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Naissance d’une newsletter

Cette newsletter, destinée a I'ensemble des demandeurs
de prestations envoyant des échantillons aux laboratoires
de microbiologie diagnostique du CHUV, est née de notre
volonté d’accroitre la communication avec nos clients, qui
sont surtout des partenaires essentiels a une pré-
analytique et une post-analytique de qualité.

Cette newsletter 2012 a pour objectif de présenter de
maniére succincte les innovations 2012 effectuées a
Lausanne dans le secteur de la microbiologie
diagnostique, et de mettre en évidence quelques
prestations diagnostiques particulieres spécialisées dans
un but d’'information et de formation.

Cette newsletter présente également
rendez-vous en termes de formation.
Bonne lecture.

Gilbert Greub

les prochains

Prochains colloques de formation continue en
microbiologie diagnostique:

15.11.2012 Approche diagnostique en microbiologie  Prof. G. Greub
13.12.2012 Diagnostic moléculaire Dr K. Jaton
10.01.2013 Sérologie Prof. P. Meylan
14.02.2013 Coccis Gram positif Dr G. Prod’hom

28.03.2013 Bacilles Gram positif Dr G. Prod’hom

Institut de Microbiologie: dualité entre diagnostic et

recherche
Gilbert Greub et Amalio Telenti

L’Institut de microbiologie de I'Université de Lausanne (IMUL) est
un service du Département des Laboratoires du Centre hospitalier
universitaire vaudois (CHUV). Il a trois missions principales : le
diagnostic, 'enseignement, et la recherche.
Le Professeur A. Telenti, chef de service, est responsable des
secteurs enseignement et recherche, alors que le Professeur G.
Greub, successeur du Professeur J. Bille, est, depuis le 1°
septembre 2011, médecin-chef du secteur diagnostique.
Offrir des prestations de qualité, a la pointe de la technologie, est
une priorité. Pour atteindre ce but, il est essentiel d'innover
constamment, et ceci se fait au quotidien par les cadres du
diagnostic (K. Jaton, P. Meylan, G. Prod’hom, D. Blanc, Ph.
Hauser et R. Sahli), qui signent la plupart des textes de cette
newsletter.
Nos activités R+D, résumées dans cette newsletter, illustrent bien
limportance de la recherche appliguée en microbiologie
diagnostique. Cependant, I'IlMUL a également une recherche
active, notamment dans les secteurs suivants :

- Infection VIH : Prof. A. Telenti et Dr A. Ciuffi, MER

- Bactéries intracellulaires : Prof. G. Greub

- Virus hémorragiques : Prof. S. Kunz

- Résistance aux antifongiques : Prof. D. Sanglard

- Infection chez les patients greffés : Prof. P. Meylan

- Pneumocystis carinii : Dr Ph. Hauser, MER
Cette recherche plus fondamentale apporte parfois des innovations
diagnostiques utiles, telles la PCR spécifique Pneumocystis, ou
diverses PCRs pour le diagnostic des infections dues aux
bactéries intracellulaires, montrant I'importance d’'une dualité de
recherche et de diagnostic dans un institut universitaire.

Une nouvelle PCR permettant de détecter Pneumocystis jirovecii

Philippe Hauser

Pneumocystis jirovecii est un champignon causant des pneumonies graves chez les
révélatrice d'une
immunosuppression lié a une infection par le VIH, et représente [linfection
opportuniste la plus fréquente chez ce type de patients. La seconde catégorie de
patients susceptibles a cette pneumonie regroupe les personnes immuno-supprimés
dans le contexte de transplantation, cancer, ou traitement d’'une maladie—auto-
immune. Chez ces patients, la charge fongique est souvent plus faible que chez les
patients VIH positifs de sorte que certains cas ne sont pas détectés par la méthode
d’argentation, coloration généralement utilisée pour le diagnostic de P. jirovecii. Afin
d’améliorer la sensibilité diagnostique, nous avons récemment mis au point une PCR
en temps réel spécifique pour P. jiroveci qui permet de détecter jusqu’a 5 copies de la
cible par réaction (180 points OFAS, résultat en 24h sauf weekend). Etant donné que
cette méthode détecte également les patients colonisés par P. jirovecii sans
pneumonie avérée, sa valeur prédictive positive pour la pneumonie a P. jirovecii est
mauvaise (57%). En revanche, cette PCR présente une excellente valeur prédictive
négative (100%), de sorte qu’elle est particuliérement utile lorsque la suspicion
clinique est forte mais que le diagnostic par coloration est resté négatif et qu'aucune

patients immunocompromis. Cette maladie est souvent

autre étiologie n’a pu étre établie.

