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INTRODUCTION

En pathologie humaine, les bactéries anaérobies sont responsables
d’infections pouvant toucher un grand nombre de parties du corps humain. Que
I'atteinte soit pleuro-pulmonaire, oto-rhino-laryngée, cutanée, intra-abdominale,
gynécologique ou osseuse, les bactéries anaérobies peuvent étre a [lorigine
d’infections modérées a sévéres avec une mortalité et une morbidité élevées

En pratique, les cliniciens traitent avec succes bon nombre de ces infections
en supprimant les pathogénes anaérobies parfois involontairement au cours d’une
antibiothérapie a large spectre. En effet, leurs mauvaises conditions de prélévement
et d’acheminement jusqu’au laboratoire ainsi que les délais de culture importants et
les codlts élevés liés a leur recherche font des bactéries anaérobies des pathogenes
sous diagnostiqués.

La gravité des infections causées par les bactéries anaérobies mérite que I'on
s’attarde sur ces germes afin de mieux les connaitre et mieux les identifier. Un
diagnostic rapide et précis permet la mise en place d’'une thérapeutique adaptée a
l'inverse d’un traitement probabiliste incertain. On évitera ainsi des effets indésirables
inutiles, des traitements parfois colteux et I'apparition de résistances.

Cette étude a pour but d’évaluer l'efficacité d’'un matériel d’identification
automatique de la plupart des bactéries anaérobies et des espéces de
corynébactéries frequemment rencontrées en microbiologie clinique, et non encore
utilisé au sein du Laboratoire de Bactériologie du C.H.U. de Poitiers au cours de
cette étude : la carte VITEK® 2 ANC.

Dans un premier temps, nous évoquerons des généralités sur les bactéries
anaérobies et corynébactéries (habitat, pathogénicité et diagnostic) puis nous
verrons comment elles peuvent étre identifiées en laboratoire.

Par la suite, nous présenterons la carte VITEK® 2 ANC de bioMérieux ainsi
gue les tenants et aboutissants du travail expérimental réalisé entre Janvier 2011 et
Septembre 2012 au laboratoire du C.H.U. de Poitiers.

Pour finir, les résultats de I'identification de ces bactéries obtenus a l'aide de
lautomate VITEK® seront comparés & ceux obtenus par les techniciens grace aux
galeries API® et/ ou au séquencage.




LES BACTERIES ANAEROBIES

l. Généralités

A. Caractéristiques principales

1. Toxicité de I’oxygéne

Les bactéries anaérobies constituent un ensemble tres complexe de bactéries
ayant comme point commun l'incapacité, totale ou partielle, de cultiver en présence
de dioxygene. Ce caractere connu depuis longtemps peut étre aisément observeé lors
d’'une culture de ces germes en anaérobiose simple en utilisant par exemple la
gélose VF (Viande-Foie), milieu de culture utilisé en microbiologie pour étudier le
type respiratoire d’une bactérie (donc ses rapports avec 'oxygene) (Figure 1). Les
bactéries anaérobies ne se développant qu’a I'abri du dioxygéne, elles coloniseront
de fait la partie basse du milieu de culture.

| Résultats

Type aérobie strict : culture en
haut du tube (donc seulement en
présence de dioxygeéne)

Type aéro-anaérobie : culture
dans tout le tube (présence et
absence de dioxygene)

Type anaérobie strict : culture
en bas du tube (en I'absence de
dioxygeéne)

Type micro-aérophile : culture
en haut du tube, légerement sous
la surface (zone de pression faible
en dioxygene mais dont la

présence est indispensable) t /

Figure 1 : Aspect du milieu VF avant (gauche) et aprés (droite) inoculation et incubation d’une
bactérie aéro-anaérobie facultatif. (Photographie personnelle)




Les bactéries anaérobies sont inhibées ou tuées par I'oxygéne atmosphérique
en raison de leur déficience en transporteurs d’électrons (1). Cette déficience
entraine la formation de composés toxiques comme l'ion superoxyde (O,") ou le
peroxyde d’hydrogene (H»O,) qui possédent un pouvoir oxydant puissant, dégradant
les molécules organiques (ADN, protéines).

Des enzymes peuvent éliminer ces composes :

e l|a superoxyde dismutase
e |a catalase
e les peroxydases.

Les étres vivants qui ne possedent pas ces enzymes meurent en présence
d’'oxygéne et sont donc anaérobies strictes. Une bactérie anaérobie est donc
incapable de se multiplier dans I'atmosphére normale et nécessite une atmosphére
réduite en oxygene.

Le degré de sensibilité a I'oxygéne est toutefois variable d’'une espece a
lautre. Ainsi, Bacteroides fragilis, parmi les espéces les moins sensibles, ne se
multiplie pas lorsqu’il est exposé a I'air mais peut y survivre des heures, voire méme
plusieurs jours (2) alors que d’autres bactéries anaérobies strictes comme
Clostridium novyi sont tuées si elles restent seulement quelques minutes au contact
de l'air (3).

Certaines bactéries, dites E.O.S. (Extremely Oxygen Sensitive) ne peuvent
survivre, méme brieévement, en présence dioxygéne. Ces germes sont d’isolement
difficile ; leur culture ne pourra s’obtenir que dans certaines conditions d’incubation.

2. Classification des anaérobies (Taxonomie)

Des infections a bactéries anaérobies ont été décrites dés I'’Antiquité, mais
c’est seulement en 1877 que Pasteur et Joubert ont cultivé la premiére bactérie
anaérobie pathogene : Clostridium septicum.

A la fin du XIX®*™ siécle, les découvertes se sont multipliées avec Veillon,
Welch, Nicolaier, Vincent, etc. Ainsi dés 1898, grace a Veillon, deux grands groupes
de bactéries anaérobies ont été difféerenciés: la flore tellurique, exogene,
toxinogene, constituée de bactéries de l'actuel genre Clostridium (C. tetani, C.
botulinum, C. perfringens, ...) et la flore endogéne non toxinogéne mais virulente
qui fut par la suite nommée “flore de Veillon”.

Au début du XX*™ siécle, de nombreux médecins et biologistes francais ont
contribué, par leurs observations cliniques et leurs travaux a l'Institut Pasteur, a une
plus grande connaissance de ces bactéries et a leur classification. Depuis le milieu
du XXM siécle, des équipes américaines — Moore et ses collaborateurs au Virginia
Polytechnic Institute ainsi que Finegold et ses collaborateurs a I'Université de
Californie — ont également beaucoup apporté a la classification de ces bactéries.



lls ont en outre amélioré et simplifié les techniques d’isolement et
d’identification de ces bactéries permettant ainsi a la plupart des laboratoires de les
rechercher et de les identifier selon les mémes critéres.

A la fin du XX®™ siécle, la nomenclature de ces bactéries a été régulierement
mise a jour selon les résultats des nombreux travaux réalisés. Ces derniéres années,
la taxonomie des bactéries anaérobies strictes a été en perpétuelle évolution, en
particulier celle des bacilles a Gram négatif (4).

Quelgues exemples de travaux ayant participé a leur classification :

- production des acides terminaux du métabolisme bactérien, analysée par
chromatographie liquide en phase gazeuse (5) ;

- composition en acides gras de la paroi bactérienne (6) ;

- composition en bases de I'ADN, migration et étude du polymorphisme
allélique des enzymes métaboliques (7) ;

- composition en quinones isoprénoides (8, 9) ;

- spectrométrie de masse (10).

Mais les plus grands bouleversements sont intervenus en fonction des
résultats obtenus par la biologie moléculaire et notamment I'étude de la séquence du
géne de l'acide ribonucléique ribosomal 16S (ARN, 16S) ou encore la technique
d’hybridation ADN/ADN (11, 12).

La taxonomie des bactéries anaérobies a subi de profonds bouleversements
en raison d’un intérét plus grand pour ces bactéries longtemps ignorées et de
méthodes d’étude de plus en plus performantes. Les tableaux 1 et 2 donnent une
classification récente des principaux genres et espéces rencontrés chez ’homme.

