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Diagnostic approach of intracellular
bacteria and fastidious microorganisms

Obligate or facultative intracellular bacteria are
fastidious organisms that do not or poorly grow
on conventional culture media. Some of them
may be the cause of frequent and potentially
severe infections, such as tuberculosis (Myco-
bacterium tuberculosis), community-acquired
respiratory infections (Legionella spp., Myco-
plasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae) or
blood culture-negative endocarditis (Coxiella
burnetii, Bartonella spp., Tropheryma whipplei).
The objective of this paper is to provide a
comprehensive summary of the available and
recommended diagnostic tests for the detec-
tion of these fastidious organisms in clinical
practice.

De nombreuses bactéries intracellulaires obligatoires ou facul-
tatives posent un probléme diagnostique en microbiologie clini-
que en raison de leur croissance fastidieuse ou de leur ab-
sence de croissance sur les milieux de cultures conventionnels.
Certaines sont fréquemment rencontrées en pratique courante
ou peuvent étre les causes de maladies séveéres qui doivent
étre dépistées précocement, la tuberculose en est un exemple
classique. Legionella spp., Chlamydia pneumoniae et Myco-
plasma pneumoniae sont des agents responsables de pneumo-
nies communautaires. Coxiella burnetii, Bartonella spp. et
Tropheryma whipplei sont des causes d’endocardites a hémo-
cultures négatives. Cet article a pour but d’apporter au médecin
praticien un apercu des tests disponibles et recommandés pour
le dépistage de certaines de ces maladies dues a des germes
fastidieux.

BACTERIES INTRACELLULAIRES ET FASTIDIEUSES
(GENERALITES)

En microbiologie clinique, le terme de «micro-organisme fasti-

dieux» recouvre un ensemble tres hétérogene de bactéries qui

ont des besoins nutritionnels spécifiques et qui ne croissent
pas ou tres difficilement sur les milieux de cultures utilisés pour le diagnostic de
routine. Beaucoup d’entre elles sont des bactéries intracellulaires obligatoires ou
facultatives, c'est-a-dire qu’elles sont plus ou moins dépendantes d'une cellule-
hoéte pour leur survie et leur propagation. Cet héte peut se trouver dans I'environ-
nement. Les amibes, présentes dans le sol et en milieu aquatique, se nourrissent
principalement de bactéries et constituent un excellent réservoir pour certaines
bactéries intracellulaires qui, au cours de I'évolution, ont acquis la capacité de
survivre a la phagocytose par les amibes et a les utiliser comme niche écologique
pour s'y multiplier.! Les bactéries, utilisant les amibes comme mode de propaga-
tion, comprennent des organismes causant des pneumonies, tels que les Iégio-
nelles, les bactéries apparentées aux chlamydia (Chlamydia-like) et des mycobac-
téries non tuberculeuses.? D’autres bactéries intracellulaires utilisent les cellules
eucaryotes d'un réservoir animal pour faciliter leur propagation a I'étre humain,
soit par contact direct (inoculation par la peau, inhalation, ingestion), soit par I'in-
termédiaire d’'un vecteur (tique, pou) et sont responsables de zoonoses. Parmi celles-
ci figurent Coxiella burnetii, Bartonella spp., Borrelia burgdorferi, Francisella tularensis,
Chlamydia psittaci, les rickettsies et d’autres agents transmis par les tiques (Ana-
plasma spp., Ehrlichia spp., Babesia spp.). Enfin, d’autres bactéries se répliquant a
I'intérieur des macrophages ou de cellules épithéliales utilisent essentiellement
un mode de propagation interhumain (Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia tracho-
matis).