Figure : Kystes de P. jirovecii colorés par argentation.




Identification par MALDI-TOF

Guy Prod’hom et Gilbert Greub
Laboratoire de Bactériologie

Ces 2 dernieres années ont été marquées par une avancée
technologique majeure dans le laboratoire de bactériologie. Il s'agit
de lintroduction de la spectrométrie de masse (MALDI-TOF)
appliquée a lidentification bactérienne. Jusqu'a ce jour,
l'identification était basée sur l'analyse d'un ensemble de tests
biochimiques et phénotypiques des colonies bactériennes. Le
MALDI-TOF analyse le spectre protéique de la bactérie notamment
les protéines ribosomales et compare le spectre protéique obtenu a
une base de données regroupant plus de 3'000 spectres de
bactéries d'importance clinique ou environnementale (1). L'avantage
principal de cette méthode est la rapidité car I'identification peut étre
obtenue en 2 minutes a partir de colonies en lieu et place des 24h a
48h nécessaire pour l'identification traditionnelle.

Nos efforts se sont concentrés sur I'évaluation des performances du
MALDI-TOF. Ainsi dans une premiére étude, nous avons comparé
I'identification biochimique et l'identification par MALDI-TOF de plus
de 1300 souches bactériennes. L'identification concordait au niveau
de l'espece pour 95% des identifications. La majorité des cas
discordants ont été attribués a des problemes de la base de
données du MALDI-TOF, a des problemes taxonomiques ou a des
erreurs de lidentification biochimique (2). La seconde étude a
analysé la place du MALDI-TOF pour l'identification de germes rares
isolés dans le laboratoire sur plusieurs années et dont l'identification
avait nécessité le recours a I'analyse moléculaire du géne ribosomal
16S rRNA. Sur 410 souches, prés de 50% ont pu étre identifiés par
le MALDI-TOF en quelgues minutes en lieu et place des 2 jours
nécessaires pour l'analyse moléculaire, dans 18% de souches
additionnelles l'identification au niveau du genre proposé par le
MALDI-TOF était correct. Le MALDI-TOF n'a pas proposé
d'identification pour le solde des souches en raison notamment de
I'absence de profils bactériens correspondants dans la base de
données du MALDI-TOF (3). Ces deux études ont montré le
potentiel extraordinaire de cette méthode pour l'obtention d'une
identification rapide de germes potentiellement pathogenes et ainsi
mettre a disposition des médecins une information importante pour
le suivi clinique des patients.
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Confusions diagnostiques entre herpés et zona
Pascal Meylan

Les lésions élémentaires (rash vésiculeux localisé) ne permettent pas en
principe de distinguer entre une récidive d’herpés et un zona. Le diagnostic
différentiel se fonde sur le nombre anamnestique d’épisodes et leur
localisation, voire leur congruence avec certains dermatomes (e.g.
thoraciques). Cependant, I'expérience montre qu’en I'absence d’herpés
récidivant fréquemment, et dans les territoires oral ou génital, il n’est pas rare
de confondre les deux étiologies (voir e.g. figure). Pour cette raison, & partir
de 2007, nous avons systématiquement testé pour HSV et VVZV les spécimens
qui nous étaient soumis avec une demande isolée pour HSV ou VZV. Ceci
nous a permis de déterminer a quelle fréquence on trouvait HSV-1, HSV-2, ou
VZV selon que le clinicien demandait ou non ce test (table). On constate a la
lecture de cette table qu’il est beaucoup plus fréquent pour un clinicien de
demander HSV seul plutét que VZV seul. Cette observation est probablement
consistante avec I'hypothése que les cliniciens sont plus confiants dans un
diagnostic clinique de varicelle ou de zona, sans ressentir le besoin de le
confirmer par un test. Parmi les tests non demandés, pres de 2% donnent un
résultat positif pour VZV ou HSV, alors que parmi les tests demandés par le
clinicien, 20.4% sont positifs pour VZV et 24.8% pour HSV. La vaste majorité
des résultats positifs insoupgonnés correspondent a des VZV trouvés dans
des spécimens pour lequel le clinicien ne demandait qu'un test pour HSV
(49/52). Quelles peuvent étre les raisons de ces résultats inattendus ? Un
examen de 27 dossiers cliniques disponibles donne les pistes suivantes,
concernant 26 cas avec des zonas non suspectés. D’une part, dans les 24
cas de zona ou un diagnostic clinique initial était mentionné, 6 faisaient
mention de I'hypothése d’'un zona, suggérant qu'une erreur de nomenclature
(voir le terme de « Herpes zoster » !) ou de transcription expliquait la demande
d’analyse mal ciblée. Au contraire, dans 10 cas, le diagnostic initial faisait état
d’une suspicion d’herpés. Les lésions étaient situées dans 5 cas au niveau
génital et dans 3 cas au niveau céphalique. Il est donc relativement courant
de confondre dans ces territoires un zona du nerf facial ou des racines
sacrées avec un herpes respectivement oral ou génital. Quoiqu'’il en soit, ces
observations supportent notre politique d’offrir un test combiné pour les deux
virus, d'autant plus si le test multiplexé permet de I'offrir sans surco(t par
rapport au test simple.