Bacilles a Gram négatif Cocci a Gram négatif

Bacteroides Veillonella atypica, dispar, parvula
groupe fragilis : caccae, distasonis, eggherthii, fragilis, merdae, ovatus, stercoris, Acidaminococcus fermentans
thetaiotaomicron, uniformis, vulgatus Megasphera elsedenii

autres : capillosus, coagulans, galacturonicus, pectinophilus, putredinis, pyogenes,
splanchnicus, tectus, ureolyticus
Bilophila wadsworthia
Fusobacterium gonidiaformans, mortiferum, naviforme, necrophorum, nucleatum,
russii, varium, ulcerans
Leptotrichia buccalis, sanguinegens
Porphyromonas asaccharolytica, cangingivalis, circumdentaria, endodontalis,
gingivalis, levii, macacae, salivosa
Prevotella bivia, buccae, buccalis, corporis, dentalis, denticola, disiens, enoeca,
heparinolytica, intermedia, loescheii, melaninogenica, nigrescens, oralis, oris,
oulorum, pallens, tannerae, veroralis, zoogleoformans

Tableau 1 : Principales bactéries anaérobies a Gram négatif isolées chez I'homme.



Bacilles a Gram positif Cocci a Gram positif

Actinobaculum schaalii Anaerococcus hydrogenalis,
Actinomyces canis, catuli, europaeus, funkei, georgiae, gerencseriae, graevenitzii, lactolyticus, octavius,
israelii, meyeri, naeslundii, neuii, odontolyticus, radicidentis, radingae, turicensis, prevotii, tetradius, vaginalis
urogenitalis, viscosus Finegoldia magna
Atopobium fossor, minutum, parvulum, rimae, vaginae Gallicola barnesae
Bifidobacterium adolescentis, angulatum, asteroids, bifidum, breve, catenulatum, Peptococcus niger
denticolens, dentium, infantis, lactis, longum, pseudocatenulatum, pseudolongum Peptoniphilus

Bulleidia extructa asaccharolyticus, harei,
Catenibacterium mitsuokai indolicus, ivorii, lacrimalis
Clostridium baratii, bifermentans, botulinum, butyricum, cadaveris, clostridioforme, difficile, ~Peptostreptococcus

fallax, glycolicum, hastiforme, histolyticum, innocuum, limosum, malenominatum, novyi, anaerobius, micros,
paraputrificum, putrefaciens, putrificum, perfringens, ramosum, septicum, sordellii, productus

sporogenes, subterminale, symbiosum, tertium, tetani

Collinsella aerofaciens, intestinalis, stercoris

Cryptobacterium curtum

Eggerthella lenta

Eubacterium brachy, combesii, contortum, cylindroides, infirmum, limosum, minutum,
moniliforme, multiforme, nitrogenes, nodatum, rectale, saburreum, saphenum, tenue,
tortuosum, ventriosum, vurii

Holdemania filiformis

Lactobacillus acidophilus, brevis, delbrueckii, casei, catenaformis, cellobiosus, coryniformis,
crispatus, curvatus, fermentum, fornicalis, helveticus, iners, jensenii, oris, rhamnosus,
salivarius, vaginalis

Mobiluncus curtisii, mulieris

Mogibacterium diversum, neglectum, pumilum, timidum, vescum

Propionibacterium acnes, avidum, granulosum, propionicus

Slackia exigua, heliotrinireducens

Tableau 2 : Principales bactéries anaérobies a Gram positif isolées chez ’lhomme.

Parmi les bacilles a Gram négatif, le genre Bacteroides a été divisé en 1989
en trois genres principaux — Bacteroides, Prevotella et Porphyromonas — par les
équipes de Shah et Collins (8, 9). Du fait de I'extréme hétérogénéité des souches de
Bacteroides, ils ont fait éclater ce genre et ont créé Prevotella et Porphyromonas. A
la différence des Bacteroides du groupe fragilis, les Prevotella et Porphyromonas ne
produisent ni glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) ni 6-phosphogluconate
déshydrogénase.

De nouvelles especes ont également été décrites dans ces trois genres. Dans
le genre Bacteroides, le groupe fragilis est bien individualisé mais d’autres espéces,
appartenant toujours au genre Bacteroides, seront probablement reclassées dans
des genres nouveaux. Ainsi, Bacteroides gracilis est devenu Campylobacter gracilis
en 1995 (13) et Bacteroides forsythus est devenu Tannerella forsythensis en 2002
(24).

Parmi les bacilles a Gram positif, de nouveaux genres ont été créés pour des
especes appartenant jusqu’alors au genre Eubacterium : Collinsella (15), Eggerthella
(16), Mogibacterium (17).

Le genre Peptostreptococcus, qui regroupait presque tous les cocci a Gram
positif isolés en clinique, a été divisé en plusieurs nouveaux genres : Anaerococcus,
Gallicola, Peptoniphilus, Schleiferella (18), Finegoldia (19) et Peptostreptococcus
(20).



. Origine des bactéries anaérobies

Elles peuvent provenir de I'environnement, mais les bactéries anaérobies sont
la plupart du temps issues de la flore endogéne de 'homme (21).

A. Environnement

Les bactéries anaérobies sont fréquentes dans le sol et les eaux (douces et
salées). Elles sont parfois retrouvées a la surface des végétaux. Elles peuvent jouer
un réle de pathogénes opportunistes si elles disposent d’'une porte d’entrée,
notamment une bralure, une blessure ou une morsure.

B. Flore commensale anaérobie chez ’homme

Les bactéries anaérobies font partie de la flore endogene normale de
’'homme. La flore normale exerce des effets bénéfiques (22) :

- maintien _de I'équilibre _du milieu : elle est responsable du fait qu'un
microorganisme pathogéne ne peut accomplir la premiére étape d’une
infection, a savoir coloniser la peau et les muqueuses, par manque de place ;
cette fonction est appelée résistance a la colonisation ;

- stimulation permanente du systéme immunitaire, du fait de la pénétration
frequente d’agents commensaux dans les tissus de I'héte lors de
microtraumatismes ;

bY

Les bactéries anaérobies sont confinées a certains sites anatomiques par
différentes structures (paroi intestinale par exemple) qui les empéchent, dans les
conditions homéostasiques, de coloniser de nouveaux territoires.

Toutes les surfaces du corps humain sont colonisées par cette flore
commensale dont le r6le principal est de nous protéger de linvasion par un agent
pathogéne (23). Ces flores, dont la proportion de bactéries anaérobies peut étre
grande (Tableau 3), sont présentes sur la peau, dans la bouche, le nez, la gorge, le
tractus intestinal bas, le vagin et la portion terminale de l'urétre (24).

La nature des bactéries varie selon les sites anatomiques. Ces bactéries ne
deviennent pathogenes que si elles sont déplacées vers une zone habituellement
stérile, a 'occasion de traumatismes, d’interventions chirurgicales, de nécrose ou de
maladies dégénérative ; elles peuvent ainsi sortir de leur confinement et causer des
dommages de sévérité variable (21, 25).



Site anatomique Nombre de bactéries (gou mL?) Rapport anaérobies / aérobies

Bouche
salive 10%-10° 1/1
surface dentaire 10"°-10" 1/1
sillon gingival 10''-10% 1000/1
Tractus gastro-intestinal
estomac 10%-10° 11
intestin gréle 10%-10* 11
iléon 10%-10’
11 12 1/1
colon 107°-10
Vagin 10%-10° 1000/1
3a5/1

Tableau 3: Concentration bactérienne selon les sites anatomiques et ratio anaérobies / aérobies (24).

1. Peau

Les bactéries anaérobies présentes sur la peau appartiennent essentiellement
aux genres Propionibacterium et Peptostreptococcus. P. acnes est présent au niveau
des follicules pileux, dans les zones riches en sébum. P. granulosum est retrouvé
dans les mémes zones mais en quantité dix fois moins grande. P. avidum est plus
souvent isolé des zones cutanées humides.

Ces bactéries produisent des acides gras volatils qui s’opposent a la
multiplication des bactéries exogenes (24). Dans certaines situations pathologiques
(escarre sacrée par exemple), la flore cutanée peut étre contaminée par de la flore
fécale.

2. Nez
La flore nasale est voisine de celle de la peau.
3. Bouche et pharynx

Des bactéries anaérobies sont présentes dans les cryptes amygdaliennes,
entre les papilles de la langue, sur la plaque dentaire et surtout dans le sillon
gingival.

En dehors des Bacteroides du groupe fragilis et des bacilles a Gram positif du
genre Clostridium, presque tous les genres bactériens anaérobies peuvent étre
présents dans la bouche. La flore bucco-pharyngée associe notamment
Fusobacterium (en particulier F. nucleatum), Prevotella, Porphyromonas, Leptotrichia
(en particulier L. buccalis), Veillonella, Eubacterium, Actinomyces, Bifidobacterium,
Lactobacillus et des cocci anaérobies a Gram positif et négatif.