En pratique clinique, le diagnostic de ces infections a bactéries intracellulaires
ou fastidieuses est difficile pour plusieurs raisons. Leur symptomatologie est aussi
variée que peu spécifique. On les suspecte rarement, et leur prévalence est pro-
bablement sous-estimée du fait qu’elles ne sont pas détectées par les méthodes
de cultures conventionnelles. Leur identification requiert des tests particuliers
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(milieux de culture spéciaux, sérologies, techniques molé-
culaires) qui doivent étre spécifiquement demandés par le
clinicien. De plus, il n'est pas toujours aisé de savoir quel
test demander et comment l'interpréter. Lobjectif de cette
revue est de fournir au médecin praticien un outil simple
pour l'aider dans cette démarche diagnostique. Devant la
multiplicité de ces bactéries fastidieuses, nous nous con-
tenterons d’aborder quelques exemples choisis en fonction
de leur fréquence et de leur impact dans la pratique quo-
tidienne de la médecine ambulatoire en Suisse (tableau 1).
Nous mettrons un accent particulier sur la tuberculose et
les infections dues a d’autres mycobactéries, les agents res-
ponsables de pneumonies atypiques, et les causes princi-
pales d’endocardites & hémocultures négatives (Coxiella
burnetii, Bartonella spp. et Tropheryma whipplei).

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Bien que la tuberculose (TB) soit une maladie rarement
acquise sur le territoire suisse, elle est fréquemment ob-
servée au sein de la population immigrée et son incidence,
évoluant en fonction de cet aspect social, était sensible-
ment a la hausse au cours de ces derniéres années. De plus,

I'émergence de souches multirésistantes est un probleme
d’actualité motivant la détermination du profil de sensibi-
lité aux antituberculeux dans tous les cas.

Le diagnostic précoce de cette infection contagieuse reste
I'un des défis principaux en microbiologie. Lexamen direct
par coloration de Ziehl-Nielsen ou auramine-rhodamine
(identification de bacilles résistant a la décoloration par
l'acide et I'alcool) est rapide, mais peu sensible. Lisolation
de Mycobacterium tuberculosis est difficile en raison de la pro-
cédure de traitements des échantillons (digestion et décon-
tamination par N-acétyl-L-cystéine et NaOH) et de sa crois-
sance lente nécessitant des milieux de cultures spéciaux
(Loewenstein-Jensen, Middlebrook 7H10 ou 7H11). Lintro-
duction de systémes de cultures automatisés en bouillon
tels que le BACTEC 460TB ou BACTEC MGIT 960 (Becton
Dickinson, Sparks, MD, Etats-Unis), MB/BacT (bioMérieux,
Marcy LEtoile, France), ESP Culture System II (Difco, Detroit,
Michigan, Etats-Unis), a permis de réduire ce délai a envi-
ron sept a quatorze jours. Cependant, le processus d’'iden-
tification de I'espéce par des techniques biochimiques, chro-
matographiques ou moléculaires et la détermination du pro-
fil de sensibilité de la mycobactérie nécessitent également
une expertise et un délai considérables. Le développement

Tableau |I. Approche diagnostique de certaines bactéries intracellulaires abordées dans cette revue

I Les anticorps de phase Il (IgG = |: 200 Ul/ml; IgM = | : 50 Ul/ml) définissent la fievre Q aigué, les anticorps de phase | (IgG = | : 800 Ul/ml) définissent
la fievre Q chronique. TB: tuberculose.

Bactérie

M. tuberculosis et
autres mycobactéries

Legionella spp.

Chlamydia pneumoniae

Mycoplasma
pneumoniae

Coxiella burnetii

Bartonella spp.

Tropheryma whipplei

Culture

* Recommandée dans tous les
cas (test de référence)

* Indispensable pour la
détermination du profil de
sensibilité antibiotique

* Recommandée pour la
pneumonie (milieu spécial)

* Trés faible rendement dans
les échantillons non
respiratoires (hémocultures
notamment)

Non effectuée de routine

Non effectuée de routine

Non effectuée de routine

* Test de référence pour
la bactériémie chronique
(B. quintana)

* Peu utile dans les autres cas
(peu sensible, incubation
prolongée)

Non effectuée de routine

Sérologie

Non disponible

* Peu utile pour la forme
classique (pneumonie)
* A considérer pour
des formes atypiques
(endocardite)

Peu utile en raison du
délai pour le diagnostic

Peu utile en raison du
délai pour le diagnostic

* Recommandée
(a répéter a un intervalle
de 14 jours si négatif)!