Table : fréquence de HSV ou VZV non suspectés?

Tests effectués Total dont positifs (%)

VZV demandés : n=1536 313 (20.4%)
VZV non demandés : n= 2670 49 (1.8%)
HSV-1 demandés : n=4406 630 (14.3%)
HSV-1 non demandés : n=228 1 (0.4%)
HSV-2 demandés : n=4409 376 (8.5%)
HSV-2 non demandés : n=228 2 (0.9%)
Total non demandés : n=3126 52 (1.7%)

@ Le nombre de tests effectués et positifs est analysé selon que le clinicien
avait demandé ou non I'analyse pour chacun des virus

Ref : P Meylan, Infections a virus de I'Herpés simplex : mise a jour pour le praticien.
Revue Médicale Suisse, 2011 ;7 :886-93.

Figure : Zona sacré nécessitant un diagnostic de laboratoire afin de le différencier
d’une récidive herpétique, chez un héte immunocompromis.




PCR duplex pour la détection simultanée de Chlamydia trachomatis et
Neisseria gonorrhoeae dans les prélevements uro-génitaux : valeur ajoutée de
cette approche

Katia Jaton et Gilbert Greub

Une PCR quantitative en temps réel a été développée dans notre laboratoire pour la détection

simultanée de Chlamydia trachomatis et de Neisseria gonorrhoeae et est proposée. Une région

spécifique du géne porA pour N. gonorrhoeae et le plasmide cryptique pour C.trachomatis sont

ciblés par cette PCR (1). Il est a noter que notre PCR C. trachomatis détecte également les

mutants décrits par les Suédois (2,3) .

Depuis 2006, nous avons analysé par cette approche duale 11'470 échantillons dont 78%

provenaient de femmes et 22% dhommes. Le taux de positivité est de 5.8% pour

C.trachomatis, 1.1% pour N. gonorrhoeae, et 0.2% d'infections mixtes. Ces taux sont restés

stables durant ces années mais par contre le nombre de demandes est en augmentation

constante.

Parmi 130 prélévements positifs pour N. gonorrhoeae (31 femmes et 99 hommes), 12 (9.2%)

ont été testés grace a I'approche « duplex » et n’avaient pas été demandé a étre testés par le

clinicien. De plus, dix de ces préléevements provenaient de femmes ce qui ramene a 32%

(10/31) le taux de prélévement positifs pour N. gonorrhoeae chez les femmes pour qui la

recherche de N. gonorrhoeae n’avait pas été demandée.

Cette étude montre qu’il est vraiment difficile de distinguer ces 2 entités cliniques. Nous

recommandons de tester systématiquement chez I'homme et chez la femme Chlamydia

trachomatis et Neisseria gonorrhoeae dans le contexte d’IST.
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Automatisation en bactériologie
Gilbert Greub et Guy Prod’hom

Le laboratoire de bactériologie inocule quotidiennement plus d’'un millier de géloses. Cette
activité répétitive peut étre automatisée, ce qui permet (i) un gain en ressources de personnel,
et (i) une qualité accrue en obtenant des ensemencements reproductibles, dans une
atmosphére confinée, et avec des colonies bien isolées.
Il existe actuellement sur le marché principalement 4 systemes d’inoculation automatisée :

-  WASP (Copan)

- Previ-Isola (BioMérieux)

- Inoqula (Kiestra)