Lorsque ces bactéries anaérobies adhérent a la plaque dentaire, elles
contribuent a la formation des caries et peuvent générer des maladies parodontales
(26).



4, Tractus digestif

La quantité de bactéries anaérobies augmente au fur et a mesure que l'on
descend vers le colon.

(Esophage, estomac et duodénum sont peu colonisés, probablement en
raison de l'acidité et d'un potentiel d’oxydoréduction relativement haut. L’iléon
terminal et le colon sont riches en micro-organismes (10* & 102 bactéries par
gramme de feces). Ces bactéries jouent un rdéle important dans la digestion des

aliments, la synthese de vitamines, la stimulation du systéme immunitaire, etc.

Parmi plus de 400 especes différentes colonisant ce site anatomique, les
bactéries anaérobies sont cent a mille fois plus nombreuses que les bactéries
aérobies et appartiennent aux genres Bacteroides (groupe fragilis en particulier),
Bifidobacterium, Clostridium, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium, Bilophila
(B. wadsworthia en particulier), Actinomyces, Eubacterium, Lactobacillus,
Propionibacterium ou encore des cocci anaérobies a Gram positif et négatif.

5. Tractus génito-urinaire

Seulement quelques bactéries sont présentes dans la portion terminale de
'uréetre.

La flore vaginale anaérobie de la femme est, dans les conditions normales,
principalement composée de Lactobacillus, de cocci a Gram positif et de bacilles a
Gram négatif (Prevotella disiens, P. bivia). La composition de cette flore varie en
fonction de I'age, selon 'imprégnation hormonale (27) :

- de la puberté a la ménopause, les bactéries les plus importantes sont les
lactobacilles qui produisent de 'acide lactique a partir du glycogéne, abaissant
le pH autour de 4,5. Cette acidité empéche la multiplication d’autres
bactéries ;

- pendant la menstruation, le pH augmente et favorise alors la prolifération de
bactéries anaérobies exogénes notamment celles appartenant aux genres
Fusobacterium, Bacteroides, Actinomyces, Bifidobacterium,
Propionibacterium, Mobiluncus et Gardnerella (notamment G. vaginalis).

lll. Facteurs de pathogénicité des bactéries anaérobies

bY

Le terme pathogénicité se rapporte a une espece, le terme virulence se
rapporte a l'ampleur de la propriété pathogéne d’une souche d'une espéce
pathogéne. A ces deux termes, on peut mettre en parallele la sensibilité d’une
espece hote (homme, animal) et la réceptivité d’un individu d’'une espéce héte
sensible.



Dans des conditions normales, les muqueuses et la peau hébergent un grand
nombre de bactéries anaérobies. Ces micro-organismes n’ont aucun pouvoir invasif,
mais tout déplacement de ces bactéries vers les tissus voisins peut former un foyer
primitif puis entrainer une infection locale.

A partir de ce foyer primitif, les bactéries anaérobies vont se développer et
diffuser dans les tissus du voisinage. Elles se comportent alors comme des bactéries
opportunistes.

Il en est de méme pour les infections exogenes : les Clostridium telluriques,
par exemple, pénétrent a I'occasion de blessures et se développent en profitant de
circonstances favorables.

D’autres facteurs, développés ci-apres, peuvent également intervenir dans
cette pathogénicité (28).

A. Svynerqie bactérienne

Un pus anaérobie contient souvent six a huit micro-organismes différents, dont
la spécificité de chacun peut contribuer au développement de I'infection.

B. Déficience immunitaire

Une déficience immunitaire est globalement favorable a la survenue d’une
infection. Il n'est pas rare qu’une infection a bactéries anaérobies se manifeste au
cours du diabéte, d’un cancer ou d’une leucose.

C. Inhalation du contenu stomacal

Le contenu acide de l'estomac crée des lésions ocesophagiennes ou
bronchiques et peut permettre I'installation de bactéries anaérobies provenant de la
flore bucco-dentaire.

D. Ischémie tissulaire

Par un abaissement local de la pression partielle en oxygene, lischémie
tissulaire favorise la survenue d’infections a germes anaérobies. De plus, la prise en
charge thérapeutique est rendue difficile par la mauvaise diffusion des traitements
antibiotiques au sein du tissu touché (28).

E. Sécrétion d’enzymes et de toxines

Les especes anaérobies les plus pathogenes sécrétent des enzymes et des
toxines. Ainsi, les Bacteroides du groupe fragilis sont les plus virulents et les plus
frequemment rencontrés dans les septicémies et les infections intra-abdominales
(29, 30): des souches de Bacteroides fragilis productrices d’'une entérotoxine
responsable de diarrhée aigiie chez des enfants ont été déecrites (31).



Bacteroides fragilis, I'espéce la plus souvent rencontrée, possede de nombreux
facteurs de virulence :

un lipopolysaccharide (LPS) de surface qui joue un réle dans I'adhésion aux
cellules épithéliales et endothéliales ;

la production d’une endotoxine (de nature lipopolysaccharidique) ;

une capsule (polysaccharidique) qui favorise la formation d’abces ;

un systeme efficace de captation du fer a partir de 'hémine (provenant
notamment de I'hémoglobine, rendue accessible a la suite de I'activité d’'une
hémolysine) ;

la production d’un certain nombre d’enzymes permettant a la bactérie de
diffuser dans les tissus (telles que collagénase, hyaluronidase, fibrinolysine,
neuraminidase, héparinase, protéase, etc.) ou permettant encore de supporter
la teneur en oxygene du sang artériel (enzymes antioxydantes telles que
catalase et superoxyde dismutase) ou de résister aux antibiotiques (béta-
lactamase) (32).

D’autres bactéries anaérobies de la flore de Veillon, qui peuvent étre

impliqguées dans des pathologies infectieuses, possedent des facteurs de
virulence (33) :

Fusobacterium necrophorum, responsable du syndrome angine-infarctus
pulmonaire de Lemierre, produit une hémolysine, des facteurs d’agrégation
plaguettaire, une endotoxine liée au LPS, des lipases, une hémagglutinine et
une leucotoxine (extracellulaire) ;

plusieurs especes du genre Prevotella, en particulier P. intermedia et P.
melaninogenica, possedent une capsule de nature polysaccharidique ;

Porphyromonas gingivalis joue un réle important dans la pathologie
buccodentaire car il posséde des facteurs d’adhésion (hémagglutinines), des
enzymes favorisant sa diffusion (collagénase, trypsinase, hexoaminidase,
protéase) et également une endotoxine liée au LPS ;

Clostridium perfringens possede une phospholipase C (létale, nécrosante et
hémolytique), quatre autres toxines létales et nécrosantes, cing hémolysines,
une phosphatase acide, une sphingomyélinase, etc. ;

parmi les cocci a Gram positif, 'espéce Finegoldia magna est la plus souvent
isolée en pathologie, notamment dans les infections ostéo-articulaires. Il a été
montré qu’elle était capable d’adhérer au collagene et au fibrinogéne et de
produire une collagénase (34, 35).

F. Production de gaz

Certaines bactéries anaérobies produisent de grandes quantités de gaz,

correspondant a des acides gras volatiles, qui peuvent cliver et comprimer les tissus
et ainsi favoriser la diffusion de l'infection.
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V. Scénario typique d’une infection a anaérobie

Les maladies infectieuses se constituent du fait d’intéractions variables entre
un agent infectieux et un macro-organisme possédant des mécanismes de défense
spécifiques et non spécifiques. Ces interactions sont aussi dénommées « relations
hote-parasite ».

Les symptdmes d’'une maladie découlent d’'une part des Iésions cellulaires et
tissulaires provoquées par I'agent nocif, et d’autre part des réactions de défense de
'héte.

Un réle important dans la genése d’une infection est dévolu a la flore normale
(dite commensale) de la peau et des muqueuses. D’'une part elle peut provoquer des
infections endogénes commensales, d’autre part elle est prépondérante dans la
résistance a la colonisation par un agent pathogene (22).

Concernant les anaérobies, le scénario typique du déroulement de I'infection
refléte 'enchainement d’étapes décrit ci-dessous.

A. Destruction tissulaire initiale

Il existe des conditions qui prédisposent le patient a l'infection : traumatisme,
accident, extraction dentaire, rupture de I'appendice, chirurgies orale, gynécologique
ou abdominale, etc. Ces évenements sont responsables de la destruction tissulaire
initiale.

B. Développement de l'infection primaire

Cette étape n’est pas forcément initiée par les bactéries anaérobies. Les
bactéries aéro-anaérobies facultatifs réduisent localement le potentiel
d’oxydoréduction et créent les conditions favorables au développement des bactéries
anaérobies commensales présentes au niveau du site de l'infection.