« Aussi utile pour le suivi

Test de référence. Bonne
sensibilité pour la maladie
des griffes du chat et
'endocardite

Non disponible (taux
d’anticorps faibles ou
absents)

PCR

Test commercialisé pour

M. tuberculosis. Tres utile pour
le diagnostic précoce (TB
pulmonaire ou méningite)

en complément de I'examen
direct

Utile (si disponible) en
complément de la culture
sur les échantillons
respiratoires ou autres

Test de choix (rapide et
sensible)

Test de choix (rapide et
sensible)

Utile, en complément de
la sérologie

Utile, en complément de
la sérologie (endocardite
notamment)

Recommandée. Sur
échantillons de selles et salive
(% biopsie cutanée et autres
sites selon la présentation
clinique)
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Autres

* Examen direct: trés utile

pour le diagnostic précoce,
mais sensibilité limitée
Interferon-y release

assays (QuantiFERON-TB,
T-SPOT.TB): non recommandé
pour la TB active (TB latente
uniquement)

Antigéne urinaire: recommandé
(ne remplace cependant pas la
culture, sensibilité limitée,
détecte uniquement

L. pneumophila sérogroupe 1)
Immunofluorescence directe:
peu utile (peu sensible)

* Histopathologie (coloration
PAS): pour la forme digestive
classique

* Immunohistochimie: sur
échantillons ciblés



récent de nouveaux outils de diagnostic moléculaire, com-
binant a la fois I'identification de 'espece et la détection de
résistance par amplification d’ADN directement a partir de
I'’échantillon clinique, est en passe de révolutionner I'ap-
proche diagnostique de la tuberculose. Le systeme Gene-
Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, Etats-Unis) est une
plateforme d’'usage simple permettant 'identification de
M. tuberculosis et la détection de résistance a la rifampicine
par PCR directement a partir d’échantillons respiratoires en
moins de deux heures.? Selon une récente méta-analyse, ce
test a une sensibilité de 89% et une spécificité de 99% pour
le diagnostic rapide de TB pulmonaire, ce qui représente un
gain de détection de 23% par rapport a I'examen microsco-
pique direct.# Parmi les cas de TB pour lesquels 'examen
direct est négatif, sa sensibilité est de 67%. Une autre ré-
cente méta-analyse a évalué la performance du systéme
GeneXpert MTB/RIF pour le diagnostic de TB extrapulmo-
naire, montrant une excellente spécificité et une sensibilité
variable en fonction du type de prélevement.> Par rapport
a la culture, la sensibilité était de 83% pour les échantillons
ganglionnaires (tissu ou aspiration) et de 80% pour le li-
quide céphalorachidien (LCR), ce qui en fait un test initial
de premier choix pour le diagnostic précoce de méningite
tuberculeuse, 'examen direct ayant un faible rendement
dans ce contexte. Le GeneXpert MTB/RIF apparait donc
comme un test tres utile, complémentaire a I'examen direct,
pour augmenter le taux de détection précoce de TB pul-
monaire et extrapulmonaire. Sa sensibilité limitée, notam-
ment pour les cas de TB pulmonaire avec examen direct
négatif, ne permet cependant pas d’exclure le diagnostic
avant 'obtention du résultat des cultures qui demeurent le
test de référence.