- Innova (Becton-Dickinson)
Chaque systéme a ses propres avantages et inconvénients. Cependant, le choix d’'un tel
appareil dépend aussi de la taille (variété et nombre d’analyses) et du mode de fonctionnement
du laboratoire, ainsi que du type d’échantillons qui y sont traités. Dans un article récent (1),
nous avons résumé les points principaux qui peuvent guider le choix dun systeme
d’ensemencement.
A Lausanne, notre choix s’est porté sur le WASP (Copan), cf. photo, aprés une analyse
minutieuse des besoins de notre laboratoire. Fonctionnel depuis début octobre 2011, le WASP
inocule actuellement plus de 500 géloses par jour, a la plus grande satisfaction des techniciens
en analyses biomédicales et des cadres.

Référence: Greub & Prod’hom. Automation in clinical bacteriology: what system to choose?
Clin Microbiol Infect 2011; 17: 655-660.

Figure. Le WASP, un des 4 principaux systems d’inoculation automatisée disponibles sur le marché.

Traitement des hémocultures

Guy Prod’hom et Gilbert Greub
Laboratoire de Bactériologie

Le traitement des hémocultures positives est une
activité déterminante du laboratoire pour guider le
clinicien dans le traitement des sepsis et
bactériémies. Jusqu'a ce jour, l'impact majeur est
'annonce au clinicien de la morphologie a la
coloration de Gram des bactéries isolées du sang
qui permet d’introduire, de modifier ou d’adapter le
traitement empirique. L'identification bactérienne et
I'antibiogramme ont peu d'impact en raison du délai
pour l'obtention de ces résultats. Le MALDI-TOF
ayant fait ses preuves dans [lidentification
microbienne (1), nous avons exploré le MALDI-TOF
pour I'identification des bactéries isolées directement
dans les hémocultures positives. L’écueil majeur de
l'analyse directe des bactéries a partir des
hémocultures est la présence de protéines variées
(cellules sanguines, protéines sanguines) qui
alterent le spectre des protéines bactériennes a
identifier. Nous avons donc développé la préparation
d'un culot bactérien a partir des bouillons
d’hémoculture basé sur des centrifugations
différentielles et I'utilisation de chlorure d’'ammonium
comme agent de lyse des érythrocytes. Afin de
valider cette procédure originale, nous avons
comparé l'identification a partir du culot bactérien a
l'identification finale du germe sur 126 hémocultures
positives. Une identification a I'espéce par MALDI-
TOF a été obtenue dans prés de 80% des cas et
99% des identifications étaient congruentes avec
l'identification finale (2). La méthode est appliquée
quotidiennement dans notre laboratoire depuis
septembre 2009 et nous pouvons ainsi des le
premier jour transmettre au clinicien l'identification
finale du germe.

Dans notre démarche pour accélérer la transmission

de résultats pertinents au clinicien nous utilisons

également les culots bactériens des hémocultures
positives décris ci-dessus pour la détermination de
l'antibiogramme. Dans la technique usuelle,

I'antibiogramme est obtenu au moyen d’un automate

le VITEK 2 de bioMérieux a partir de colonies. Afin

de valider I'utilisation des culots bactériens pour la
détermination de la sensibilité des bactéries, nous
avons comparé les résultats des tests de sensibilités
obtenus a partir de culots bactériens et a partir des
colonies de ces mémes bactéries notamment pour
les enterobactéries et les staphylocoques. Le taux

d’erreur pour ces 2 types de germes était inférieur a

1% (3). Nous exploitons donc dorénavant le culot

bactérien en routine pour [lidentification et

'antibiogramme de la majorité des germes isolés

d’hémoculture.
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Figure : Culots d’hémocultures avec (gauche) et sans lyse
des globules rouges (droite).
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Quels sites anatomiques faut-il échantillonner
pour un dépistage MRSA par culture ou par
test rapide ?

Dominique S. Blanc, Laboratoire d'épidémiologie

Staphylococcus aureus résistant a la méticiline (MRSA ou
SARM) est responsable d'une grande partie des infections
associées aux soins. Le dépistage des porteurs fait partie
intégrante de la lutte contre sa dissémination dans les
institutions de soins. Un diagnostic rapide et précis est un
élément essentiel pour cette lutte. Le développement
récent de méthodes basées sur la PCR permet de
confirmer ou de réfuter le portage MRSA chez un individu
dans un délai de moins de 2h.
Bien qu'un frottis des fosses nasales soit I'échantillon qui
figure dans toutes les recommandations nationales pour le
dépistage des MRSA, l'ajout d'autres sites anatomiques
reste controversé. En Hollande, les sites anatomiques
suivants sont recommandeés: le nez, la gorge, les plis de
l'aine, les plaies, et I'urine si un cathéter est en place. Par
contre, les francais recommandent de tester le nez et au
moins un autre site.