Suivant la localisation de l'infection, les bactéries anaérobies sont incriminées
dans des affections telles que sinusite ou otite chroniques, actinomycose,
pneumonie, pleurésie, dermite, ostéite, salpingite, vaginose, péritonite, etc.

C. Dissémination

Les bactéries peuvent gagner la circulation sanguine puis disséminer dans
tout 'organisme.

D. Colonisation

A distance, la ou une mauvaise vascularisation créee des conditions
d’anaérobiose, des micro-caillots bactériens vont se multiplier dans les capillaires
étroits, créant ainsi un ou plusieurs thrombus sceptiques.
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E. Abcédation

Un abces se formera et des bactéries pourront alors disséminer par voie
hématogene vers d’autres sites.

F. Complications systémiques

Les complications peuvent apparaitre a

la suite d'un

meécanisme

physiopathologique qui est fonction de l'agent causal et / ou de sa localisation
tissulaire, notamment (24) :

une hémolyse intra-vasculaire ;
une nécrose tissulaire ;

un choc ;

une coagulation intra-vasculaire ;
un collapsus cardiovasculaire.
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LES BACTERIES ANAEROBIES AU
LABORATOIRE

Les bactéries anaérobies sont de plus en plus souvent isolées dans de
nombreuses infections endogénes. L’amélioration des techniques diagnostiques et
'augmentation des patients a terrains fragiles en sont des explications.

En effet, des lors que les prélévements, 'acheminement au laboratoire et les
méthodes de culture sont effectués selon les régles appropriées, leur isolement
devient plus fréquent.

l. Généralités

A. Historigue

1. Postulats de Henle-Koch

Vers la fin du XIX°™ siécle, on met en évidence dans de nombreuses
maladies connues de longue date des micro-organismes considérés deés lors comme
responsables de la survenue de ces maladies, selon les postulats de Henle-Koch
établis en 1890 par R. Koch (22).

Ces postulats sont librement formulés :

- lagent pathogéne que lon met en rapport avec les modifications
pathologiques et I'évolution clinique d’'une maladie doit étre isolé ;

- avec une culture pure de l'agent pathogéne, une maladie identique (chez
’'homme) ou analogue (chez I'animal) doit pouvoir étre reproduite ;

- l'agent pathogéne ne doit pas apparaitre comme « parasite aléatoire » dans
d’autres maladies ou chez le sujet sain.

C’est a partir de ces postulats que les causes d’une maladie infectieuse sont
encore établies aujourd’hui.

Si ces criteres ne sont pas tous remplis, cela n’exclut cependant pas le réle
étiologique d’'un agent pathogene isolé. C’est essentiellement dans des infections ou
'agent pathogéne ne peut étre cultivé in vitro que ces critéres classiques ne peuvent
étre remplis.
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B. Diagnostic de laboratoire en infectiologie

Les infections sont diagnostiquées de facon directe par la mise en évidence
de l'agent infectieux ou de l'un de ses éléments constitutifs, ou indirecte par la
détection d’anticorps.

Pour le diagnostic de laboratoire, les conditions préalables indispensables
sont le prélevement correct d’'un échantillon adéquat et son transport adapté. Les
procédés classiques de mise en évidence directe de I'agent pathogéne comprennent
la microscopie et la culture. L’identification prend alors en compte des
caractéristiques morphologiques, physiologiques et chimiques.

Aujourd’hui, la mise en évidence de séquences de nucléotides spécifiques
d’'un agent infectieux par des techniques de biologie moléculaire prend une place de
plus en plus importante. La biologie moléculaire a un statut de méthode
d’identification de référence.

1. Conditions préalables et méthodologie générale

La microbiologie diagnostique ou clinique prend en compte le diagnostic de
laboratoire des infections. Pour exploiter toutes les compétences du laboratoire au
bénéfice des patients, une coopération entre le médecin clinicien et le personnel du
laboratoire est indispensable.

Les pré-requis a cela sont d’'une part une connaissance de la physiopathologie
et de la clinique des infections par le personnel du laboratoire, et d’autre part une
connaissance du travail de laboratoire par le médecin clinicien.

Les méthodes traditionnelles pour la mise en évidence directe de I'agent
infectieux reposent sur la microscopie, la culture et la mise en évidence d’éléments
spécifiques tels qu’une toxine ou un antigene.

2. Matériel d’analyse

La nature du matériel a analyser dépend :

- de la présomption diagnostique clinique ;
- de la localisation de I'infection ;
- de I'espéce d’agent infectieux suspecté.

En regle générale, afin d’isoler 'agent infectieux précocement, il convient de
prélever du matériel a analyser avant de débuter un traitement anti-infectieux.

Le transport du matériel vers le laboratoire doit se faire dans des
conditionnements spécifiques qui comportent souvent des milieux de transport, ceux-
ci étant soit enrichis en éléments sélectifs de croissance (flacon d’hémoculture par
exemple), soit purs, si dépourvus d’éléments nutritifs.
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Le matériel doit étre accompagné d’'une demande d’examen rassemblant les
informations nécessaires pour une meilleure interprétation. Les laboratoires doivent
pouvoir disposer des données cliniques permettant d’orienter les procédures
d’analyse.

3. Sécurité dans un laboratoire d’analyse

Le personnel de laboratoire manipule régulierement, par la force des choses,
des microorganismes pathogénes. Il doit donc suivre rigoureusement des regles
spécifiques de travail pour ne nuire ni a soi, ni aux autres, ni a I'environnement.

La sécurité d’'un laboratoire débute par des contraintes de construction et
d’équipement (exemple : laboratoire sous pression négative, sas de sécurité, etc.).
Elle se poursuit par le respect des regles de base du travail dans un laboratoire de
microbiologie, a savoir :

o interdiction de manger, boire, fumer ;

o port de tenues de protection ;

o promotion du pipetage mécanique ;

o désinfection des mains et des surfaces de travail a la fin de toute
procédure et immédiatement en cas de contamination ;

collecte méthodique du matériel contaminé ;

contréle de la santé du personnel ;

o procédures validées et formation du personnel.

o O

[I. Recherche de bactéries anaérobies

A. Objectifs

La recherche de bactéries anaérobies s’inscrit dans le cadre du diagnostic
étiologique de diverses suppurations fermées, essentiellement d’origine endogene,
mais également dans celui d’infections superficielles faisant suite a une morsure ou
un traumatisme (36).

Cette recherche doit étre systématique dans certains cas :

présence de gaz dans les tissus ;

odeur fétide de I'échantillon ;

formation d’abces, de gangrenes, de nécrose du tissu ;

examen microscopique évocateur (Fusobacterium spp., Clostridium

spp., etc.).

o O O O

La recherche de bactéries anaérobies ne doit pas étre effectuée a partir de
prélevements naturellement colonisés par une flore en partie anaérobie. Puisque les
anaérobies ne sont pathogénes que si on les retrouve dans un site d’ou ils sont
normalement absents, cela signifie qu’il est indispensable de connaitre la flore
anaérobie humaine.
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B. Description

1. Prélevement

Deux regles importantes sont a respecter (24) :

- ne pas contaminer I'échantillon prélevé par une flore dite « normale » ;
- réduire au maximum le contact avec I'oxygéne de I'air.

Tous les sites normalement colonisés ne doivent pas étre prélevés pour une
recherche de bactéries anaérobies. Sont ainsi proscrits les prélevements buccaux et
pharyngeés, les expectorations, selles, urines et écouvillonnages vaginaux.

Tout site proche d’'une muqueuse doit au préalable étre décontaminé en
surface, ou bien le mode de prélevement doit permettre d’éviter la zone colonisée.

a) Technique de préléevement

Le prélevement est effectué dans le service clinique ou au bloc opératoire.
Quelques régles sont nécessaires pour garantir sa qualité :

éviter le contact avec l'air ;

éviter la dessication ;

ne pas utiliser d’écouvillons secs ;

éviter la contamination par la flore commensale ;

prélever dans la zone la plus profonde de la lésion ;

respecter les délais et conditions de conservation avant l'arrivée au
laboratoire.

0O O 0O 0O O O

Les écouvillons, bien que déconseillés, sont parfois le seul moyen de prélever.
lls sont alors acheminés au laboratoire dans des milieux de transport de type gélose
molle.