De nouveaux tests de dépistage de la TB latente sont
également arrivés sur le marché et sont de plus en plus uti-
lisés. QuantiFERON-TB Gold (Cellestis Ltd., Carnegie, Vic.,
Australia) et T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Abingdon, UK)
mesurent la production d'interféron-y par les lymphocytes
T spécifiques contre M. tuberculosis par ELISA ou ELISPOT.
Ces tests effectués directement a partir d’'un échantillon
sanguin présentent certains avantages par rapport au tradi-
tionnel test a la tuberculine (Mantoux) pour le dépistage
de la TB latente, notamment une meilleure spécificité chez
les patients préalablement vaccinés avec le BCG.¢ Leur uti-
lité pour le diagnostic de TB pulmonaire active ou de TB
extrapulmonaire est cependant limitée par une sensibilité
et une spécificité qui n'excedent pas 80 a 85%.78 Leur usage
dans ce contexte n’est donc pas recommandé.

AUTRES MYCOBACTERIES

Les mycobactéries autres que M. tuberculosis peuvent étre
la cause d'infections respiratoires ou disséminées séveres
chez des patients immunosupprimés (M. avium intracellulare
complex, M. kansasii) ou d'infections localisées cutanées ou
ganglionnaires chez des hétes immunocompétents (M. scro-

Sfulaceum, M. chelonae. M. marinum, M. haemophilum, pour n’en
citer que quelques exemples). Ces mycobactéries sont ubi-
quitaires dans I'environnement, notamment dans les milieux
aquatiques, les établissements thermaux (spas, jacuzzis) et
les systemes d’approvisionnement en eau, les amibes cons-
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tituant leur réservoir.? 10 Elles peuvent étre cause de conta-
mination en milieu de laboratoire (réactifs) ou hospitalier
(solutions de désinfection). Leur approche diagnostique est
similaire a celle décrite précédemment pour M. tuberculosis.
Certaines d’entre elles sont classées parmi les mycobacté-
ries a croissance rapide (M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus)
pour lesquelles des cultures positives sont obtenues en
trois a cinq jours, d’autres peuvent nécessiter plusieurs se-
maines d'incubation. M. genavensae est un exemple extréme
de croissance lente qui n’est souvent documenté qu'apres
douze semaines d'incubation.!! Enfin, certaines espéces de
mycobactéries causant des infections cutanées principale-
ment, telles que M. marinum et M. haemophilum, ne pous-
sent qu’a 30°C.

La récente épidémie d’infection cutanée avec lympha-
dénite a M. haemophilum, ayant affecté une douzaine de pa-
tients dans la région lausannoise suite a la contamination
d'un produit cosmétique (pigment usité pour le maquillage
permanent des cils), illustre les difficultés diagnostiques
auxquelles le médecin praticien peut étre confronté.!? Lexa-
men microscopique direct (auramine-rhodamine) des échan-
tillons cliniques (biopsie cutanée et/ou aspiration ganglion-
naire) était positif dans huit cas sur douze. Cependant,
l'isolement de cette mycobactérie a nécessité une médiane
de 32 jours (9-70 jours). Les techniques moléculaires se sont
avérées d'une grande utilité, permettant I'identification pré-
coce de I'espéce par une PCR mycobactérienne a large spec-
tre directement a partir des échantillons cliniques. Ces
techniques PCR ne remplacent cependant pas la culture
qui demeure indispensable pour la détermination du profil
de sensibilité aux antibiotiques.

LEGIONELLA SPP.