L'analyse des résultats de notre laboratoire de ces

derniéres années nous a permis de répondre a cette

question (voire référence 1 pour une information détaillée).

Au CHUV, les prélevements de nez, gorge, plis inguinaux,

plaies si présentes, urine si cathéter en place, et autres

sites potentiellement infectés sont effectués lors d'un
dépistage MRSA. Sur plus de 12'000 dépistages effectués

par culture, nos résultats montre que le frottis de nez n'a

gu'une sensibilité de 48% (Tableau). L'ajout des frottis de

gorge et des plis inguinaux éleve cette sensibilité a 96%.

Concernant le test rapide (Xpert MRSA, Cepheid), les

chiffres ne sont pas trés différents: une sensibilité de 62%

est atteinte avec le frottis de nez seul, et de 99% en

incluant la gorge et les plis de l'aine. Les conclusions que
nous faisons sont les suivantes:

1. Par culture ou méthode PCR rapide, un prélevement de
nez seul ne suffit pas pour un dépistage de portage
MRSA. Il faut inclure les frottis de gorges et de plis
inguinaux.

2. Les autres sites anatomiques (plaies, urines, etc.)
n‘augmentent pas de beaucoup la sensibilité de
détection, il n'est pas nécessaire de les inclure. Par
contre, si un de ces sites s'est révélé contaminé par du
MRSA lors de prélevements cliniques, il est important
de les inclure lors de dépistage de controle de
décolonisation.

Cette prestation peut étre demandée en utilisant le bon
d'analyse du laboratoire d'épidémiologie
http://www.hpci.ch/files/dam/cir101052.pdf
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Figure. Sensibilités cumulées des différents sites anatomiques
pour le dépistage des MRSA par culture ou par test rapide.

Diagnostic des papillomavirus humains (HPV)
Roland Sahli

Une quarantaine de génotypes d'HPV infectent la mugueuse anogénitale, causant l'une
des maladies sexuellement transmissibles les plus fréquentes (condylome acuminé,
verrue anogénitale). Alors que la plupart des verrues anogénitales régressent
spontanément en l'espace de 2 ans, une minorité d'infections persistent a long terme
(>10-15 ans) et peuvent provoquer le cancer du col utérin selon le génotype d'HPV. On
distingue ainsi des génotypes a haut risque oncogéne (HPV16, 18, 31, etc) et d'autres a
bas risque (HPV6, 11, 42, etc).

Le diagnostic HPV est utilisé actuellement dans notre laboratoire comme complément &
la cytologie pour estimer le risque de progression vers une maladie sévéere chez des
patientes de plus de 30 ans qui présentent au moment de I'examen cytologique des
lésions cervicales atypiques de signification indéterminée (ASC-US) ou d'autres
anomalies. Pour identifier le génotype d'HPV, nous avons développé le test PGMY-
CHUV basé sur I'amplification en chaine (PCR) a large spectre de 'ADN d'HPV utilisant
les amorces PGMY (1). Aprés PCR, le génotype des amplicons est déterminé par
hybridation réverse contre un panel de sondes spécifiques couvrant I'ensemble des
virus a haut risque et les plus fréquents virus a bas risque. Nous avons décrit cette
méthode dans le chapitre 5 du manuel de laboratoire HPV de I'OMS (2) en notre qualité
de laboratoire régional de référence HPV de I'OMS pour I'Europe (3).

