-ci seront admis en unités de réanimation. Mal-
gré une utilisation optimale des tests diagnostiques convention-
nels, pres de la moitié des épisodes restent sans agent étiolo-
gique identifié.

Récemment, deux tests immunochromatographiques de dé-
tection dans les urines d’antigénes de Streptococcus pneumo-
niae et Legionella pneumophila groupe 1 ont été commerciali-
sés pour le diagnostic de pneumonie due a ces agents. Ils
donnent des résultats en 15 minutes. La sensibilité du test di-
rigé contre S. pneumoniae varie selon les différentes études
entre 50 et 80 % avec une bonne spécificité (90-100 %) [5].
La sensibilit¢ maximale est obtenue chez les patients bactéri¢-
miques. Le test peut également étre utilisé directement dans le
lavage bronchoalvéolaire. La détection de I’antigéne urinaire
de L. pneumophila du sérogroupe I est un outil simple et effi-
cace pour I’identification de pneumonie a légionelle, la sensi-

bilité variant de 56 a 99 % selon les ¢tudes et la sévérité de
I’infection [6].

Plusieurs techniques d’amplification d’acides nucléiques ont
été décrites pour la détection d’agents infectieux de pneumo-
nies dites atypiques, notamment L. pneumophila, Mycoplasma
pneumoniae et Chlamydophila pneumoniae. Dans une de ces
études, une PCR multiplex permet de détecter en quelques heu-
res plusieurs pathogénes dans le méme tube d’analyse [7].
Dans une autre étude, les PCR dirigées spécifiquement contre
des germes atypiques et des virus ont permis d’augmenter le
nombre d’épisodes de pneumonies microbiologiquement docu-
mentés de 45 a 76 % [8].

Récemment, une PCR quantitative a été développée pour la
détection de S. pneumoniae et appliquée sur des expectorations
provenant d’un collectif de 129 patients. Les auteurs rapportent
une sensibilité de 90 % et une spécificité de 80 %. La PCR
quantitative devrait permettre de distinguer la colonisation du
tractus respiratoire par S. pneumoniae (ou par un autre germe)
d’une infection vraie [9].

2.3. Infections du systéeme nerveux central

La méningite bactérienne aigué acquise a domicile est une
infection grave causée par un nombre restreint de pathogénes
notamment S. pneumoniae (40-50 %) et Neisseria meningitidis
(30—40 %). Depuis I’introduction de la vaccination contre Hae-
mophilus influenzae, I’incidence de ce pathogéne a diminué de
maniére spectaculaire (<5 % des cas). Listeria monocytogenes
reste une cause typique et rare de méningite chez le patient
immunodéprimé et/ou agé (<5 % des cas, en dehors d’épidé-
mie alimentaire). Les démarches diagnostiques habituelles in-
cluent les examens microscopiques (Gram, bleu de méthyléne)
et la culture du liquide céphalorachidien ainsi que le préléve-
ment d’hémocultures. Le rendement de ces méthodes conven-
tionnelles est limité, en particulier lors d’administration d’anti-
biotique avant la réalisation de la ponction lombaire. Des
techniques moléculaires ont été¢ développées pour rechercher
spécifiquement les différents agents pathogenes séparément
puis conjointement dans un seul tube a essai [10,11]. La sensi-
bilité¢ varie selon le pathogéne de 88 a 95 % avec une bonne
spécificité. Les résultats sont disponibles en quatre a six heu-
res.

Cette approche semble prometteuse car le nombre de ger-
mes impliqués est restreint mais, a ce jour, la validation au
moyen d’étude prospective fait encore défaut. L’introduction
d’une technique ne dépendant plus de la culture bactérienne
pourrait contribuer a améliorer la prise en charge par une ad-
ministration précoce systématique d’antibiotiques notamment
lorsque la ponction lombaire doit étre différée (ce qui diminue
les chances de documenter une étiologie bactérienne par
culture). Des analyses cott-bénéfice ont montré lors de syn-
drome méningé le potentiel de la PCR notamment pour le diag-
nostic des entérovirus. La durée d’hospitalisation, la durée des
traitements antibiotiques et le nombre d’examens diagnostiques
étaient diminués de maniére significative [12].
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2.4. Infections systémiques

Le diagnostic conventionnel d’une bactériémie repose sur la
mise en évidence de germes a partir d’hémoculture. En unité de
réanimation, la fréquence des chocs septiques est de neuf cas
pour 100 admissions et la mortalité globale s’¢léve a 55 %
[13]. Le diagnostic de bactériémie nosocomiale est souvent
rendu difficile, par I’utilisation chez ces patients de traitement
antibiotique empirique. Les systémes automatisés d’analyse
des hémocultures permettent une surveillance presque en conti-
nu de la croissance microbienne et accélérent ainsi la détection
des micro-organismes, la majorité d’entre eux étant détectés en
24 heures.