Cette bactérie est une cause de pneumonie particulie-
rement sévere qui, bien que relativement rare (moins de
10% des cas), doit étre recherchée activement pour étre
traitée de maniere appropriée. Les systemes d’eau repré-
sentent une source bien connue de la maladie qui est ac-
quise par inhalation de gouttelettes aérosolisées et les
amibes sont supposées jouer un rble important dans leur
réplication, leur propagation et leur résistance aux biocides
(figure 1). Legionella pneumophila de sérogroupe I est respon-
sable de 85-90% des cas de légionelloses en Europe.!? Il
existe un test de détection rapide dans l'urine, spécifique
pour ce sérotype. La spécificité est excellente (99%), bien que
I'excrétion prolongée d’antigenes dans I'urine chez certains
patients peut étre une cause de faux positifs en cas d'épi-
sode infectieux respiratoire dans les trois derniers mois. La
sensibilité de ce test était initialement estimée a environ
90%. Cependant, une méta-analyse suggere une sensibilité
bien plus modeste (74% pour L. pneumophila de sérogroupe
1).14 D’autre part, ce test ne détecte pas les autres espéces
de Legionella (environ 45 especes recensées jusqu'a présent),
dont la prévalence est peut-étre sous-estimée du fait qu’on
ne les recherche pas. Des tests d'immunofluorescence di-
recte (DFA) sont aussi utilisés pour la détection rapide de
Legionella spp. dans des échantillons respiratoires. Leur sen-
sibilité (30-70%) est clairement insatisfaisante.!> En cas de
suspicion clinique de légionellose, la culture demeure I'exa-



men de référence. Comme les Legionella spp. ne poussent
pas sur les milieux conventionnels (a cause de leurs besoins
nutritionnels en L-cystéine et sels ferriques), cette suspicion
clinique doit étre spécifiée lorsqu’'un échantillon respiratoi-
re est envoyé au laboratoire. La croissance est habituelle-
ment obtenue en trois a cing jours sur milieu enrichi et sé-
lectif (buffered charcoal yeast extract agar, BCYEa). La limitation
de la culture réside principalement dans le fait que beau-
coup de patients ne produisent pas d’expectorations ou
que la qualité médiocre des échantillons obtenus (petit
volume, délai d’acheminement au laboratoire) diminue la
sensibilité analytique. La sérologie (détection des anticorps
contre les principaux sérogroupes de L. pneumophila) n'est
pas recommandée pour le diagnostic et la prise en charge
clinique en raison du délai prolongé de séroconversion.!>
Elle peut étre utile pour le diagnostic de rares légionello-
ses non respiratoires, en particulier pour I'endocardite ou
pour investiguer une épidémie.!¢ Différents tests de PCR
ont été développés pour la détection spécifique de Legio-
nella spp. dans des échantillons respiratoires, urinaires ou
sanguins avec des résultats prometteurs. Leur sensibilité
sur des échantillons d’expectorations est probablement
supérieure a la culture.!> Elle peut aussi étre utile dans
d’autres formes de la maladie en I'absence de manifesta-
tions respiratoires (fievre de Pontiac, endocardite) pour la
détection de Legionella spp. dans le sang, les hémocultures
ayant un rendement quasi nul dans ce contexte. Il n’existe
cependant pas de test commercialisé et peu de laboratoires
la proposent. Une PCR multiplex en temps réel a été déve-
loppée et est disponible a Lausanne pour la détection des
principaux agents étiologiques de pneumonies atypiques
(Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae et Mycoplasma
pneumoniae) sur des échantillons respiratoires.!”

MYCOPLASMA PNEUMONIAE

M. pneumoniae est une bactérie de trés petite taille ne pos-
sédant pas la paroi cellulaire protectrice de peptidoglycane
et dont la survie dépend d’une cellule héte. Elle se réplique
ala surface des cellules épithéliales respiratoires humaines
et peut étre la cause de pneumonies, bronchites, rhinites,
sinusites, otites, pharyngites ou exacerbations d’asthme. Elle
est une des causes les plus communes d’infection respira-
toire avec un pic d’'incidence durant la fin de I'été et le dé-
but de l'automne. Des manifestations extrapulmonaires
(méningo-encéphalite, péricardite, arthrite, anémie hémo-
lytique, glomérulonéphrite, hépatite) peuvent y étre asso-
ciées. La culture de ce micro-organisme tres fastidieux re-
quiert un temps d’incubation prolongé en milieu spécifique
et n'est pas pratiquée en diagnostic clinique de routine. La
sérologie (détection d’anticorps spécifiques IgM et I1gG) est
le test le plus couramment usité. Cependant, méme si les
IgM apparaissent précocement au cours de I'infection (au
terme de la premiére semaine), ils peuvent étre absents
lors de I'évaluation initiale. La documentation d’'une séro-
conversion (augmentation des taux d'anticorps d’'un facteur
=4 sur des échantillons de sérum collectés a deux a trois
semaines d'intervalle) confirme le diagnostic avec une sen-
sibilité d’environ 80-90%,!8 mais avec un délai qui rend la
sérologie peu utile pour la prise en charge clinique. La PCR