Les patientes présentant une cytologie de type ASC-US peuvent étre HPV-négatives ou
infectées par des virus a bas risque, auquel cas la probabilité d'une lésion sévere sous-
jacente est trés basse. Ces femmes peuvent retourner a un suivi gynécologique de
dépistage a intervalle habituel, car la valeur prédictive négative du test HPV est trés
élevée (> 97%). Au contraire, les patientes avec ASC-US et infectées par un virus a
haut risque, en particulier HPV16 ou HPV18, ainsi que les patientes infectées de
maniére persistante par le méme virus a haut risque sur plusieurs visites de dépistage
ont besoin d'une prise en charge immédiate, car elles sont susceptibles d'avoir une
lésion sévere sous-jacente qui nécessite un traitement. Les résultats de génotypage
sont intégrés a notre base de données HPV pour faciliter la décision de prise en charge
par les gynécologues. Les résultats sont exprimés soit comme HPV négatif soit comme
HPV positif en précisant le groupe de risque, le génotype et sa durée de persistance s'il
y a lieu. Les HPV les plus observés dans les échantillons qui nous ont été soumis sur
une période de 11 ans furent HPV16, 51, 52, 66 et 59 pour le groupe a haut risque et
HPV53, 42 et 6 pour le groupe a bas risque (voir figure ci-dessous).
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Pour effectuer cette analyse dans notre laboratoire, les échantillons suivants sont
valides: frottis cervicaux résiduels en milieu de transport pour cytologie en phase liquide
ainsi que biopsie fraiches ou fixées et incluses en paraffine. La demande d'analyse doit
étre effectuée a l'aide du bon N° 151 de I'Institut de Microbiologie qui peut étre obtenu
sur demande a notre laboratoire central (021-3144107). Les points clés tels que site
anatomique, date de prélévement et interprétation cytologique doivent accompagner la
demande pour une prise en charge optimale. Veuillez noter que cette analyse n'est pas
destinée au dépistage primaire du cancer du col utérin.

Pour toute information biomédicale vous pouvez vous adresser au Dr Roland Sabhli, par
courriel (roland.sahli@chuv.ch) ou par téléphone (021-3144082).
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PCR méningite: Faux négatif due a un
polymorphisme, I’exemple de Neisseria
meningitidis.

Katia Jaton et Gilbert Greub

La méningite bactérienne est une urgence Vvitale,
motivant un traitement antibiotigue empirique qui peut
négativer les cultures de LCR. Par conséquent la
détection de I'ADN de Neisseria meningitidis par PCR
est largement utilisée lors de suspicion de méningite et
notamment lorsque les cultures restent négatives.
Depuis 5 ans nous utilisons les amorces et la sonde
décrite par Corless et al. (2) ciblant le gene ctrA
responsable du transport des polysaccharides. Ce gene
est également utilisé par la plupart des autres groupes
effectuant cette PCR pour le diagnostic médical.

Dans ce contexte nous avons été interpelés par un
isolat clinique de N. meningitidis du sérogroupe B qui
n'a pas été détecté par la PCR en temps réel ciblant le
géne ctrA. Nous avons séquencé ce gene et montré
que cette souche présentait un trés haut polymorphisme
au niveau du gene cible, et que notre PCR ne pouvait la
détecter. De maniéere intéressante, a la méme période,
le groupe de Cavrini et al. (1) en Italie a montré le
méme phénomeéne mais pour une souche de N.
meningitidis du sérogroupe C.

Dans ce contexte, nous avons modifié notre PCR en
ajoutant des primers et une sonde nouvellement
développés ciblant cette souche particuliere et tenant
compte de ce polymorphisme. Nous avons testés toutes
les souches de N. meningitidis & notre disposition
(N=38) et également tous les LCR regus entre janvier
2009 et juin 2010 provenant de patients avec suspicion
de méningite mais culture négative. Aucune souche ni
aucun LCR ne s’est révélé positif attestant la rareté de
cette souche (4).

Cet exemple rappelle aux microbiologistes que les
cibles de nos PCR peuvent étre sujettes a des
mutations ou délétions. Des phénoménes similaires ont
d’ailleurs été observés pour dautres agents dont
Chlamydia trachomatis (7), Streptococccus pneumoniae
(3,5,8), Bordetella pertussis (6).
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PCRs diagnostiques pour les Chlamydia
Gilbert Greub et Katia Jaton

Les Chlamydia sont des bactéries intracellulaires obligatoires qui par définition restent
non-détectées lors de recherche par culture sur géloses. L'utilité de la sérologie reste
limitée par des cross-réactions fréquentes inter-espéces et par la montée tardive des
anticorps, ne permettant souvent pas un diagnostic en phase aigué. Dans ce contexte, la
PCR est I'approche diagnostique idéale pour les infections dues aux Chlamydia.