Les pus et liquides aspirés, de faible volume, sont immédiatement inoculés
dans un milieu de transport (24). La plupart des bactéries anaérobies d’intérét
médical peuvent néanmoins survivre plusieurs heures dans un pus de volume
supérieur a 1 mL ou dans une biopsie tissulaire (37).

b) Délais et conditions de conservation avant l'arrivée au
laboratoire

Les prélévements sont maintenus droits et a température ambiante, les
températures basses favorisant la diffusion de 'oxygéne. lls doivent étre acheminés
au laboratoire le plus rapidement possible.
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C) Renseignements cliniques

Sur la feuille de prescription accompagnant le prélevement doivent figurer :

- la température interne du patient ;

- le traitement anti-infectieux en cours ;

- le jour et 'heure du prélevement ;

- le site et la nature précise du prélevement.

2. Analyse

a) Liste des pathogénes a rechercher

Les genres bactériens anaérobies les plus souvent impliqués en fonction du
contexte infectieux sont indiqués dans le tableau suivant.

‘ CONTEXTE INFECTIEUX BACTERIES ANAEROBIES

Infections oculaires Actinomyces, Clostridium, Propionibacterium

Eubacterium, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella,
Treponema
Actinomyces, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella,
Propionibacterium
Actinomyces, Bacteroides, Clostridium, Fusobacterium,
Prevotella, Propionibacterium

Infections dentaires

Infections ORL

Abceés cérébraux

Infections pleuro-pulmonaires Actinomyces, Fusobacterium, Prevotella

Actinomyces, Bacteroides, Clostridium, Fusobacterium,

Infections ostéo-articulaires . .
Prevotella, Propionobacterium

Infections de la peau et des tissus

Bacteroides, Clostridium, Fusobacterium
mous

Bacteroides, Bilophila, Clostridium, Egghertella,

Infections intra-abdominales .
Fusobacterium

Endométrites Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas

Infections par un dispositif intra-
utérin
Tableau 4 : Bactéries anaérobies pouvant étre incriminées en fonction du contexte infectieux.

Actinomyces, Eubacterium

b) Examen macroscopiqgue

La recherche de bactéries anaérobies est souvent orientée par I'aspect du pus
(purulent ou non) et la présence éventuelle d’'une odeur nauséabonde (évocatrice de
la présence d’anaérobies) (24).

C) Examen direct

Un frottis est réalisé a partir des différents prélevements : les biopsies sont
broyées, les écouvillons sont déchargés dans du bouillon type thioglycolate. Apres
fixation a la chaleur (flamme d’'un bec bunsen), les frottis sont colorés au Gram
(Figure 2), en insistant sur I'étape a la safranine (ou fuschine) pour bien visualiser au
microscope optique certains bacilles a Gram négatif trés fins.
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Coloration de Gram La coloration de Gram permet

de mettre en évidence les
Bactérie a Gram + ETAPES Bactérie a Gram - propriétés de la paroi bactérienne
et ainsi distinguer, classifier et
donner une information rapide
sur la bactérie, tant sur le type
que sur la forme.

La paroi des bactéries a Gram
positif empéche la décoloration
du complexe colorant-lugol par
I'alcool ce qui fait apparaitre une
coloration bleue. Les bactéries a
Gram négatif sont sensibles a la
décoloration et sont alors colorées
en rose par la fuschine.

Fixation

g

Violet de Gentiane

g

Lugol

g

Décoloration

I

Fuschine

NARN
100N

Figure 2 : Principe schématisé de la coloration de Gram.

La plupart des pus anaérobies sont polymicrobiens et certaines morphologies
sont évocatrices lors de I'observation au Gram : bacilles a Gram négatif fusiformes
(extrémités effilées) évoquant Fusobacterium nucleatum, bacilles a Gram positif a
bouts carrés éventuellement sporulés évoquant Clostridium spp., bacilles a Gram
positif plus ou moins ramifiés évoquant Actinomyces spp. (forme des “grains” dans
le pus) ou Propionibacterium spp., bacilles a Gram négatif polymorphes et
vacuolisés évoquant Bacteroides spp., ou encore petits bacilles a Gram négatif
incurves.

Les polynucléaires peuvent étre absents au centre des abces ou ils sont
détruits par les enzymes cellulaires ou par les toxines bactériennes.

d) Mise en culture

(1)  Milieux de culture

Quelles que soient les qualités propres des géloses et additifs employés, une
réduction convenable est nécessaire a la croissance bactérienne anaérobie.

Les géloses doivent étre préparées et conservées a 'abri de l'air. L’adjonction
d’agents réducteurs avant autoclavage, telle que la L-cystéine, limite la quantité de
substances néoformées au contact de I'oxygéne et toxiques pour les bactéries
anaérobies.

Les milieux permettant la culture des bactéries anaérobies sont des milieux
enrichis en sang et en vitamine K. lls renferment en général un agent réducteur et
peuvent étre rendus sélectifs par addition d’un ou plusieurs antibiotiques (24).
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Les milieux liquides sont a éviter en primo-culture, les infections a anaérobies

étant souvent polymicrobiennes. lls peuvent étre toutefois utiles pour enrichir une
culture mono-microbienne de bactérie anaérobie a croissance lente.

(@) Milieux gélosés en boites

Milieux non sélectifs

Les bases les plus utilisées sont Brucella, Cceur-Cervelle (BHI), Columbia,

Schaedler et Wilkins-Chalgren, enrichies avec 5 % de sang, vitamine K; et hémine.
Tous les anaérobies facultatifs sont malheureusement, eux aussi, capables de se
développer sur ces milieux riches.

Milieux sélectifs

L’addition d’un ou plusieurs antibiotiques permet d’inhiber de facon plus ou

moins sélective la croissance des bactéries aéro-anaérobies facultatives :

ot

les aminosides (kanamycine, néomycine, gentamycine), a la concentration
finale voisine de 50 pg/mL (de 8 a 64 pg/mL), sont sans action sur les bactéries
anaérobies strictes mais inhibent bon nombre d’anaérobies facultatifs (24) ;

la colistine, la polymyxine et I'acide nalidixique inhibent de nombreux aérobies,
mais aussi quelques anaérobies a Gram négatif. Le milieu Columbia additionné
d’acide nalidixique et de colistine (gélose ANC) peut étre utilisé pour
sélectionner les bactéries anaérobies a Gram positif ;

la vancomycine & 7 mg/L empéche la croissance des cocci et bacilles aérobies
a Gram positif (staphylocoques, streptocoques, ...), mais aussi de certains
anaérobies comme Clostridium, Propionibacterium ou Peptostreptococcus. Par
exemple, le milieu Schaedler qui contient néomycine et vancomycine
sélectionne les bactéries anaérobies a Gram négatif sauf les Porphyromonas
spp. qui sont sensibles & la vancomycine. Le milieu LKV de Serlabo®, qui
contient vancomycine et kanamycine, est plutdt utilisé pour sélectionner les
genres Bacteroides et Prevotella.

on peut aussi ajouter du phényléthylalcool ou phényléthanol pour inhiber la
croissance des bacilles & Gram négatif aéro-anaérobies facultatifs (notamment
les entérobactéries) et ainsi sélectionner les bactéries anaérobies a Gram
positif (38).

(b) Milieux spécifiques

Des milieux spécifiques peuvent étre utilisés pour lisolement d’'une ou

plusieurs espéces bactériennes. C’est le cas du milieu CCA (Cycloserine-Céfoxitine-
Amphotéricine B) de bioMérieux, souvent employé pour la détection de Clostridium
difficile, ou le milieu BBE (Bacteroides-Bile-Esculine) de Serlabo® qui peut étre utilisé
pour sélectionner les Bacteroides du groupe fragilis et Bilophila wadsworthia.
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(c) Milieux liquides

x Les bouillons TGY (Trypticase-Glucose-extrait de levure), VL (milieu Viande-
Levure), Schaedler ou encore le milieu cystéiné de Rosenow sont
commercialisés préts a I'emploi.

x  Les flacons pour hémocultures anaérobies peuvent étre utilisés comme des
milieux pré-réduits. Ces bouillons enrichis doivent cependant étre inoculés a la
seringue pour ne pas dénaturer 'atmosphére anaérobie.

(2) Technique d’ensemencement

Elle est variable selon le type de prélevement (36) :

- en séparation : technique la plus utilisée qui consiste a inoculer le matériel
bactérien de facon fractionnée sur le disque de gélose, généralement par trois
repiguages successifs, afin d’obtenir des colonies isolées (donc pures) dans I'un des
trois secteurs et de mettre en évidence leur forme, leur aspect et leur couleur ;

- en étoile, avec une anse calibrée pour les préléevements nécessitant une culture
guantitative.