peut étre pratiquée sur différents échantillons respiratoires,
y compris sur des frottis oropharyngés, étant donné que la
plupart des patients se présentent avec une toux non pro-
ductive. La PCR peut aussi étre effectuée sur des échantil-
lons extrapulmonaires (sérum, LCR). Différents tests ont été
développés, permettant un diagnostic rapide et présentant
une haute sensibilité. Le portage asymptomatique ou la
persistance du micro-organisme apres résolution de I'infec-
tion peuvent étre des causes de faux positifs.

CHLAMYDIA PNEUMONIAE

C. pneumoniae est une bactérie intracellulaire obligatoire
(figure 2), qui n'a été identifiée que trés récemment et a
été impliquée dans de multiples infections respiratoires hau-
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tes ou basses, ainsi que dans des exacerbations d’asthme
ou des cas de toux chronique.!920 Les méthodes diagnosti-
ques basées sur la sérologie suggéraient un role important
de C. pneumoniaec comme cause de pneumonies communau-
taires. Les nouvelles méthodes moléculaires montrent ce-
pendant que cette prévalence a été surestimée. A Lausanne,
C. pneumoniae n’a été détectée que sur quatre (0,2%) des
2240 échantillons respiratoires analysés par PCR multiplex
pour la détection des agents de pneumonies communau-
taires atypiques (M. pneumoniae, C. pneumoniae et L. pneumo-
phila).2! Les rares résultats positifs ne correspondaient d'ail-
leurs pas a des pneumonies, mais a des cas d’asthme ou
de toux persistante pour lesquels C. pneumoniae n’était pas
initialement suspectée. Plusieurs nouvelles especes ont été
récemment identifiées par des méthodes moléculaires et
classées au sein de la famille des chlamydiales. Ces bacté-
ries apparentées aux Chlamydia, tels que Parachlamydia acan-
thamoebae ou Simkania negevensis, peuvent étre également
les causes de diverses infections ou syndromes respira-
toires.222.23 Leur épidémiologie réelle est inconnue en de-
hors de quelques études basées sur des PCR spécifiques.

COXIELLA BURNETII

Cette bactérie intracellulaire stricte est 'agent responsa-
ble de la fievre Q, une zoonose transmise principalement
par le bétail et d’autres animaux domestiques, qui peut se
présenter sous des formes aigués (fievre d’origine indéter-
minée, pneumonie, hépatite granulomateuse) ou chroniques
(endocardite).24 C. burnetii a été reconnue comme la cause
la plus fréquente d’endocardite a hémocultures négatives en
France.?> Des épidémies ont été rapportées en Suisse, dont
la plus célebre toucha le Val de Bagnes en 1983,2¢ et la plus
récente est survenue en 2012 dans la région de Lavaux.2?

A cause de sa symptomatologie variée affectant divers
organes, cette maladie entre souvent dans le diagnostic
différentiel du clinicien. Son diagnostic repose sur la dé-
tection par immunofluorescence indirecte des anticorps de
phases I et Il contre le lipopolysaccharide de surface (LPS)
qui présente une variation antigénique permettant la dis-
tinction entre la phase aigué (antigéne de phase Il) et chro-
nique (antigene de phase 1) de la maladie.?4 La sérologie
est également un marqueur important de I'évolution de
I'infection et de la réponse au traitement. Un délai de sept
a quatorze jours apres le début de symptomes est cepen-
dant nécessaire pour documenter la séroconversion.