L’utilisation de technique d’hybridation in situ au moyen de
sonde spécifique aux especes principales isolées d’hémocultu-
res permet d’obtenir une identification trois heures apres la dé-
tection positive pour plus de 95 % des isolats d’hémocultures
[14]. Les inconvénients majeurs de cette technique sont les
couts engendrés par l’utilisation de sondes multiples et le
temps de travail technique nécessaire a sa réalisation.

L’amplification par PCR d’organismes directement a partir
du sang au moment du prélévement suscite beaucoup d’espoir.
Dans une étude portant sur ’investigation de 111 épisodes fé-
briles chez des d’enfants neutropéniques, 80 % des épisodes
microbiologiquement documentés ont été positifs par PCR
(dont Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus sanguis, Micrococcus spp.). Dans ce méme col-
lectif, I’ADN bactérien a également été détecté dans 20 épiso-
des avec hémocultures négatives (dont 18 avec antibiothérapie
empirique préalable) ; dans plus de la moitié des cas, une bac-
térie & Gram négatif non fermentant a été identifiée par séquen-
cage (Acinetobacter spp., Pseudomonas spp., Moraxella spp.).
La signification clinique de ces identifications est difficile a
évaluer [15]. Dans une autre série pédiatrique, 51 échantillons
de sang natif provenant de 53 nouveaux-nés avec hémocultures
positives a Staphylococcus a coagulase négative, Streptococcus
agalactiae, S. aureus, Enterococcus spp. avaient une PCR am-
plifiant le 16S rRNA positive alors qu’aucun des 32 échantil-
lons de nouveau-né avec hémocultures négatives n’était positif
par PCR [16]. En raison de la gravité des bactériémies surve-
nant aussi bien chez I’adulte que chez I’enfant, le diagnostic au
moyen d’outil moléculaire représente un marché potentiel im-
portant et des trousses commerciales permettant la détection de
germes directement a partir du sang natif sont en phase finale
de développement.

2.5. Infections de cathéters intravasculaires

Les infections de cathéter sont la premiére cause de bacté-
riémies nosocomiales et leur nombre est estimé supérieur a
250 000 épisodes/an aux Etats-Unis [17]. Ces infections sont
difficiles a diagnostiquer et les manifestations cliniques sont
souvent non spécifiques. La pathogenése de ces infections est
attribuée a la colonisation extraluminale du cathéter par la flore
cutanée ou a la colonisation intraluminale survenant par exem-
ple lors de bactériémie transitoire. Plusieurs techniques micro-

biologiques ont été développées, certaines requerrant le retrait
du cathéter, les autres pas.

Parmi les premiéres, la méthode de culture semi-quantitative
de Maki est la plus fréquemment utilisée. La sensibilité de cette
méthode est de 78 % (spécificité de 88 %) pour les cathéters en
place dans le courant sanguin pendant une courte durée alors
que la sensibilité décroit si les cathéters sont laissés pendant
une durée prolongée [18]. D’autres techniques quantitatives
plus complexes analysent également la colonisation intralumi-
nale aprés agitation ou apres sonication de I’extrémité du ca-
théter dans un milieu liquide, la sensibilit¢ de ces techniques
s’éléve a 97,5 % et la spécificité a 88 % [19].

Plus récemment, des méthodes sans retrait du cathéter ont
été décrites, la plus simple étant 1’évaluation de la différence du
délai de positivité d’une hémoculture prise par le cathéter par
rapport a une hémoculture prise simultanément par voie vei-
neuse. Un délai supérieur a deux heures permet de poser le
diagnostic de bactériémie sur infection de cathéter avec une
sensibilité de 94 % et une spécificité de 91 % [20]. Trois-quarts
des cas d’infections provenaient de cathéters en place depuis
plus de 15 jours. La sensibilité de cette technique pourrait étre
réduite lorsque le cathéter est présent pour une durée plus
courte [21].

Un examen direct microscopique a la recherche de bactéries
directement dans le sang provenant du cathéter a été proposé.
Le sang est centrifugé et les germes intraleucocytaires sont vi-
sualisés au moyen d’un colorant fluorescent. Ce test est réali-
sable en 30 minutes, il présente une sensibilité de 87 % et une
spécificité de 94 % [22]. Ce test est cependant délicat a réali-
ser, il pourrait étre réservé a des situations particuliéres notam-
ment lorsqu’un cathéter est particuliérement précieux comme
c’est souvent le cas en pédiatrie.

La détection d’ADN bactérien par PCR quantitative a partir
de sang provenant de cathéter a été également décrite, la sen-
sibilit¢ du test est excellente 100 % avec une spécificité de
86 % [23], cette technique nécessite cependant d’étre validée
par d’autres groupes.