Le but de 'ensemencement est I'obtention de colonies isolées. Sur une
gélose nutritive, une colonie isolée constitue une culture pure, puisqu’issue d'une
cellule bactérienne.

3) Conditions d’incubation

(@ Atmosphere anaérobie

e Techniques d’anaérobiose

S'’il s’agit d’isoler des bactéries extrémement sensibles a 'oxygéne (EOS), une
enceinte anaérobie complétement équipée est nécessaire.

S’il s’agit de réaliser des isolements ou des tests de sensibilité aux
antibiotiques de bactéries relativement aéro-tolérantes, comme Bacteroides fragilis,
des systemes plus simples comme les jarres sont suffisants, mais la qualité de
'anaérobiose doit alors étre contrdlée (utilisation de souches témoins notamment).

Les jarres (Figure 4) ont I'avantage de permettre d’incuber des boites de
Pétri. En plastique, en verre ou en métal, elles sont équipées d’un couvercle
hermétique muni de deux ou trois valves.

L’anaérobiose est obtenue de deux maniéres classiquement :

o trois cycles de vide-réinjection de mélange gazeux (N, 80 %, H, 15 %, CO, 5 %)
en présence d’un catalyseur comme le Palladium ;

x dépbt dans la jarre d’'un sachet d’anaérobiose commercialisé (Figure 3) qui
provoque une réaction catalytique transformant I'oxygéne atmosphérique en eau.
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Dans ce second cas, un délai de deux a plusieurs heures est nécessaire a
'obtention de I'anaérobiose. Chaque ouverture de la jarre détruit 'anaérobiose et
oblige a renouveler 'ensemble de I'opération si nécessaire.

Figure 3 : Sachet d’anaérobiose AnaeroGen™. Figure 4 : Jarre.
(Photographies personnelles)

Lorsqu’un sachet AnaeroGen™ (OXOID®, composant actif : acide ascorbique)
est placé dans une jarre fermée, 'oxygene présent dans I'atmospheére de la jarre est
rapidement absorbé alors que se produit simultanément un dégagement de dioxyde
de carbone (CO,). Quand il est utilisé correctement, ce produit permet de réduire le
taux d’oxygéne jusqu’a une concentration inférieure a 1 % en moins de 30 minutes.
La concentration en CO, est comprise entre 9 et 13 %.

Cette méthode d’anaérobiose differe sensiblement des méthodes
traditionnelles utilisées puisqu’il n’'y a pas de dégagement d’hydrogene et elle ne
nécessite donc pas l'utilisation d’'un catalyseur. De plus, I'addition d’eau n’est pas
nécessaire pour activer la réaction (39).

Les chambres ou les stations anaérobies sont plus adaptées a la
manipulation des anaérobies EOS, toutes les étapes se faisant en anaérobiose
continue. Leurs inconvénients communs sont la lourdeur des manipulations,
l'investissement important et I'entretien nécessaire.

e Contréle de la qualité de 'anaérobiose

Certaines méthodes sont du domaine des laboratoires spécialisés, comme les
techniques physiques de mesure de la concentration en O, ou du potentiel redox.

Une méthode plus simple consiste a co-incuber une souche connue pour sa
sensibilité a 'oxygene, comme Fusobacterium nucleatum. Il suffit de constater qu’elle
s’est bien développée dans I'atmosphére que 'on utilise pour conclure a une bonne
anaérobiose.
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(b) Incubation

Les primocultures anaérobies sont généralement examinées aprés 48h
d’incubation a 37°C (24). Une analyse n’est déclarée négative qu’aprés au moins 5
jours de culture (pour les germes dont la croissance est lente et difficile tels que
Actinomyces ou Porphyromonas, les milieux sont conservés jusqu’a 15 jours).

Les cultures obtenues en anaérobiose sont comparées a celles obtenues sur
une gélose au sang (gélose MHS par exemple) incubée sous CO..

Toute colonie suspecte est repiqguée dans ces deux atmospheres (l'une
aérobie, 'autre anaérobie) afin de s’assurer du caractére anaérobie strict de la
bactérie. Certaines bactéries, bien que classées parmi les anaérobies strictes, sont
aérotolérantes et poussent dans une atmosphere enrichie en 10 % de CO;:
Propionibacterium spp., Lactobacillus spp., Actinomyces spp., Bifidobacterium spp.
et Clostridium tertium.

e) Examen des cultures

Aspects caractéristigues de certaines espéces sur gélose au sanq :

- double zone d’hémolyse autour des colonies : Clostridium perfringens ;

- aspect en mie de pain : Fusobacterium nucleatum (verdissement de la gélose
autour des colonies apres exposition a lair, indiquant la production de
peroxyde d’hydrogene) ;

- colonie lisse, ronde, blanc porcelaine : Propionibacterium acnes ;

- aspectirrégulier “molaire” : Actinomyces israelii ;

- colonie brun-rouge : Actinomyces odontolyticus ;

- petite colonie creusant la gélose, ou transparente : Bacteroides ureolyticus et
Campylobacter gracilis ;

- aspect en nappe (envahissement de la gélose) : Clostridium septicum ;

- pigmentation noire : Porphyromonas spp. et certaines Prevotella spp..

Chaque type de colonie est repiqué :

- sur gélose anaérobie et incubée sous atmosphére anaérobie ;
- sur gélose MHS incubée sous 10 % de CO;, pour contrdler le caractere
anaérobie strict de la souche.

Puis une coloration de Gram est faite sur chaque type de colonie ce qui
permet une premiére orientation morphologique.
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f) Identification des bactéries anaérobies

L’identification repose sur :

- I'examen microscopique apres coloration de Gram ;

- la vérification du caractere anaérobie ;

- la réalisation des tests d'orientation tels que la catalase ou I'oxydase,
complétée par des galeries d’identification API® 20A et/ou Rapid® ID 32A
(bioMérieux) ;

- La spectrométrie de masse ou le séquengage de 'ARN 16S, qui peuvent étre
utiles dans certains cas.

(1)  Aspect au Gram

La forme, la taille, la présence de renflements, de ramifications, de vacuoles,
de spores, etc. orientent aussi l'identification (24).

(2)  Test conventionnels

Les tests conventionnels de référence sont regroupés dans un manuel
pratique et de lecture aisée; cet ouvrage, de Holdeman et Moore (40), n’a
malheureusement pas été réactualisé et a vieili au regard de ['évolution
taxonomique. La fabrication des réactifs reste en outre laborieuse et ne se préte que
difficilement aux impératifs de la routine.

3) Tests d’orientation
(@) Odeur

L’'odeur nauséabonde d'un prélévement suggére parfois la présence
d’anaérobies (odeur de beurre rance, par exemple, des pus a Fusobacterium, odeur
de crottin de cheval si présence de Clostridium difficile).

(b) Aérotolérance

Certaines bactéries, classées parmi les bactéries anaérobies strictes, peuvent
pousser (faiblement) dans une atmosphere enrichie en CO2 : Propionibacterium,
Actinomyces, Lactobacillus, Clostridium tertium (36).

(c) Quelques tests simples

Catalase, production d'uréase, oxydase, bile (1 mg) et vert brillant (100 mg),
nitrates, polyanéthol sulfonate de sodium (1 mg), indole, etc. sont des tests
permettant une différenciation au niveau du genre ou de I'espéce selon les cas.
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(4)  Galeries d'identification

Elles sont de deux types, soit biochimique, soit enzymatique. Quelques
exemples :

- la galerie API® 20A (bioMérieux) nécessite une croissance bactérienne, donc
une incubation en anaérobiose de 24 a 48 heures. Elle met notamment en
évidence la fermentation des glucides ;

- les galeries Rapid® ID 32A (bioMérieux) et Rapid® ANA 1l (AES®) révélent la
présence d’enzymes préformés par la bactérie. Elles peuvent étre incubées en
atmosphere normale et lue au bout de quelques heures.

Les galeries enzymatiques donnent en général des résultats plus précis mais
pour certaines espéces, I'étude des fermentations sucrées reste utile : ces deux
galeries sont alors complémentaires (24).

La plus ancienne des galeries prétes a 'emploi (API® 20A) comporte 20 micro-
cupules contenant des substrats déshydratés qui permettent d’étudier, en 24 a 48
heures, 21 caractéres phénotypiques révélés par des changements de couleur
(Figure 5).

pae
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Figure 5 : Galerie d’identification API® 20A.
(Reproduction photographique — propriété de bioMérieux)

En pratique, cette galerie est ensemencée avec un inoculum a 3 McF (« unités
Mac Farland ») puis incubée 24 a 48 heures a 37°C en atmosphére anaérobie. Elle
permet d’identifier des germes ayant une croissance suffisamment rapide et un
métabolisme des sucres suffisant (36).