La PCR quantitative peut s'avérer utile pour le diagnostic
de l'infection aigué durant cette fenétre, en particulier dans
le contexte d'épidémie.2829 Elle s’effectue principalement a
partir du sérum ou de sang EDTA, mais peut étre appliquée
sur d’autres types d’échantillons (expectorations, valves car-
diaques, tissu hépatique, placenta). Certains auteurs rap-
portent une diminution de la sensibilité apres I'apparition
des anticorps.3? Cependant, si la sérologie permet d’obtenir
le diagnostic de fievre Q dans la plupart des cas, la PCR a
été rapportée comme le seul élément positif chez certains
patients avec endocardite, en 'absence d’une hausse signi-
ficative des anticorps de phase 1.253! Ainsi, une approche
diagnostique combinant sérologie et PCR semble augmenter
le taux de détection de la maladie.
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BARTONELLA SPP.

Les bartonelles sont des bactéries intracellulaires facul-
tatives qui infectent les érythrocytes et les cellules endo-
théliales et sont responsables d’un spectre varié de mala-
dies chez 'homme (maladie des griffes du chat, bactériémie
chronique, endocardite, angiomatose bacillaire, péliose hé-
patique, maladie de Carrion).32

La maladie des griffes du chat, causée par B. henselae, est
une infection fréquente, souvent suspectée en présence
de symptdémes peu spécifiques tels qu’adénopathies ou
fievre prolongée. Son diagnostic repose essentiellement sur
I'anamneése et la présentation clinique. La sérologie (détec-
tion d’anticorps IgG) et la PCR sont les tests de référence.

B. henselae et B. quintana sont également une cause bien
connue d’endocardite a hémocultures négatives. La séro-
logie s’'avere positive dans plus de 95% des cas.?>33 De
méme que pour C. burnetii, la PCR sur sang EDTA permet
d’augmenter ce rendement. La détection par hémocultures
ou cultures d’échantillons de valves est possible, mais re-
quiert un temps d'incubation prolongé (20-40 jours) et, néme
pour un laboratoire spécialisé, le rendement est nettement
inférieur a la sérologie pour le diagnostic d’endocardite.??
De plus, le rendement des hémocultures est fortement di-
minué en cas d’antibiothérapie préalable.??

TROPHERYMA WHIPPLEI

La maladie de Whipple est une infection systémique chro-
nique affectant principalement des hommes d’dge moyen
avec une prédisposition génétique. Ses manifestations
cliniques sont multiples, peu spécifiques et insidieuses,
comprenant troubles intestinaux avec syndrome de mal-
absorption, arthralgies, atteintes cutanées ou oculaires.?43>
T. whipplei est également une cause d’endocardite a hémo-
cultures négatives.

Le diagnostic de maladie de Whipple reposait historique-
ment sur I'analyse histopathologique de biopsies duodé-
nales montrant la présence de macrophages spumeux con-
tenant du matériel positif a la coloration par I'acide périodi-
que de Schiff (PAS). Lamplification non spécifique des génes
16S rRNA (ARN ribosomique 16S) hautement conservés
chez les bactéries a permis de caractériser génétiquement
ce bacille et de le classer parmi les actinomycetes.?¢37 Des
PCR spécifiques ont été développées par la suite, consti-
tuant de nouveaux standards pour le diagnostic de la ma-
ladie, surtout dans les formes non classiques ou I'atteinte
digestive peut étre absente.?8 Par la suite, Raoult et coll.
parvinrent a isoler T. whipplei & partir d’un fragment de valve
cardiaque et a le propager par inoculation dans une lignée
de fibroblastes.? Aujourd’hui, la PCR spécifique pour T.
whipplei est le test diagnostique le plus simple et le plus
usité. Elle peut étre effectuée a partir de nombreux échan-
tillons (tissu intestinal, liquide synovial, biopsie cutanée,
humeur aqueuse, ganglion, valve cardiaque) selon la présen-
tation clinique. En cas de suspicion de maladie de Whipple,
on recommande le dépistage initial sur des prélevements
de selles et de salive. En cas de résultats positifs pour les
deux tests, la valeur prédictive positive est supérieure a
05%.40 La PCR sur les selles est plus sensible que sur la sa-
live (81% vs 58%), mais légerement moins spécifique (98%