2.6. Endocardites

L’incidence globale de I’endocardite est de 1,7 a 6,2 cas/
100 000 personnes, ce taux s’éléve a 15/100 000 personnes
au-dela de 50 ans. On assiste a une modification de la popula-
tion a risque avec I’augmentation des endocardites chez les pa-
tients en hémodialyse ainsi que I’augmentation du nombre
d’endocardites nosocomiales liées a ’utilisation de matériel in-
travasculaire [24].

Le diagnostic microbiologique repose sur la pratique des
hémocultures. Chez un patient qui n’a pas regu d’antibiotiques,
trois hémocultures sur 24 heures ou en une heure si 1’état du
patient nécessite ’instauration urgente d’une antibiothérapie
empirique sont suffisantes en premicre intention. L’incubation
des flacons est généralement prolongée pendant 14 jours pour
permettre la détection des micro-organismes a croissance lente.
Cependant, cette mesure a été récemment remise en question
en raison du faible taux de détection de germes significatifs
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apres cinq jours de culture [25]. Si plus de 80 % des endocar-
dites sont a Streptococcus, Enterococcus et Staphylococcus, on
observe une augmentation de la fréquence des endocardites in-
fectieuses a S. aureus [26]. Cependant, une proportion variable
de cas, de 3 a 30 % selon les séries, demeurent sans agents
étiologiques décelés [27].

L’apport des méthodes conventionnelles pour I’analyse des
valves excisées est limité en raison de I’antibiothérapie préa-
lable et une approche par diagnostique moléculaire devrait étre
préférée. La technique préconisée est une PCR dite a large
spectre qui consiste a amplifier un géne présent dans 1’en-
semble des micro-organismes recherchés — généralement le
16S rRNA — puis de séquencer le produit d’amplification
pour déterminer le profil génétique du germe présent dans
I’échantillon clinique. Globalement, la PCR sur valve excisée
présente une sensibilité et spécificité équivalente a 1’histologie
généralement considérée comme la méthode de référence avec
une sensibilité de plus de 60 % et une spécificit¢ de 100 %
[28].

2.7. Infections urinaires

Les infections urinaires représentent jusqu’a 16 % des états
septiques chez les patients hospitalisés en réanimation [29]. Le
facteur prédisposant principal est la présence d’un cathéter uri-
naire. L’incidence de bactériuric augmente progressivement
avec la durée du portage du cathéter urinaire. Aprés cinq jours,
jusqu’a 50 % des patients développent une bactériurie. Chez le
patient sans cathéter urinaire, une culture d’urine supérieure a
10° ufc/ml signe généralement une infection urinaire. En pré-
sence d’un cathéter urinaire, la définition de 1’infection est
moins claire. Selon Stark [30], une culture supérieure a
10% ufc/ml est hautement prédictive d’une infection.

Le diagnostic conventionnel repose idéalement sur 1’examen
microscopique de 1’urine fraichement émise — milieu de jet ou
prélevé stérilement par la tubulure de la sonde urinaire, éven-
tuellement par ponction sus-pubienne — et la mise en culture
quantitative. Le diagnostic moléculaire n’est généralement
d’aucun intérét pour ce type d’infection.

2.8. Infections de la peau, des tissus mous et de I’appareil
locomoteur

Les infections de la peau et des tissus mous sont fréquentes.
Le diagnostic est essentiellement clinique et la majorité des
infections évoluent favorablement avec une antibiothérapie ap-
proprié¢e. La prise en charge et le diagnostic de ces infections
ont fait ’objet d’une revue récente [31]. En présence d’infec-
tions compliquées, de signes de toxicité systémique ou d’infec-
tion rapidement progressive, la recherche d’un agent étiolo-
gique est essentielle. Des hémocultures doivent étre prélevées
ainsi que des examens microbiologiques conventionnels par
ponction ou prélévements invasifs (chirurgie). Peu d’outils mo-
léculaires ont été développés pour le diagnostic des infections
des tissus mous. Lors de fasciites nécrosantes a Streptococcus
pyogenes, la détection de 1’exotoxine pyrogéne B (speB) était

positive par PCR chez tous les patients a partir des échantillons
cliniques natifs [32].

L’apparition dans la communauté de Staphylococcus aureus
résistant a la méthicilline (SARM-C) est un phénomeéne récent
et planétaire. Le SARM-C se distingue du SARM hospitalier
par sa propension a causer des infections cutanées et des tissus
mous ainsi que des pneumonies nécrosantes. Il posséde diffé-
rentes exotoxines notamment la leucocidine de Panton-Valen-
tine (PVL) trouvée dans plus de trois-quarts des isolats [33].
L’identification du SARM-C par la détection simultanée du
geéne de résistance a la méthicilline et de la toxine PVL a été
récemment reportée [34].