La galerie Rapid® ID 32A est ensemencée avec un inoculum a 4 McF, puis
incubée 4 heures a 37°C en atmosphére aérobie. Elle ne nécessite pas de
croissance bactérienne, lincubation étant réalisée en aérobiose. Elle permet
d’identifier des germes par détection d’enzymes préformées a l'aide de substrats
chromogeénes.

L’identification est obtenue par comparaison a des profils enregistrés dans la
base de données informatiques du fournisseur. Les résultats doivent étre interprétés
en fonction des caractéres d’orientation. Ainsi le test de la catalase permet-il de
différencier B. uniformis (catalase positive) de B. ovatus (catalase négative).
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(5) Chromatographie en phase gazeuse

Certaines bactéries qui ont un métabolisme réduit, donc peu de caracteres
biochimiques, sont identifiables grace a la chromatographie en phase gazeuse
(CPG) (37, 41, 42). Pour ce faire, un milieu liquide, type milieu de Schaedler,
contenant du glucose, est ensemencé avec la souche a étudier. Ce milieu est
généralement incubé plusieurs jours afin de permettre a la bactérie de produire des
acides gras, volatils ou non, a partir du glucose et des peptones présents dans le
milieu.

Ces acides sont ensuite extraits puis identifiés selon leur temps de rétention
dans la colonne. Le profil obtenu est comparé a ceux qui ont été répertoriés par
Holdeman et Moore du Virginia Polytechnic Institute dans Anaerobe Laboratory
Manual (43).

La CPG permet d’analyser les produits de fermentation terminaux du glucose,
caractéristiques de certains genres (Propionibacterium, Lactobacillus) ou especes
(essentiellement les bacilles & Gram négatif).

Dans les années 1990, la CPG pouvait présenter un intérét majeur dans
I'identification complémentaire et dans lidentification présomptive des bactéries.
Mais avec la nécessité d’'un appareillage chromatographique sophistiqué, d’'une
informatique capable d’interpréter un profil complexe et devant I'émergence de
techniques biomoléculaires telle que la PCR (Polymerase Chain Reaction), la CPG
n’est aujourd’hui pratiquement plus utilisée pour ce type de travaux

(6) Identification par PCR universelle

L’identification de certaines bactéries anaérobies et corynébactéries peut
nécessiter le recours a des technigues de biologie moléculaire reposant
freguemment sur le séquencage du gene codant pour la sous-unité 16S de 'ARN

ribosomal (36).

Le séquencage est une méthode qui consiste a déterminer 'enchainement
des nucléotides sur une molécule d’ADN. La technique utilisée dérive de celle de F.
Sanger et repose sur l'utilisation de nucléotides particuliers correspondant a des
didésoxyribonucléotides triphosphates (ddNTPs) marqués chacun par un fluorophore
différent.

Dans son principe, le séquencage comprend plusieurs étapes :

x extraction du matériel génétique contenu dans la cellule bactérienne : la pureté de

la souche est au préalable contrblée par I'observation de 'homogénéité des colonies
et 'examen au microscope apreés coloration de Gram ;

x_amplification du géne cible par une réaction de polymérisation en chaine (PCR)
(44) : le géne le plus fréequemment utilisé pour l'identification d’espéce bactérienne
est celui codant 'ARN 16S, correspondant a la sous-unit¢é 30S du ribosome

25



bactérien. Ce géne est une bonne cible pour I'identification car il est spécifiguement
bactérien et est composé de domaines hautement conservés (permettant I'utilisation
d’amorces universelles) entourant des domaines variables en fonction des espéces
(45);

x mise en évidence du produit PCR par migration électrophorétique : on vérifie au
sein du gel d’agarose si les fragments amplifiés ont la taille attendue ;

o purification du produit PCR : cette étape vise a éliminer I'excés d’amorces et de
nucléotides qui pourraient interférer avec les réactions suivantes ;

x _dosage de '’ADN amplifié : concentration et pureté de 'ADN sont évaluées en
mesurant la densité optique (DO) a des longueurs d’'onde de 260 et 280 nm et en
déterminant le rapport DOys / DOgo d’apres la loi de Beer-Lambert ;

x_séquencage des deux brins d’ADN par PCR : le produit PCR purifié est utilisé
comme base ; I'amplification des brins s’effectue au cours de deux réactions
séparées a l'aide d'un mélange réactionnel comprenant les amorces sens et
antisens, la Taq polymérase, des dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) ainsi que les
ddNTPs marqués ;

o purification des brins d’ADN a séquencer : permet d’éliminer 'excédent d’amorces
ainsi que les dNTPs et ddNTPs non incorporés ;

o électrophorése de 'ADN en capillaire dans un séquenceur automatique : a ce
niveau, les fragments d’ADN dénaturés sont séparés en fonction de leur taille et les
ddNTPs marqués excités par un laser. La séquence du gene peut étre reconstituée a
partir d’un électrophorégramme ;

o analyse et interprétation des séquences obtenues : un logiciel informatique (comme
Segscape® ou Sequencing Analysis® utilisés au Laboratoire de Bactériologie du
C.H.U. de Poitiers) aligne les séquences sens et antisens et permet d’obtenir une
séquence consensus des deux brins d’ADN, celle-ci pouvant alors étre comparée a
une banque de données, telle que la banque de séquences BIBI (Bio Informatic
Bacterial Identification®).

(7)  Les antibiogrammes

La détermination de la sensibilité aux antibiotiques repose sur la croissance
de la bactérie ou son inhibition au contact de disques ou de comprimés imprégnés
d’antibiotiques comme la vancomycine (5 pg), la colistine (10 pg), la kanamycine
(1000 pug).

En bactériologie clinique, il est intéressant d’effectuer les antibiogrammes sur
les souches provenant d’hémoculture et dans les cas d’infections séveres, comme
les ostéites qui nécessitent un traitement antibiotique parfaitement adapté.
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(8)  Production d’une B-lactamase

Méme si I'antibiogramme n’est pas réalisé, la production d’une B-lactamase
est recherchée en particulier chez les Bacteroides, Fusobacterium, Prevotella et
Clostridium. Les Bacteroides du groupe fragilis sont naturellement producteurs d’une
B-lactamase. Le test, encore appelé “test de la céfinase”, est effectué a I'aide d’'un
disque imprégné de nitrocéfine (céphalosporine chromogéne). La production d’'une
pénicillinase se traduit alors par le virage du disque du jaune au rouge lorsque I'on
écrase dessus une colonie sécrétrice (46).
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LES CORYNEBACTERIES

l. Généralités

A. Caracteres morphologiques et bactériologiqgues

Les corynébactéries appartiennent a un groupe bactérien regroupant de
nombreuses especes de bacilles a Gram positif aérobies et aéro-anaérobies (47).

Ces bactéries se caractérisent sur le plan morphologique comme étant des
bacilles irréguliers, immobiles, droits ou Iégerement incurvés avec des extrémités
renflées (en poire ou en massue).

Elles sont non sporulées, de type respiratoire aérobie ou anaérobie facultatif
et sont catalase positive. Outre ces caractéristiques, leur disposition particuliere en
caractéeres chinois, en palissade ou encore en paquet d’épingles permet de les
évoquer dans certains prélevements (22, 48).

B. Habitat

D’une maniére générale, les corynébactéries constituent une partie importante
de la flore de la peau et des muqueuses de 'homme et des animaux, et peuvent
également étre trouvées dans I'environnement (49, 50, 51).

Il existe une spécificité de niche en fonction des espéces (peau, oropharynx,
tractus génito-urinaire, etc.) :

- C. glucuronolyticum, présent dans le tractus génito-urinaire, isolé dans les
spermocultures et les préléevements urinaires ;

- C. pseudotuberculosis, présent dans la flore ORL, isolé dans les
prélevements pulmonaires ;

- C. wurealyticum, présent dans le tractus génito-urinaire, responsable
d’infections urinaires ;

- Arcanobacterium pyogenes (espéce connue sous les noms de
Corynebacterium pyogenes ou Actinomyces pyogenes avant 1997) est un
commensal des amygdales et des muqueuses des voies respiratoires
supérieures, des voies genitales et du tube digestif.