vs quasi 100%).40 La sensibilité des deux tests diminue ce-
pendant considérablement dans les formes localisées de
la maladie. La PCR sur biopsie cutanée (méme en I'absence
de Iésions cutanées) a aussi été proposée comme test de
screening initial avec une sensibilité d'environ 85% pour la
forme classique de la maladie dans une petite série de
cas.4! Sa valeur reste a démontrer. D'autres prélévements
ciblés selon la symptomatologie (par exemple, liquide ar-
ticulaire en cas d’arthralgies) peuvent étre nécessaires. Dans
ce cas, I'analyse histopathologique (détection de macro-
phages PAS positifs) et/ou I'immunohistochimie (anticorps
dirigés contre la bactérie a l'intérieur des macrophages) con-
servent leur valeur pour confirmer le diagnostic. Il n’existe
pas de test sérologique.

CONCLUSIONS

Les bactéries intracellulaires ou dépendantes d’une cel-
lule-héte pour leur survie sont fréquentes dans notre envi-
ronnement. Les progres réalisés durant les dernieres dé-
cennies dans le domaine du diagnostic moléculaire ont
permis d'identifier et de classer bon nombre de ces patho-
genes émergents autrefois méconnus ou ignorés en raison
de la difficulté a les isoler par les méthodes convention-
nelles de cultures. Elles peuvent étre les causes d'infections
fréquentes (pneumonies communautaires) ou insidieuses
du fait de leur présentation clinique non spécifique. Leur
prévalence et leur impact réel en termes de morbidité sont
sans doute sous-estimés du fait qu’on omet souvent de les
rechercher. Il est donc important que le praticien sache
quand les suspecter et quels examens demander pour les
diagnostiquer de maniére appropriée. Si la sérologie a été
pendant longtemps I'examen de référence pour le diag-
nostic de bon nombre d’entre elles, la PCR s'impose peu a
peu comme un outil plus sensible et permettant un diag-
nostic plus rapide. Ces techniques manquent cependant
de standardisation et ne sont pas disponibles dans chaque
laboratoire. Par cet article, nous espérons avoir fourni aux
médecins cliniciens un apercu global des tests disponibles,
de leurs performance et interprétation pour faciliter I'appro-
che diagnostique de ces germes fastidieux. |

Bibliographie

Les auteurs n'ont déclaré aucun conflit d’intéréts en relation avec
cet article.

Implications pratiques

La tuberculose est difficile a diagnostiquer car souvent pau-
cibacillaire. Il faut combiner examen direct, culture et PCR
pour accroitre la sensibilité diagnostique

La PCR est I'outil de référence pour le diagnostic étiologique
de pneumonies dues a Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia
pneumoniae, Legionella pneumophila et Coxiella burnetii. Ces
PCR peuvent étre effectuées sur le frottis nasopharyngé pour
Mycoplasma pneumoniae et Chlamydia pneumoniae

La sérologie a une excellente valeur prédictive négative pour
Coxiella et Bartonella lors d’endocardite

La PCR est la pierre angulaire du diagnostic de la maladie de
Whipple et peut se faire a la fois sur la salive et les selles
(bonne valeur prédictive négative lorsque combiné) ainsi que
sur divers échantillons selon la présentation clinique
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