Le diagnostic étiologique des infections de ’appareil loco-
moteur repose lui aussi essentiellement sur les techniques
conventionnelles. La recherche de 1’agent étiologique est déter-
minante afin d’établir le traitement antibiotique approprié [35].
Les hémocultures sont positives dans prés de la moitié des cas
d’ostéomyélites acquises par voie hématogene.

Des biopsies multiples sont nécessaires notamment lors
d’infections liées a des implants. La sensibilité de la culture
varie entre 65-95 % selon les séries et le type d’infection
[36]. L’instillation de liquide synovial dans un flacon d’hémo-
culture est recommandée pour augmenter le taux de cultures
positives [37].

Différentes techniques moléculaires ont été investiguées
pour le diagnostic des infections de 1’appareil locomoteur. Glo-
balement, les méthodes utilisées ne sont pas suffisamment sen-
sibles et spécifiques pour remplacer les méthodes usuelles. Les
résultats obtenus lors d’arthrites septiques sont encourageants
mais le nombre d’échantillons testés est encore faible.

3. Détection de germes multirésistants

La résistance des micro-organismes aux antibiotiques est
souvent trés élevée dans les unités de réanimation et a fait I’ob-
jet de revue récente [38]. Plusieurs stratégies ont été envisagées
pour limiter le développement de la résistance et pour optimi-
ser 1’utilisation des antibiotiques [39,40]. Le laboratoire de mi-
crobiologie est impliqué notamment dans la recherche des
agents étiologiques des infections et 1’établissement d’antibio-
grammes pour favoriser la désescalade du traitement antimicro-
bien et réduire le spectre du traitement en fonction des résis-
tances observées.

Des techniques moléculaires pour la détection ciblée de mé-
canismes de résistance notamment la recherche des génes im-
pliqués dans la résistance a la méthicilline chez Staphylococcus
aureus (géne mecA) et a la vancomycine chez Enterococcus
(géne vanA) ont été développées. Dans deux études portant
sur le portage nasal de SARM, utilisant une technique de
PCR en temps réel, la sensibilité variait entre 92 et 100 %, avec
une spécificité entre 94 et 98 % en comparaison avec la culture
conventionnelle. Ce test, dont le résultat peut étre obtenu en
moins d’une heure [41], est destiné a compléter les outils de
préventions contre les infections nosocomiales.

En raison de la multiplicité des génes de résistance des ba-
cilles a Gram négatif impliqués dans la résistance notamment
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aux bétalactamines, les méthodes phénotypiques sont a 1’heure
actuelle les seules largement utilisées.

4. Conclusion

La gravité des pathologies infectieuses observées chez les
patients de réanimation justifie les besoins en techniques rapi-
des et performantes. Cette bréve revue a montré la variété im-
portante des agents étiologiques responsables des infections et
les lacunes actuelles des techniques conventionnelles et des
techniques moléculaires.

Les techniques moléculaires présentent néanmoins un po-
tentiel de développement trés important. L’apparition récente
des automates pour la réalisation des PCR va modifier le diag-
nostic des infections et rendre disponible ces techniques
24 heures sur 24. Les techniques moléculaires actuellement uti-
lisées sont devenues plus sensibles et permettent d’éviter une
partie importante des contaminations de laboratoire. Paralléle-
ment, de nombreux progrés sont réalisés. Les premiers concer-
nent 1’acquisition des connaissances biologiques du génome
des bactéries et des mécanismes de résistance aux antibioti-
ques. Les seconds concernent le développement de nouvelles
techniques permettant de déterminer simultanément de nom-
breuses cibles correspondant a I’ensemble des agents potentiel-
lement responsables d’une infection en fonction de son site.
Une limitation importante dans I’intégration de ces techniques
moléculaires est actuellement constituée par le surcotlit qu’elles
engendrent.

Dans le futur, les tests de diagnostic rapide, réalisables au lit
du malade (point of care testing [POCT] des anglo-saxons) et
les techniques de cultures conventionnelles seront surtout ap-
pliquées aux infections non compliquées, alors que les techni-
ques a forte valeur ajoutée (PCR, puces a ADN ou « DNA
chips ») seront réservées a la détection de facteurs de virulence,
de génes de résistance inhabituels, ainsi qu’au diagnostic et au
suivi d’infections compliquées survenant notamment chez les
patients immunodéprimés et les malades de réanimation.

Les techniques conventionnelles vont pendant plusieurs an-
nées rester les méthodes de référence notamment pour la détec-
tion des germes faciles a cultiver et qui nécessitent une déter-
mination rapide de leur sensibilité aux antibiotiques.
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