Pour Chlamydia trachomatis, agent commun d'infections urogénitales a I'origine
d’infertilité tubaire, de grossesses extra-utérines et de fausses couches (1, 2), nous
proposons a Lausanne une PCR spécifique en temps réel, dont la sensibilité est de 10
copies environ (3). Cette PCR est effectuée en duplex avec N. gonorrheae (cf. paragraphe
sur ce theme). La PCR C. trachomatis peut se faire, pour le diagnostic d’urétrites et
cervicites, sur des frottis urétraux, cervicaux, vaginaux, ou sur I'urine de 1% jet, riche en
cellules. Le prélevement vaginal peut étre effectué par la patiente elle-méme ; cependant,
si un médecin effectue le prélévement, un frottis cervical devrait étre préféré au vu de sa
sensibilité accrue. Lors de rectite, la PCR se fait sur frottis rectal. En cas de positivité, un
typage est effectué par PCR et séquengage (4), ce qui permet de différencier une rectite a
Chlamydia d’'un lymphogranulome vénérien (LGV) qui nécessite un traitement plus long.
Rappelons ici que la prévalence de C. trachomatis lors de rectite chez des patients
homosexuels ayant des relations anales réceptives s’éléve en Suisse a 10.9 % (4).

Le colt de la PCR C. trachomatis est de 180.-

Pour Chlamydia pneumoniae, nous proposons une PCR en temps réel TagMan en
duplex avec Mycoplasma pneumoniae (5, 6). La plupart des cas de C. pneumoniae
documentés a Lausanne n’étaient pas suspectés par les cliniciens (6), ce qui justifie cette
approche duelle. En effet, C. pneumoniae pourrait étre parfois 'agent causal de toux
chroniques sans fievre ni pneumonie, faussement considérées comme des bronchites
asthmatiformes (6). La PCR C. pneumoniae peut étre effectuée sur des prélévements
provenant du tractus respiratoire inférieur (expectorations, aspirations bronchigues),
méme lorsqu’ils sont salivaires (forte quantité de cellules épithéliales). En I'absence de
toux productive, un frottis nasopharyngé peut étre effectué.

Le colt de la PCR duplex Mycoplasma pneumoniae + Chlamydia pneumoniae est de
180.-.

Pour Chlamydia psitacci, agent de la psitaccose, nous proposons a Lausanne une PCR
pan-chlamydiales (7). Cette PCR permet de détecter n’importe quel membre de I'ordre
des Chlamydiales et peut étre effectuée sur divers types de prélevements, y compris
expectorations. En cas de positivité, un séquengage est effectué afin d’identifier 'espéce
en cause.

Le co(it de la PCR pour chlamydiales est de 180.-
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Figure : Chlamydia pneumoniae visualisée par microscopie électronique a I'intérieur d’une cellule
fibroblastique. Grossissement de 15000x.




Formation post-graduée en microbiologie diagnostique

Des le 11.10.2012 : formation mensuelle, chaque premier jeudi du mois, 12h00-13h00
BH-08, Auditoire Mathias-Mayor (colloque Maladies infectieuses)

11.10.12 Notions de colonisation microbienne (flore physiologique, Amalio Telenti
écologie microbienne)

15.11.12  Approche diagnostique en microbiologie Gilbert Greub

13.12.12 Diagnostic moléculaire Katia Jaton

10.01.13  Sérologie Pascal Meylan

14.02.13  Coccis Gram ® Guy Prod’hom

28.03.13 Bacilles Gram @ Guy Prod’hom
Coccis Gram & Guy Prod’hom
Bacilles Gramo Guy Prod’hom
Anaérobes Guy Prod’hom
Bactéries intracellulaires Gilbert Greub
Mycobactéries Katia Jaton
Virus ARN Amalio Telenti
Virus ADN Pascal Meylan
Champignons filamenteux et levures Philippe Hauser
Protozoaires Guy Prod’hom
Vers (nématodes/cestodes et trématodes) Guy Prod’hom
Tests rapides (POCTS) Gilbert Greub
Résistance aux AB c/les bacilles Gram © Guy Prod’hom
Résistance aux AB c/les bacilles Gram & Guy Prod’hom
Epidémiologie moléculaire Dominique Blanc
Résistance en virologie P.Meylan / A.Telenti
Nouvelles technologies : génomique et métagénomique Gilbert Greub

Journée de formation continue en bactériologie

La prochaine journée de formation continue en bactériologie
aura lieu le jeudi 3 octobre 2013 a l'auditoire César-Roux.
Les thémes suivants seront abordés :

- le Staphylocoque doré
- le méningocoque
- les agents bactériens transmis par les tiques
- les tests rapides au lit du malade (POCTS)