La dénomination “corynébactéries” recouvre des bactéries trés distinctes que
ce soit d’un point de vue taxonomique, écologique ou de la pathologie associée.

Les especes anaérobies facultatives sont fréquemment rencontrées dans
des préléevements humains et appartiennent aux genres Corynebacterium,
Dermabacter, Turicella et Rothia.
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Cependant, quelques espéces du genre Corynebacterium (C. afermentans, C.
urealyticum et C. jeikeium) sont aérobies strictes. D’autres genres apparentés aux
corynébactéries et aérobies stricts (Rhodococcus, Dietzia, Gordonia, Tsukamurella,
Cellulomonas, Microbacterium, Arthrobacter, Brevibacterium) sont essentiellement
d’origine environnementale, mais certaines espéces peuvent provoquer des
infections opportunistes graves chez ’'homme (notamment Rhodococcus equi).

Les bactéries apparentées aux corynébactéries, de type respiratoire
anaérobie préférentiel, appartiennent aux genres Actinomyces, Actinobaculum,
Arcanobacterium et Propionibacterium. Ces bactéries peuvent étre isolées chez
’homme et les animaux. Certaines espéces d’Actinomyces (A. israelii, A. meyeri) ont
une croissance strictement anaérobie.

. Pouvoir pathogéne

Les corynébactéries, rarement pathogenes, se comportent globalement
comme des pathogenes opportunistes: traumatisme, souillure de plaies
superficielles par de la terre ou par des instruments contaminés, sujets ageés,
affaiblis, terrain prédisposé (immunodépression, cancer, anomalies anatomiques
congénitales, ...), etc.

Certaines dentre elles présentent une résistance aux antibiotiques,
intrinséque ou du fait d’'une localisation inaccessible aux antibiotiques (abces,
tropisme intracellulaire) : Corynebacterium urealyticum est, par exemple
naturellement résistante a 'ensemble des béta-lactamines et des aminosides et a
'association sulfamide-triméthoprime (52), et peut étre a [lorigine d’infections
nosocomiales, comme C. jeikeium, multirésistante aux antibiotiques.

Nota bene : maladie strictement humaine, sans portage animal ni survie dans
'environnement, la diphtérie, par sa virulence, domine la pathologie associée aux
corynébactéries. Cette maladie, causée par Corynebacterium diphtheriae, a disparu
des pays développés ou la vaccination systématique des enfants a été rendue
obligatoire, sauf aux USA ou la vaccination n’est pas obligatoire (la maladie y est
d’ailleurs endémique). La diphtérie est encore tres répandue dans les pays du Tiers-
Monde, notamment en Afrique, en Asie et Amérique latine.

Le diagnostic bactériologique de la diphtérie est délicat du fait de la présence
fréquente dans I'oropharynx et sur la peau de corynébactéries commensales proches
de C. diphtheriae, parfois appelées “bacilles diphtéroides”, telles que
Arcanobacterium haemolyticum et C. pseudodiphtheriticum (48).

La diphtérie est une maladie a déclaration obligatoire en France (53).
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Les principales infections humaines associées aux corynébactéries figurent
dans le tableau suivant :

Espéces Infections associées
Diphtérie (souche toxinogéne), endocardites,

Corynebacterium diphteriae B . .
septicémies, pharyngites, plaies

Septicémies, endocardites, abces, infections sur

Corynebacterium amycolatum C .
matériel étranger

Corynebacterium aurimucosum

, . Arthrites septiques, infections materno-foetales
(Corynebacterium nigricans)

Septicémies, méningites (neurochirurgie),

Corynebacterium jeikeium . . . s
endocardites, infections sur matériel étranger

Corynebacterium minutissimum Erythrasma, infections urinaires
Corynebacterium pseudodiphteriticum Trachéites, abcés pulmonaires, endocardites
Corynebacterium pseudotuberculosis Lymphadénites
Corynebacterium riegelii Infections urinaires

Corynebacterium glucuronolyticum

. . Uréthrites, prostatites
(anciennement C. seminale) P

Pleuropneumonies, abces pulmonaires,

Corynebacterium striatum .
y endocardites

Infections urinaires, cystites a incrustations,

Corynebacterium urealyticum .
y y endocardites

Corynebacterium ulcerans Pharyngites diphtériformes, abces
Actinomycoses (A. meyeri, A. israellii, A.
Actinomyces spp. viscosus), abceés cutané (A. neuii, A. radingae, A.
turicensis, A. europaeus), abces profonds
Arcanobacterium haemolyticum Pharyngites, rash cutané, endocardites
Arcanobacterium pyogenes Abceés, ulceres cutanés
Brevibacterium macbrellneri Dermatose dite « white piedra »
Propionibacterium acnes Endocardites, infections ostéo-articulaires
. Abcés pulmonaires, abcés cérébraux,
Rhodococcus equi C
septicémies
Turicella otitidis Otites moyennes aigués

Tableau 5 : Infections pour lesquelles les corynébactéries peuvent étre incriminées.

D’autres espéces dont la pathogénie est moins reconnue peuvent étre
évoquées : Corynebacterium kroppenstedtii dans les mastites granulomateuses (54,
55), C. auris dans des otites ou encore C. macginleyi dans des infections oculaires
(56).

Notons aussi que C. pseudotuberculosis est capable de produire une toxine
similaire a celle de C. diphtheriae. Cette espéce provoque surtout des infections chez
les animaux mais peut étre isolée chez 'homme et provoquer des lymphadénites
(57), une pharyngite et éventuellement un syndrome diphtérique (58).
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lll. Diagnhostic bactériologique

A. Objectif

En raison de leur appartenance aux flores normales de I'homme, ces
bactéries sont fréquemment considérées comme des contaminants des
prélevements.

Leur implication dans les infections peut étre suspectée si :

- I'examen microscopique met en évidence la présence de corynébactéries
associée a une réaction leucocytaire (polynucléaires) importante ;

- laméme espece est isolée a partir de plusieurs préléevements ;

- ces bactéries sont isolées a partir de sites normalement stériles ;

- elles sont isolées dans des préléevements d’urines, associées a une
leucocyturie et une concentration (au moins 10* germes par mL) significatives.

Certaines especes comme C. jeikeium, C. urealyticum ou C. amycolatum
apparaissent trés résistantes aux antibiotiques. Ceci justifie de les identifier au
niveau de I'espéce, surtout dans les prélevements provenant d’infections séveéres.

Un isolement de C. diphteriae, C. ulcerans ou d'Arcanobacterium
haemolyticum doit étre pris en considération quel que soit le nombre de colonies ou
le site de l'isolement.

B. En pratique

Comme pour les bactéries anaérobies, I'identification présomptive du genre
ou de I'espéce repose sur :

- I'examen microscopique apres coloration de Gram ;

- l'aspect des colonies :

o la pigmentation: de nombreuses espéces appartenant aux genres
Microbacterium, Oerskovia et Cellulomonas présentent des colonies
jaunes, ce qui est rarement observé pour les bactéries du genre
Corynebacterium ;

o I'hémolyse (CAMP- test) : C. pseudotuberculosis et C. ulcerans peuvent
étre différenciés de C. diphteriae par un Camp test reverse positif.
Cette caractéristigue est aussi présente chez Arcanobacterium
haemolyticum ;

Nota bene : le test de Camp s’effectue par ensemencement en strie, sur une gélose
au sang de mouton, d’'une souche de Staphylococcus aureus (ou Rhodococcus equi)
béta-hémolytique.
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La souche bactérienne a étudier est ensuite ensemencée selon une strie
perpendiculaire, sans toucher celle de S. aureus. :

» un CAMP test positif se traduit par un élargissement de la zone
d’hémolyse produite par S. aureus, au niveau de la jonction des
deux stries ;

» un CAMP test est négatif lorsque 'hémolyse de la souche de S.
aureus est inchangée ;

» un CAMP test est qualifié de “reverse positif” si 'on observe
une inhibition de la zone d’hémolyse a la jonction des deux
stries.

- la_recherche de la mobilité, seulement positive chez quelques espéeces de
'environnement ;

- la production de catalase ;

- la détermination du type respiratoire ;

- la_détection de la lipophilie : C. urealyticum et C. jeikeium, par exemples,
nécessitent des lipides pour leur croissance (59) ;

- larecherche de la sensibilité au composé vibriostatique.

Pour les autres bactéries, l'identification définitive de I'espéce peut étre
obtenue par I'étude de caracteres biochimiques basée sur [I'exploration du
métabolisme des glucides (fermentations), des protéines (présence d’une nitrate
réductase, hydrolyse de la gélatine et